Control microbiano de la chinche del tallo del arroz,
Tibraca limbativentris Stal. 1860 (Hemiptera:
Pentatomidae) con hongos entomopatogenos.

Tesis presentada para optar al titulo de Magister de la Universidad de
Buenos Aires, Area Produccion Vegetal con Orientacion en Proteccion de
Cultivos

Raul Daniel Kruger

Ingeniero Agréonomo — Universidad Nacional del Nordeste (UNNE) - 2008

Lugar de trabajo:

- Estacion Experimental Agropecuaria Corrientes — Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (EEA Corrientes — INTA)

- Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA - CICVyA - INTA Castelar)

|

_,.,
>
C
=
>

Escuela para Graduados Ing. Agr. Alberto Soriano
Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires



COMITE CONSEJERO

Consejero Principal de tesis
Roberto Eduardo Lecuona
Ingeniero Agronomo (Universidad Nacional de Cordoba)
Master en Ciencias Bioldgicas, Especialidad: Entomologia (Univ. de Sao Paulo, Brasil)
Doctor en Zoologia (Universidad Pierre et Marie Curie - Paris VI, Francia)

Consejero
Marin Alfredo Rubén
Ingeniero Agronomo (Universidad Nacional del Nordeste)
Magister Scientiae, Agronomia (Louisiana State University - USA)
Doctor of Philosophy, Agronomia (Louisiana State University - USA)

Consejero
Marcelo Anibal Carmona
Ingeniero Agrénomo (Universidad de Buenos Aires)
Magister Scientiae Produccion Vegetal (Universidad de Buenos Aires)

JURADO DE TESIS

JURADO
Nancy Greco
Licenciada en Biologia - Orientacion Zoologia (Universidad Nacional de La Plata)
Doctora en Ciencias Naturales (Universidad Nacional de La Plata)

JURADO
Roman Serrago
Ingeniero Agronomo (Universidad de Buenos Aires)
Doctor de la Universidad de Buenos Aires, area Ciencias Agropecuarias (Universidad
de Buenos Aires)

Fecha de defensa de la tesis: 22 de ABRIL de 2014

Kruger, Ratl Daniel



DEDICATORIA

A Dios

A mis padres

A mi pareja Gabriela

A mis hermanas/os

A mis suegros y cuiiados

Quien estuvo conmigo en cada momento y pasos de mi

vida.

Fernandez Zulma A. y Kruger Daniel R. A ustedes por el
amor, apoyo, educacion y eterna confianza, estan
dedicados este y todos mis logros, asi como yo se que cada

lucha en sus vidas ha sido para mis hermanos/as y para mi.

Por la amistad, comprension y paciencia, por el incentivo
y por no dejarme desistir nunca, por el amor y por

hacerme feliz.

Gisela, Soledad, Nahuel, Nicolds y Susana, a quienes

siempre los tengo presente.

Por estar siempre alli, quiero compartir este logro con

ustedes.

Dedico mi trabajo a la bisqueda del conocimiento que contribuya de forma progresiva

al mejoramiento de la calidad de vida de la poblacion.

Kruger, Ratl Daniel



i

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar a Dios por darme la vida, esta profesion y proveer para que este suefio
sea una realidad, y a todas las personas que fueron parte de este paso tan importante en

mi vida.

A los integrantes y amigos del Grupo de investigacion del Laboratorio de Hongos
Entomopatdgenos (LHE) del Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA)
de INTA Castelar, en especial a Posadas Julieta, Mini Ignacio, Angulo Lewylle Maricel,
Nussenbaum Ana L., Oyarzun Martin Pini y Gomez Diego Gustavo, gracias por
recibirme, por su amistad, confianza, colaboraciéon y apoyo en mi formacion profesional

y desarrollo del trabajo.

A mi director de tesis, por la orientacion y apoyo durante mi formacion profesional,

ademas, del espacio brindado en su grupo de trabajo.

A mis co-directores de tesis, Marin Alfredo, Kraemer Alejandro, Carmona Marcelo, por

la orientacion, amistad, y su disposicion e incentivo en mi formacion profesional.

A los colegas del grupo de Agricultura Extensiva de la Estacion Experimental
Agropecuaria - EEA Corrientes - INTA, Méndez Miguel, Moulin Juan, Pachecoy Maria
Inés, Herber Luciana y Bertollo Javier, por creer en mi, darme confianza, por su amistad
y consejos tan precisos y acertados en los momentos dificiles y felices de mi vida, que

han hecho de mi una mejor persona y profesional integral.

Al compaiiero, colega y amigo Rampoldi Andrés, con quien hemos compartido estos

anos dedicados a la maestria.

A todos los compafieros y amigos de los cursos de post-grado que se cruzaron en mi

camino y compartieron un poco de si.

A las siguientes personas por brindar su apoyo y tiempo durante los muestreos: Abascal
Gustavo de la Arrocera COPRA S.A., Moreyra Pablo de la Arrocera Irundy S.A.,
Udaquiolla Sebastian de la Arrocera Storti, Romero Oscar de la Arrocera Sandoval,

Bonin Jorge Rafael de la Arrocera La Cachuera y Vaifiek Pedro de la Arrocera Vafiek.

Kruger, Ratl Daniel



il

DECLARACION

Declaro que el material incluido en esta tesis es, a mi mejor saber y entender,
original producto de mi propio trabajo (salvo en la medida en que se identifique
explicitamente las contribuciones de otros), y que este material no lo he presentado, en

forma parcial o total, como una tesis en ésta u otra institucion.

Kruger, Raul Daniel
DNI.: 31.266.590

Kruger, Ratl Daniel



v

PUBLICACIONES DERIVADAS DE LA TESIS

Kruger, R.D.; Rampoldi, A.; Posadas, J.; Nussenbaum, A.; Lecuona, R. 2012.
Seleccion de hongos entomopatégenos para el control de Tibraca limbativentris
(Hemiptera: Pentatomidae) y determinacion concentracion letal (CLsg) para la cepa
promisora. XIV Jornada Fitosanitaria Argentina, 2012, Potrero de los Funes, San Luis.
Resumenes Proteccion Vegetal, pp. 60.

Kruger, R.D.; Rampoldi, A.; Nussenbaum, A.; Lecuona, R. 2012. Patogenicidad de
Beauveria bassiana sobre huevos y ninfas de Tibraca limbativentris (Hemiptera:
Pentatomidae). XIV Jornada Fitosanitaria Argentina, 2012, Potrero de los Funes, San
Luis. Resimenes Proteccion Vegetal, pp. 94.

Kruger, R.D.; Posadas, J.; Lecuona, R. 2012. Aislamiento de hongos presentes en
adultos de Tibraca limbativentris (Hemiptera: Pentatomidae). XIV Jornada Fitosanitaria
Argentina, 2012, Potrero de los Funes, San Luis. Resumenes Proteccion Vegetal, pp. 86.

Kruger, R. D.; Marin, A.; Kraemer, A.; Nuiiez, F.; Lecuona, R. 2013. Estudio del
comportamiento de Tibraca limbativentris (Hemiptera: Pentatomidae) durante la época
invernal. VIII Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado, 2013. 12 a 15 de Agosto de 2013.
Park Hotel Morotin, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

Kruger, R.D.; Posadas, J.; Lecuona, R. 2013. Compatibilidad de productos
fitosanitarios utilizados en el cultivo del arroz con una cepa de Metarhizium anisopliae,
seleccionada para el control microbiano de Tibraca limbativentris (Hemiptera:
Pentatomidae). XIII Congreso Argentino de Microbiologia. 23 al 26 de septiembre de
2013, Palais Rouge, Buenos Aires, Argentina.

Kruger, R.D.; Marin, A.; Kraemer, A.; Posadas, J.; Lecuona, R. 2013. Control
Microbiano de la chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris (Hemiptera:
Pentatomidae) mediante el uso de hongos entomopatéogenos. X Edicion Premio
ArgenINTA. Categoria 1: Investigacion y desarrollo en el area de tecnologia de
alimentos. Fecha Convocatoria: 25/6/13 al 27/09/13. Mencion especial: 17 de diciembre
del 2013 - Hotel Claridge - Ciudad de Buenos Aires.

Kruger, Ratl Daniel



INDICE GENERAL

DEDICATORIA ..ottt ettt et et e et e et e e e iteeenaneeenas i
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt et et e et e e e e nnaee e i
DECLARACION ....covuuimimeieeieeieeseeie sttt iii
PUBLICACIONES DERIVADAS DE LA TESIS ..ccoiiiiie e v
INDICE DE TABLAS ...ttt e e viii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ix
RESUMEN ...ttt ettt ettt e et e et e e ettt e st e e sasbeeennneeennneeas Xi
ABSTRACT .ttt et ettt e et e e st e e et e e etneeennneeennneeas Xii
CAPITULO 1 ettt et e et e et e e et e e snteeesnreeennneeenns 1
1.1 INTRODUCCION GENERAL..........oooviviieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 1
1.2 REVISION DE LA LITERATURA .....ooiiiiiiii ettt 4
1.2.1 Generalidades de la chinche del tallo del arroz ................ccccccooeueviinnnnnc... 4
1.2.2 Taxonomia de T. [IMDAtIVERITIS ...........ccccuueeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 5
1.2.3 Ciclo biologico y descripcion morfologica de T. limbativentris..................... 5
HUBVO ... e 6

ININEA ettt et e e e e e 6

NINFA 1% @STAAIO +.eeeeiiiiiie e 6

NINFA 2% @STAAIO +.eeeeniiiiee e 6

NINTA 3% @STAAIO +.eeeeniiiiee e 7

NINTA 4% @STAAIO +.eeeeiniiiiee et 7

NINTA 5% @STAAIO +.eeeeniiiiieeeie e 7

AUILO <. 8

1.2.4 Biologia y habitos de T. [imbativentris..............ccceeeeeuveeeeeeeeeeeeeiiirrereeaeeenn. 11
1.2.5 Darios producidos por T. limbativentris en el cultivo del arroz ................... 12
1.2.6 Métodos de Control de T. [imbativentris .............ccccocceeeeecueeiiinioieeaaneenn, 13

@) CONPOL QUIMICO ........veeeeeee et e e e aaeea e 13

b)  Control CUltUFAL ...............ccoeeeiieiiiiieeeeeeecee e e e 14

C)  CONIOl DIOIOZICO .......ueevveeeeeeiiiiieiee et e e e 14

d)  Control MiCrObIANO .................cceeeeeiriiiiiieeeeeeeccieee e raae e 15

1.2.7 Generalidades de los hongos entomopatogenos. ...............ccccueeeeevvvvvnenannn. 16
1.2.8 Mecanismo de accion de los hongos entomopatogenos. ............................. 17

Q) AANESION....cciiiiiiiiiiee e e 18

D) GEeIrMINACION ....eeiiiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt e et e e et e e e e eibaee e e e 18

C)  Penetracion .........ccccuviiiiiiiiiiieee e 19

d)  Multiplicacion del hongo en el hemocele...........c.coevviiiiiiiiiiiiinnnnne. 20

€)  Produccion de tOXINaS ..........ccccuvviiiiiieeeeiiiiiiiee e e 20

f) Muerte del artrOPOdo.......ceeeeeeiiiiiiiiee e 21

g2)  Colonizacion total ..........oocueiiriiiiiiiiiiiic e 21

h)  Emergencia del hongo hacia el eXterior .........coccueevvuveernieiinieeenneeenne. 21

1) ESpOrulacion ..........ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiicec e 22

1.2.9 Efectos subletales de los hongos entomopatogenos ................ccccceeeeeeueen... 22
1.2.10 Factores que intervienen en el desarrollo de los hongos entomopatogenos?23

@) TEMPEFAUFQ ...t 23

b)  Humedad relativa..................cccccoouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 24

) Radiacion SOLAr UV ...........coooecceeiueeeiieeeeeeeciiieeee e 25

1.2.11 Propiedades de los hongos entomopatogenos ................ccccueeeeeceeveeennnnn. 25
1.2.12 Beauveria bassiana (Balsamo - Cribelo) Vuillemin 1912 .......................... 25

Kruger, Ratl Daniel



vi

1.2.13 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin ..............cc.ccouu.... 27
1.3 OBIJETIVOS ..ottt ettt et es 29
L30T GONETAL ...t e 29
1.3.2 ESPECTIICOS .uvtieeniiiiieeeiiiiee ettt ettt e e et e e e et e e e eentbaeeeeennseaeeennes 29
14 HIPOTESIS ..ottt 30
CAPITULO 2 ..ttt et ettt ettt e et e e et e e ettt e e nneeennneeas 31
Muestreo, Recoleccion y Aislamiento del Material Experimental..............ccccooueeenne.. 31
2.1 INTRODUCCION .....tvurimiirrineieiieisesie sttt 31
2.2 MATERIALES Y METODOS........ccutirirriretreieemeisesisesiessessssss s seseessseens 33
2.2.1 Recoleccion de material experimental y determinacion de zonas de hibernacion
............................................................................................................................... 33
2.2.2 Cria y mantenimiento de chinches en laboratorio............cccccceeeveeiiiiiiieieeeneennn. 35
2.2.3 Aislamiento de hongos entomopatdgenos a partir de adultos de 7. limbativentris
............................................................................................................................... 36
A)  DESINTECCION. ...ceiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e 36
D) INCUDACION.......cuiiiiiiiieieiee et e e e e e e e e 37
(o) T O03 1TSS 7 To3 10} D PSPPI 37
d)  AISIAMICNTO ..eeiiiiiieiiiiieee e e e e e e eaeas 37
2.3 RESULTADOS Y DISCUSION ....ccootiiiiiitiiiieeeiie ettt siee e es 38
2.3.1 Recoleccion de material experimental y determinacion de zonas de hibernacion
............................................................................................................................... 38
2.3.2 Cria y mantenimiento de chinches en laboratorio..........cccccceveeeeeerciiiieeieeeennn. 45
2.3.3 Aislamiento de hongos entomopatdgenos a partir de adultos de 7. limbativentris
............................................................................................................................... 46
CAPITULO 3 ettt ettt et et e ettt e et e et e e et e e et e e ennaeeenseeeanneeas 48
Bioensayos para seleccionar la cepa promisora para el control de Tibraca limbativentris.
................................................................................................................................... 48
3.1 INTRODUGCCION ......oooooiiiiieieeeeeeeeeeeeee et 48
3.2 MATERIALES Y METODOS .......cooviiiiiitieeeeeeeeeeeeee e 52
3.2.1 BIOCNSAYOS ...uuvvvviviiieeeeeeeiiiiiteeeeeeeeeesietaeeeeaeeeesssssasssaeeaeeeeeassanssssseaaaeeeasanssnns 52
3.2.1.1 Seleccion de hongos entomopatogenos para el control de T. limbativentris
............................................................................................................................ 52
3.2.1.2 Evaluacion de la virulencia de la cepa Ma 72 de M. anisopliae sobre
adultos de T. [IMDALIVENIFIS ..........cccouiuuiiiiiiiiiiiieiee et 54
3.2.2 Evaluacion de la compatibilidad de cepa Ma 72 de M. anisopliae con productos
FIEOSANIEATIOS ...evveiee ettt e ettt ettt ettt e e ettt e e e ettt e e e atbeeeeesntbeeeeeannbeeeaenes 55
3.2.3 Produccion masiva de la cepa Ma 72 de M. anisopliae sobre diversos sustratos
en fermentacion en medio SOLdO (FMS) .....coooiiiiiiiiiiiiiee e, 56
Multiplicacion del hongo en medio de cultivo artificial ................ccccoeeeueeeeannnee. 56
Multiplicacion del hongo en medio SOLIdo ................ccccceeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 56
Secado de [0S CONIAIOS ...............ueueiiiiieieiiiiiiiiie e e 57
Separacion de los conidios del SUSTFALO ..............cccceeeeeeiiiiiieiiiieeeiiiee e 57
Evaluaciones realizadas .................ccccooueviiiiniiiiiiiiiiiiie e 58
3.2.4 Seleccion de coadyuvantes de formulacion segiin su compatibilidad con la cepa
Ma 72 de M. QRISOPIIQE..............cooeueeiiiaiiiiiiieeiiee et 59
3.2.5 Ensayos de diferentes formulaciones experimentales sobre la viabilidad en el
almacenamiento de conidios de la cepa Ma 72 de M. anisopliae.............................. 60
3.2.6 Evaluacion en condiciones controladas de la eficacia de los micoinsecticidas
sobre adultos de 7. [imbDatiVenIFis ...........cccueeevcuiiiiiiiiiiiieieeee et 62
3.3 RESULTADOS Y DISCUSION ....cooiiiiiiiiiiiiieiiieeiiiteeeteeeee e 65

Kruger, Ratl Daniel



vii

3.3.1 BIOCINSAYOS ..eeeeuiiiiieeeeiiiieeeesiieeeeeeiieeeeeeitteeeeeatbeeeeensbeeeeesnsseaeeasnsseeeeennssaeeeannes 65
3.3.1.1 Seleccion de hongos entomopatogenos para el control de T. limbativentris
............................................................................................................................ 65
3.3.1.2 Evaluacion de la virulencia de la cepa Ma 72 de M. anisopliae sobre
adultos de T. [IMDALIVENIFLS .............cceeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeitee e e e e e e eieeaeeeeeeeeeneens 67

3.3.2 Evaluacion de la compatibilidad de cepa Ma 72 de M. anisopliae con productos

FIEOSANIEATIOS ...vveenttieiiiee ettt ettt ettt ettt e et e ettt e ettt e et e e et eeenbeeennaeeas 68

3.3.3 Produccion masiva de la cepa Ma 72 sobre diversos sustratos en fermentacion

en MEdio SOIAO (FIMS)...oiiiiiiiiiiiiiie et et e e et eeeeeees 72

3.3.4 Seleccion de coadyuvantes de formulacion segin su compatibilidad con la cepa

Ma 72 de M. QRISOPIIQE............cccceeceeiiiiiieeeeeeeeciieee et e e eae e e e 76

3.3.5 Ensayos de diferentes formulaciones experimentales sobre la viabilidad en el

almacenamiento de conidios de la cepa Ma 72 de M. anisopliae.............................. 77

3.3.6 Evaluacion en condiciones controladas de la eficacia de los micoinsecticidas

seleccionados en invernaculo sobre 7. limbativentris..............ccccccouvcueeeenniueeeeannnnne. 81

CAPITULO 4 ...ttt et ettt et e et e e et e e et e e e enbeeeenneeas 86
4.1 DISCUSION GENERAL ...ttt et 86
4.2 CONCLUSIONES ... .ottt ettt e e e e eeeennee s 89
4.3 NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION ......cocoiiiiiiiieeiieeeieeeee e 90
BIBLIOGRAFTA ...ttt et ettt e ettt e e e e naeeeenneeas 91

Kruger, Ratl Daniel



viii

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Produccion de arroz en Argentina en el ciclo agricola 2011/12..........cccceeee. 1
Tabla 2: Valores de parametros biologicos obtenidos para Tibraca limbativentris (Stal.,
1980) seglin diferentes QULOTES ........ccecuviieeiriiiieeeeiiieeeeeireeeeereeeeeeareeeeesebaeeeesneraeeens 10
Tabla 3: Muestreo en la Provincia de COTTIENtes ..........covveeerieeiniiieeniiieiiee e 34
Tabla 4: Numero de adultos hibernantes de 7. limbativentris colectados durante la

época de post-cosecha (Julio-Agosto) en CAmMpPOS ATTOCETOS .......eeeruvrrreeerierrreeerinreeeeannes 38
Tabla 5: Valores de parametros biologicos obtenidos para Tibraca limbativentris (Stal.,
1980) durante su cria sobre plantas de arroz variedad Fortuna INTA...............cccuuvee.. 46
Tabla 6: Cepas de Beauveria bassiana (Bb), Paecilomyces lilacinus (P1) y Metarhizium
anisopliae (Ma), recolectados en campoOs aITOCEIOS .......uuvvvrreeeeeerrriiiriieeeeeeeeeeneeneeeeens 47

Tabla 7: Origen de los aislamientos de Beauveria bassiana (Bb), Paecilomyces
lilacinus (Pl) y Metarhizium anisopliae (Ma) evaluados sobre adultos de 7.
LIMBATIVEIEIFIS ...ttt ettt e e e e e e 52
Tabla 8: Productos fitosanitarios usados comunmente en el cultivo del arroz y
utilizados en los bioensayos de compatibilidad con la cepa Ma 72 de M. anisopliae.... 55

Tabla 9: Coadyuvantes de formulacion analizados ............coeeeeeiviiiiiieeieeiniciiiiiieeeeen, 59
Tabla 10: Ensayo de formulaciones a diferentes temperaturas de almacenamiento ..... 60
Tabla 11: Ensayo de eficacia en condiciones de invernaculo ............cccceeevevvvvveeennennnn. 63
Tabla 12: Valores de UFC por mililitro de Ma 72 de Metarhizium anisopliae con
herbicidas e insecticidas usados comunmente en el cultivo del arroz .......................... 69
Tabla 13: Produccion de conidios de Ma 72 de Metarhizium anisopliae sobre diferentes
SUSETALOS SOIIAOS. ....eeiiiiiiiiie ettt e et e e e e e 73
Tabla 14: Porcentaje de germinacion (%) de conidios de Ma 72 de Metarhizium
anisopliae producidos sobre diferentes sustratos sOIAOS ........cceeevevviiiiiieeeeeeeiiciiieee, 76
Tabla 15: Germinacion de conidios de Ma 72 de Metarhizium anisopliae mezclados
con diferentes concentraciones de coadyuvantes de formulacion............cccccvvvveeneennnnn. 77

Tabla 16: Viabilidad (%) de conidios de Ma 72 de Metarhizium anisopliae de las
formulaciones en base a Polvo Mojable (PM) y Concentrado Emulsionable (CE) a
diferentes temperaturas de almacenamiento, 24 horas después de la incubacion a 25 +
0,5 °C. Viabilidad mnicial: 97 Yo. ... 78
Tabla 17: Mortalidad confirmada (%) de Tibraca limbativentris por la cepa Ma 72 de
Metarhizium anisopliae, bajo condiciones de invernaculo en la EEA Corrientes — INTA.
................................................................................................................................... 81
Tabla 18: Supervivencia media (dias) de Tibraca limbativentris después de aplicado la
cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae, bajo condiciones de invernaculo en la EEA
Corrientes — IINTA ..ottt e e e ettt e e e et e e e e enneeeeennes 85

Kruger, Ratl Daniel



X

INDICE DE FIGURAS

Fig. 1: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris. Estado de Huevo: a) Huevos
recién puestos, b) huevos después de una semana de la postura y ¢) restos de huevos sin
1 MUINTA. .ottt et e e naaee e 8
Fig. 2: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris. Estado Ninfal: a) Ninfa de 1°
estadio, b) Ninfa de 2° estadio, ¢) Ninfa de 3° estadio y d) Ninfa 5° estadio.................. 9
Fig. 3: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris. a) Adulto Joven, b) adulto
viejo y ¢) Hembra (Izquierda) y Macho (Derecha) .........c..ooovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeciieeees 9
Fig. 4: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris. a) Adultos y ninfas
alimentandose de macollos de arroz b) Dafios en la fase vegetativa “Corazdén muerto’;
¢) Dafios en la fase reproductiva temprana ‘“Panoja blanca” y d) Dafios en la fase

TEPTOAUCTIVA tATAIA. ..vvviiiieiiieiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e eraeeeeas 13
Fig. 5: Ciclo patogénico de los hongos pertenecientes al orden de los Hypocreales

(Bustillo €t al,, 20T 1). coeeeiiiiiiieee e e e e e e reaaeeeeens 17
Fig. 6: Estructura de fructificacion de B. bassiana. Imagen de G. L. Barron................ 26
Fig. 7: Estructuras de fructificacion de M. anisopliae.................ccccooeveiiiiiiiiciinnnncc.n. 28

Fig. 8: Estructuras de fructificacion de M. anisopliae bajo microscopio optico, tefiidas
con azul de algodon en lactofenol de Ammann 0,5 % p/v (400 X). Imagen Posadas y

Lecuona, 2000 ... 28
Fig. 9: Zonas de muestreo Invernal (Julio-Agosto 2011): a) Rastrojo de arroz en pie; b)
Campo natural aledafio; ¢) Lote laboreado (1 rastra de disco); d) Taipa Ronda............ 33

Fig. 10: Cria de T. limbativentris: a) Preparacion macetas con arroz; b) Sala de cria
acondicionada; ¢) Huevos recién puestos; d) Huevos de una semana postura; e) Ninfas

eclosionados; f) Ninfas de 5° estadio obtenidos a partir de la cria...........ccoccvvvvveeeennn. 36
Fig. 11: Especies vegetales presentes de mayor frecuencia en las taipa ronda (TR) al
momento de los muestreos invernales de chinches adultas de 7. limbativentris............ 41

Fig. 12: Especies vegetales presentes de mayor frecuencia en los lotes de arroz pie
(LAP) al momento de los muestreos invernales de chinches adultas de 7. limbativentris
................................................................................................................................... 42
Fig. 13: Especies vegetales presentes de mayor frecuencia en los Campos Naturales
aledafios (CN) al momento de los muestreos invernales de chinches adultas de 7.

LIMBATIVEIEIFS ..ottt ettt e e ettt e e ettt e e e eabaee e e e 43
Fig. 14: Especies vegetales bajo las cuales se encontraron adultos de 7. limbativentris
en [0S MUESLIE0S NVETNALES ... ..ueiiiiiiiiieeiiiiee ettt e e e 45

Fig. 15: Cadaveres de chinches adultas de 7. limbativentris halladas en los muestreos:
a) Muerta por Beauveria bassiana (Bb), b) Muerta por Metarhizium anisopliae (Ma) y

¢) Muerta por Paecilomyces lilacinus (P1) .........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiee e 47
Fig. 16: Experimento I. Seleccion de Cepas. a) Suspension fungica; b) Adultos después
de sumergidos en la suspension; ¢ y d) Unidades experimentales ..............ccceeecuveeeennes 54

Fig. 17: Suspensiones de la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae mezclados con
distintas dosis de agroquimicos: a) Suspensiones puestas en agitacion constante durante
16 hs; b) Luego de las 16 hs de agitacion y previo a la siembra en placa ..................... 56
Fig. 18: Produccion de la cepa Ma 72 de M. anisopliae en fermentacion en medio
solido: a) Diferentes sustratos esterilizados; b) Secado de las esporas (conidios); ¢)
Separacion del polvo de conidios del sustrato; d) Almacenamiento de conidios en
CAMATA A€ fT10 ..neeiiiiiie it 57
Fig. 19: Esquema de produccion de la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae............ 58
Fig. 20: Formulacion de la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae: a) Polvo Mojable
(PM): Pre-mezcla de polvo de M. anisopliae mas inerte; b) Concentrado Emulsionable

Kruger, Ratl Daniel



(CE): Pre-mezcla de polvo M. anisopliae mas oleo y coadyuvantes; ¢) Formulaciones
1451800110 16 2 TSSO P PP RUPSRRP 61
Fig. 21: Material para el ensayo de eficacia: a) Unidades experimentales, plantas de
arroz variedad “Fortuna INTA”; b) Formulados de la cepa Ma 72 de M. anisopliae

seleccionados para el ensayo de eficacia en condiciones de invernaculo...................... 63
Fig. 22: Porcentaje de mortalidad de adultos de T. limbativentris, para las diversas
cepas de Beauveria bassiana (Bb) y de Paecilomyces lilacinus (Pl). .......c...cccoeevveeenn. 66
Fig. 23: Porcentaje de mortalidad de adultos de T. limbativentris, para las diversas
cepas de Metarhizium anisopliae (MQ). ............ccceveeeeeeuiieeeniiiieeeeeiieeeeeereeeeeeneeee e e 66
Fig. 24: Proporcion de supervivencia acumulada de adultos de 7. limbativentris, para
las cepas mas virulentas de M. anisopliae (Ma)............cceeeeeeeeeeciiiiiiieeeeeeeieciiieeeee e 67
Fig. 25: Crecimiento miceliano y esporulacion de algunas cepas usadas en el Bioensayo
AE SCIECCION. ...eeiiiniiiiie ettt e e et e e et e e e e e e e e 67
Fig. 26: Porcentaje de Mortalidad de adultos de 7. limbativentris para las diversas
concentraciones de la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae..................ccccceuveevennnn.. 68

Fig. 27: Porcentaje de Colonias formadoras de unidades (UFC) de Ma 72 de
Metarhizium anisopliae con distintas dosis de herbicidas usados en el cultivo del arroz.
................................................................................................................................... 70
Fig. 28: Porcentaje de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Ma 72 de
Metarhizium anisopliae con distintos dosis de insecticidas usados en el cultivo del arroz
................................................................................................................................... 71
Fig. 29: Temperatura media, madxima y minima diaria (°C) durante los dias en los
cuales se mantuvo el ensayo de eficacia en condiciones de inverndculo en la EEA
Corrientes — INTA, 2013 ...t e e e et 82
Fig. 30: Humedad Relativa media, maxima y minima diaria (%) durante los dias en los
cuales se mantuvo el ensayo de eficacia en condiciones de inverndculo en la EEA
Corrientes — INTA, 2013 ... e e e e 83
Fig. 31: Radiacion fotosintéticamente activa (PAR) media, médxima y minima diaria
(W.m2) durante los dias en los cuales se mantuvo el ensayo de eficacia en condiciones
de invernaculo en la EEA Corrientes — INTA, 2013, ..o 83
Fig. 32: Secuencia de etapas llevadas a cabo para la busqueda, aislamiento y seleccion
de hongos entomopatdgenos para el control microbiano de Tibraca limbativentris...... 87

Kruger, Ratl Daniel



Xi
RESUMEN

Titulo: Control microbiano de la chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris Stal

1860 (Hemiptera: Pentatomidae) con hongos entomopatdgenos.

El cultivo del arroz es una de las principales actividades productivas en el
Nordeste Argentino, el cual se ve afectado por diferentes plagas que reducen su
rendimiento y calidad. Entre ellas, la chinche del tallo, Tibraca limbativentris es una de
las plagas principales. Para su control, el uso de agroquimicos es generalizado, por su
conveniencia y eficiencia. Sin embargo, el mal uso de los productos fitosanitarios esta
ocasionando problemas al ambiente, lo que lleva a la bisqueda de nuevas tecnologias,
reduciendo al minimo los riesgos al ambiente y a la salud humana en particular. En el
presente estudio se evalia el uso de hongos entomopatdgenos como una alternativa para
reducir la poblacion de T. limbativentris. Se realizaron muestreos en diversas zonas
arroceras en busqueda de cepas nativas de hongos entomopatogenos, lograndose aislar
11 cepas de adultos de esta chinche. A través de bioensayos se evaluaron 32 cepas de
hongos entomopatdgenos sobre adultos y dos de ellas causaron la muerte del 100 % de
los mismos. Se selecciond la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae y se evalud la
compatibilidad con diversos herbicidas usados frecuentemente en la produccion de
arroz. Se logré producir la cepa sobre diversos sustratos en fermentacion en medio
sélido (FMS), destacandose el arroz blanco quebrado, sobre el cual se obtuvo 3,8 x 10°
conidios/gr de sustrato. Se evaluaron diferentes tipos de formulaciones experimentales
durante 100 dias y la viabilidad se mantuvo solo bajo condiciones de refrigeracion (6
°C). Se evaluo la eficiencia de diversos formulados experimentales sobre adultos de T.
limbativentris en condiciones de invernaculo, logrando un control satisfactorio (entre 56
y 77 % de mortalidad) a los 30 dias. Se concluyd que la cepa Ma 72 de M. anisopliae
seria una herramienta promisora para su empleo en el control microbiano de la chinche
del tallo 7. limbativentris y podrian incluirse como parte de un programa de Manejo

Integrado de plagas en arroz.
Palabras clave: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris, arroz, hongos

entomopatogenos, cepa nativa, Metarhizium anisopliae, control microbiano, FMS,

micoinsecticidas.
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ABSTRACT

Title: Microbial control of rice-stem bug, Tibraca limbativentris Stal. 1860 (Hemiptera:

Pentatomidae) with entomopathogenic fungi.

Rice farming it is one of the main productive activities in Northeast Argentina,
which is affected by different pests that reduce their yield and quality. Among them, the
stem bug Tibraca limbativentris is the most important. For its control, the use of
agrochemicals is widespread by its convenience and efficiency. However, the wrong use
of synthetic products is causing environmental problems, which leads to the search for
new technologies, minimizing the risks to the environment and human health in
particular. In the present study we evaluate the use of entomopathogenic fungi as an
alternative method to reduce the population of Tibraca limbativentris. Samples cadavers
were collected at different rice areas in search of native strains of entomopathogenic
fungi, achieving to isolate 11 strains from 7. limbativentris adults. Through bioassays
we evaluated 32 isolates of entomopathogenic fungi against 7. /imbativentris adults.
Two of this isolates caused the death of 100 %. We selected the isolate Ma 72 of
Metarhizium anisopliae and we evaluated its compatibility with different herbicides and
insecticides used in the production of rice. We produce the promissory isolate on
different substrates in solid media fermentation (FMS), highlighting the broken white
rice that produced 3.8x10° conidia/g of substrate. Also, we evaluated different types of
experimental formulations for 100 days and observed that the viability was maintained
only under refrigerated conditions (6 °C). We evaluated the efficiency of different
experimental formulations on 7. limbativentris adults under greenhouse conditions,
achieving satisfactory control (between 56 and 77 % mortality) at 30 days. It is
concluded that the isolate Ma 72 of M. anisopliae would be a promissory tool for their
use in microbial control of the stem bug 7. /imbativentris and could be included as part

of an Integrated Pest Management in rice.

Keywords: Rice-stem bug, Tibraca limbativentris, rice, entomopathogenic fungi, native

strain, Metarhizium anisopliae, microbial control, FMS, mycoinsecticides.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El arroz (Oryza sativa L.) es el cultivo alimenticio mas importante dado que
constituye la base de la dieta de mas de la mitad de la poblacion mundial (FAO, 2004;
FAO, 2012). Se cultivan anualmente alrededor de 155 millones de has, lo que
representa aproximadamente el 11 % de las tierras cultivables del mundo (Khush, 2005;
FAO, 2012). En América del Sur se siembran cerca de 3,7 millones de has de arroz.
Brasil cuenta con un millon de has en Rio Grande do Sul, donde se produce el 60 % del
total de la produccion brasilefia (7 millones de toneladas por afio). En Pert se cultivan
unas 400.000 has de arroz (2,5 millones de toneladas por afio); mientras que tanto en
Uruguay como en Argentina se cultivan aproximadamente 200.000 has, lo que
representa una produccion de 1,3 y 1,5 millones de toneladas anuales, respectivamente
(SIIA, 2012).

En Argentina la produccién de arroz estd concentrada en la region del litoral,
principalmente en las provincias de Corrientes y Entre Rios, que representan,
respectivamente, 41 y 33,5 % de la superficie sembrada total; el 25,5 % restante se
reparte entre Santa Fe, Formosa y Chaco (Tabla 1; MAGyP, 2012).

Actualmente la produccidon mundial de arroz se desarrolla en diversos
agroecosistemas, predominando el arroz de riego. Este se expandi6 en las ultimas
décadas, por ser el mas productivo y con mejor calidad de producto, superando el 50 %
del area cultivada con arroz, incluyendo mas de 100 paises, con rendimientos que varian
entre 3 a 12 toneladas por ha (Maclean et al., 2002; Bambaradeniya y Amarasinghe,
2003; UrCAMP, 2008).

Tabla 1: Produccion de arroz en Argentina en el ciclo agricola 2011/12

Provincia Superficie Produccién (tn) Rendimiento
Productora Sembrada (ha) (kg/ha)
CHACO 7400 48840 6600
CORRIENTES 97200 628680 6618
ENTRE RIOS 79500 570820 7180
FORMOSA 8100 52650 6500
SANTA FE 44900 250310 5575
ARGENTINA 237100 1551300 6604

Fuente: MAGyP, 2012



El sistema de produccion de arroz de riego abriga una diversidad bioldgica rica
mantenida por una rapida colonizacion, asi como una rapida reproduccion y crecimiento
de los organismos. La fauna comprende plagas, enemigos naturales y otros organismos
que habitan en la vegetacion, el agua y en el suelo de las arroceras y vegetacion
circundante (Hook, 1994). Los insectos plagas han sido una de las causas de pérdidas
crénicas o epidemias en la produccion de arroz de riego. Estas plagas infestan a los
campos de arroz desde la época de siembra hasta la cosecha, pudiendo causar perjuicios
significativos, entre 20 a 40 % de la produccion (Costa et al., 2006; Costa y Link, 1999).

Actualmente, el cultivo del arroz se ve afectado por diferentes artropodos plagas
que atacan al mismo y reducen su rendimiento y calidad. Dentro de estas, la chinche del
tallo, Tibraca limbativentris Stal. 1860 (Hemiptera: Pentatomidae) es una de las plagas
principales. La misma estd distribuida en toda la region arrocera de la Argentina
(Tryjillo, 1991), en el sur de Brasil y en Bolivia (Cheaney y Jennings, 1975) dafiando
los tallos del arroz, provocando mermas en los rendimientos y causando serios
problemas para los productores. La ocurrencia de 7. [imbativentris estd aumentando
explosivamente en los campos de arroz, donde la alta densidad de plantas, el clima y el
manejo del cultivo favorecen la ocurrencia y el aumento poblacional del insecto (Botton
et al., 1996). T. limbativentris se localiza en la base de las plantas, entre los tallos, y en
preferencialmente en lugares donde no hay ldmina de agua (Botton et al., 1996), como
ser los puntos altos de los cuadros y en las taipas (bordes de tierra que aseguran la
permanencia del agua dentro de los lotes y permiten una lamina de agua uniforme). El
control se realiza por medio de insecticidas de alta toxicidad o por mezclas de principios
activos (Kraemer et al., 2008).

En los ultimos afios se han presentado serios problemas para controlar las
poblaciones de insectos plagas, ocasionando pérdidas directas por no controlarlas y/o
pérdidas indirectas por un mayor uso de insecticidas y consecuentemente un aumento en
los costos de produccion del cultivo. Las realizacion de aplicaciones sucesivas de los
mismos insecticidas favorece el desarrollo de resistencia por parte de los insectos
(Omoto, 2000), y ello conduce a la pérdida de eficiencia de los mismos (Castiglioni et
al., 2008). Ademas, la sociedad esta demandando métodos que son menos dafiinos al
ambiente y a la salud humana. Por ello, es necesario buscar tacticas de control que se
adecuen a programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP), en donde se realice un

control racional de plagas. Algunas de estas tacticas pueden ser la introduccion de

Kruger, Ratl Daniel



plantas resistentes a insectos, el control cultural, la utilizacién de control biologico y
microbiano (Silva y Klein, 1997).

Las condiciones de temperatura y humedad en donde se localiza el insecto son
propicias para su desarrollo (Martins y Lima, 1994), pero ademas, son ideales para el
desarrollo de hongos entomopatdgenos (Carbonell et al., 1980). Se conoce la ocurrencia
natural de enfermedades sobre los insectos de diferentes 6rdenes, siendo los hongos
Beauveria bassiana (Bals-Criv) y Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, los
entomopatogenos mas ampliamente utilizados en el manejo de insectos plagas de
importancia en la agricultura (Lecuona, 1996). Estos hongos parasitan artropodos
provocandoles la muerte y de esta manera disminuyen las poblaciones de las plagas y
reducen sus perjuicios (Roberts et al., 1991). Las dos especies de hongos ya citadas, son
similares en cuanto a la distribucidon y los mecanismos de patogenicidad e infeccion,
presentando un alto potencial para el desarrollo de control de insectos (Alves, 1998a).

El hongo entomopatdégeno B. bassiana infecta insectos de la mayoria de los
ordenes y es cosmopolita (Keller y Zimmerman, 1989). Del mismo modo, M. anisopliae
ha sido descrito parasitando mas de 200 especies de insectos, exhibiendo diferentes
grados de especificidad, la cual estd influenciada por las caracteristicas del patégeno y
de la cuticula del hospedante (Hall y Papierok, 1982). En el desarrollo de sustitutos
eficaces para los productos quimicos, los hongos entomopatogenos han sido
considerados como una alternativa promisoria para la reduccion de dichos productos de
sintesis (Roessler, 1989, Parella et al., 1997). Particularmente, M. anisopliae ha sido
observado sobre pentatomidos que atacan al arroz, especificamente sobre la chinche del
tallo (7. limbativentris) en condiciones naturales y durante el periodo de hibernacion de
este insecto (Rampelotti et al., 2007a).

En Argentina, no existen reportes de control de esta plaga por medio de hongos
entomopatdgenos, y tampoco se han realizado aislamientos de cepas nativas de hongos
entomopatdgenos sobre dicha plaga, sin embargo, en Brasil, Martins y Lima, 1994;
Martins et al., 1997; Martins et al., 2004; Rampelotti et al., 2005 y Frizzo et al., 2005
demuestran la eficiencia de algunos hongos entomopatdogenos para controlar a este
insecto.

Actualmente la Union Europea (UE) plantea para el 2014 el retiro de varios
insecticidas y herbicidas en relacion con nuevas politicas (91/414 CEE), en donde el
MIP seré obligatorio para toda la agricultura de la UE, lo que llevara a que este sistema

de manejo sea adoptado a nivel mundial (Birch et al., 2011). Ya en Latinoamérica el uso
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de bioplaguicidas se esta incrementando, en particular por el crecimiento en superficie
de sistemas de agricultura orgénica o ecologica, integrada y/o responsable. Existe varios
antecedentes de MIP de esta chinche, como ser diversas practicas de control cultural
(destruccion de rastrojos, aradas profundas, siembras escalonadas, etc.), de control
biologico (uso de aves y de la presencia de potenciales artropodos agentes de control
como parasitoides de huevos y predadores), de control quimico con insecticidas,
basados en el umbral de dafio econdmico y de control microbiano, como ser el uso de
hongos entomopatogenos (Meneses et al., 2008). Estas practicas favorecen la reduccion
poblacional de la chinche del tallo del arroz, T. limbativentris.

Con el aumento de infestaciones de 7. limbativentris, principalmente en los
campos de la provincia de Corrientes (Trujillo, 1991; Kruger et al., 2012), se torna
necesaria la adopcion de estrategias que permitan optimizar el control de este insecto,
viendo la posibilidad de minimizar el uso de productos fitosanitarios convencionales y
potenciar el manejo con hongos entomopatdgenos considerados como una alternativa.

Por lo antes mencionado en este trabajo se estudido la utilizacion de
micoplaguicidas basados en hongos entomopatdgenos nativos para reducir los niveles
poblacionales de la chinche del tallo, contribuyendo a la sustentabilidad de los sistemas
arroceros y previniendo futuros problemas ambientales y de contaminacion en
alimentos. Segtin Campbell (1989) para este proceso de desarrollo de un agente de
control microbiano es necesario alcanzar el desarrollo de varias etapas, tales como:
busqueda de microorganismos asociados al insecto, aislamiento e identificacion del
organismo benéfico, pruebas de eficacia y estabilidad, preservacion de cepas,
producciéon masiva, formulacidon, pruebas sobre estabilidad de almacenamiento,
evaluacion del costo del producto, investigacion de mercado, comercializacion y

distribucion del agente bioldgico.

1.1 REVISION DE LA LITERATURA
1.2.1 Generalidades de la chinche del tallo del arroz

La chinche del tallo, 7. limbativentris Stal. 1860 (Hemiptera: Pentatomidae), es
una plaga que estd distribuida en toda la region arrocera de la Argentina (Trujillo,

1991), dafiando al cultivo del arroz y causando serios problemas para los productores

arroceros. Segiin Martins et al., (2004a), todos los afios se registran grandes poblaciones
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de esta plaga bajo condiciones de monocultivo, alta densidad de plantas, lotes con
mayor presencia de taipas (terrenos inclinados) y con una menor ldmina de agua de
riego dentro de los lotes. En la provincia de Corrientes, estas condiciones se observan
con mayor frecuencia en la region Centro Sur (Mercedes) que se caracteriza por la
presencia de lomadas lo que implica un mayor nimero de taipas. En las zonas
productoras del Noroeste de la provincia (Ita Ibaté) que presentan grandes planicies, los
focos de esta plaga se observan principalmente cerca de la vegetacion nativa o proximos
a las taipas, en las zonas con mayor densidad de plantas o donde la ldmina de riego es
mas baja. Actualmente con el aumento de la siembra directa en el cultivo de arroz (Vara
y Marin, 2008), el volumen de rastrojo acumulado hace que sea mas complicada la
eliminacion de esta plaga por medio de labores culturales y ha provocado un aumento

de la poblacion en lotes manejados de esta manera (Link, 1998).

1.2.2 Taxonomia de T. limbativentris

Posee la siguiente clasificacion sistematica:
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Pentatomidae
Especie: Tibraca limbativentris (Stal. 1980)

Nombres comunes:

En Argentina: Chinche del tallo del arroz, chinche marrdn, chinche grande del
arroz (Rizzo, 1976).

En Brasil: Percevejo do colmo do arroz (Ferreira y Martins, 1984), Percevejo
marrom (Campos, 1982).

En Bolivia: Petilla (Teran, 1971).

En Colombia: Chinche hedionda (Gonzalez et al., 1983)

Su traduccion al inglés: Rice stalk stink bug, Rice-stem bug.

1.2.3 Ciclo bioldgico y descripcion morfologica de T. limbativentris

T. limbativentris es un insecto fitofago de gramineas, pero principalmente del

cultivo del arroz. Su ciclo biologico es heterometabodlico, es decir, se desarrolla pasando
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por fases de huevo, ninfa y adulto. Considerando los datos obtenidos por diferentes
autores, son necesarios alrededor de 58 dias para iniciar una nueva generacion (Kishino,
1993; Trujillo, 1970; Botton et al., 1996; Silva et al., 2004) (Tabla 2).

Huevo

Los huevos tienen forma cilindrica y miden aproximadamente 1 mm de largo por 0,8
mm de didmetro. Son colocados en grupos de 23 a 68 y dispuestos alternadamente en
dos a seis hileras (Trujillo, 1970). Inicialmente son de coloracién verdosa y se van
oscureciendo a medida que se aproxima la eclosion de las ninfas (Fig. 1).

Ninfa

Esta fase consta de cinco estadios de duracion variables ya que estan influenciados por
la temperatura. En condiciones de dias largos y a 25 °C, son necesarios alrededor de 43
dias para ninfas que originaran machos y 45 dias para ninfas que dardn lugar a hembras
(Kishino, 1993), mientras que se necesitan aproximadamente 80 dias a una temperatura
de 20 °C.

Ninfa 1° estadio

Este estadio dura aproximadamente 6 dias (Silva et al., 2004) y todas las ninfas se
mantienen agrupadas. Miden alrededor de 1,5 mm de longitud y 1 mm de ancho.
Presentan la cabeza con antenas filiformes de cuatro articulos, siendo los ultimos mas
voluminosos y formando un conjunto de coloracion mas clara. Los ojos son bien
visibles y de coloracion roja oscura. Los primeros dos segmentos del térax son mas
desarrollados que el tercero y los tres son de coloracion marrén con reflejos verdes, al
igual que las patas. El abdomen tiene tres manchas marrones en la linea media dorsal
sobre un fondo de coloracion amarilla y verde, y en los extremos 8 pequefias manchas
marrones de cada lado dispuestas en hileras; en la parte ventral muestra una mezcla de
colores verde (dominando en el centro) y amarillo (dominando en la parte extrema).
(Ferreira et al., 1997) (Fig. 2a).

Ninfa 2° estadio

Este estadio dura aproximadamente 8 dias (Silva et al., 2004). Miden alrededor de 2,3
mm de longitud y 1,5 mm de ancho. En este estadio las ninfas comienzan a dispersarse.
Presenta la cabeza con pequeflisimos puntos, antenas con delicados pelos
principalmente en el Gltimo segmento que es de coloracion verde mientras que los tres
restantes son de color marrén claro. Los ojos salientes y rojos oscuros. En la parte
dorsal del térax presenta pequefios puntos, mayormente verdes, semejantes a los de la

cabeza. La coloracion verde también es dominante en la parte ventral. El abdomen tiene
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tres manchas grandes en la linea media dorsal y pequefias manchas marginales,
marrones claras, sobre un fondo verde que predomina en toda la parte ventral (Ferreira
et al., 1997) (Fig. 2b).

Ninfa 3° estadio

Este estadio dura aproximadamente 11 dias (Silva et al., 2004). Miden alrededor de 4
mm de longitud y 2,2 mm de ancho. Presentan una cabeza con puntos tan diminutos que
se tornan marrén oscuro, antenas marrones oscuras con pequeflisimos pelos
irregularmente distribuidos en los cuatro segmentos; ojos salientes y rojo opaco. El
torax tiene puntuaciones marrones claras, sobre un fondo blanco amarillo, en la parte
dorsal. El abdomen tiene tres manchas dorsales, cuyo color es una mezcla de marron y
amarillo, sobre un fondo colorido, semejando al del torax, un poco mas claro, que se
extiende también por toda la parte ventral (Ferreira et al, 1997). Este estadio se
caracteriza por ser muy activo y prefieren dirigirse a la base de los tallos de plantas
jovenes (Trujillo, 1991) (Fig. 2c¢).

Ninfa 4° estadio

Este estadio dura aproximadamente 16 dias (Silva et al., 2004). Miden alrededor de 5,5
mm de longitud y 3,2 mm de ancho. La cabeza generalmente blanco amarillenta, con
puntos marrones oscuros. Las antenas marrones oscuras, con pelos finos. Los ojos son
grandes y marrones. La parte dorsal del térax tiene una coloracidbn semejante a la
cabeza. El pronoto y mesonoto son mayores que el metanito. EI abdomen tiene puntos
de color marrdén claro sobre un fondo blanco brillante, tanto la parte dorsal como la
ventral. Las manchas dorsales y las triangulares del conexivo son de coloraciéon marron
oscura con mezcla de amarillo; seis espiraculos negros estan dispuestos en cada lateral
(Ferreira et al., 1997). Se insinuan los estuches alares que caracterizan al adulto. Este
estadio prefiere macollos mas gruesos (Trujillo, 1991).

Ninfa 5° estadio

Este es el estadio mas largo y dura aproximadamente 20 dias (Silva et al., 2004). Miden
alrededor de 9,5 mm de largo por 6,5 mm de ancho. La cabeza presenta una superficie
blanco amarilla con puntuaciones grises oscuras y antenas negras brillantes. El torax
tiene una superficie colorida semejante a la cabeza, manchas redondas blanco
amarillentas, dos en el centro del pronoto (una de cada lado de la linea media) y tres en
la parte anterior del mesonoto (una encima de la linea media y una de cada lado de esta).

Las tecas alares son bien visibles. El abdomen es negro brillante con diez manchas
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triangulares y manchas grandes en el dorso de una mezcla gris oscura y naranja. La
parte ventral presenta cuatro pequefias manchas negras (Ferreira et al., 1997) (Fig. 2d).
Adulto

Se diferencia de las formas juveniles por presentar alas totalmente desarrolladas y
antenas de cinco segmentos (Trujillo, 1991). Posee cabeza triangular, marrén, con
puntuaciones negras y bordes naranjas, ojos salientes, marrones oscuros con un
contorno blanco amarillento; dos ocelos rojos oscuros localizados un poco mas atras
que los dos ojos compuestos; antenas del color de la cabeza, de aproximadamente 5,5
mm de largo, con 5 segmentos pilosos, de los cuales el tercero es de mayor tamafio. El
torax tiene un pronoto bien desarrollado, marrén con laterales amarillos brillantes y
punteado como las demas partes dorsales; escutelo triangular, con un apice semi-
redondeado; hemiélitros de la longitud del abdomen, cada uno con un punto amarillo;
patas totalmente marrones con tarsos trimeros (en el estado ninfal son dimeros). El
abdomen esta cubierto por el escutelo y hemiélitros, con apenas el conexivo visible, el
cual es marrén y posee cuatro manchas negras de cada lado. El cuerpo del adulto, en
general es de color marrén claro en la parte dorsal y marron oscuro en la parte ventral,
con una faja clara en el margen del abdomen. Las hembras son mas grandes y miden
aproximadamente 13,7 mm de largo y 7,4 mm de ancho y los machos miden

aproximadamente 12,5 mm de largo por 7,1 mm de ancho (Costa Lima, 1940) (Fig. 3).

Fig. 1: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris. Estado de Huevo: a) Huevos
recién puestos, b) huevos después de una semana de la postura y ¢) restos de huevos sin
la ninfa.
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Fig. 2: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris. Estado Ninfal: a) Ninfa de 1°
estadio, b) Ninfa de 2° estadio, ¢) Ninfa de 3° estadio y d) Ninfa 5° estadio

Fig. 3: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris. a) Adulto Joven, b) adulto
viejo y ¢) Hembra (Izquierda) y Macho (Derecha)
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1.2.4 Biologia y habitos de T. limbativentris

Algunos estudios de comportamiento de la chinche del tallo demuestran que los
lugares de hibernacion ocurren con mayor frecuencia fuera del lote, en las partes mas
elevadas como taipas rondas o barrancas cubiertas por gramineas, que normalmente
circundan a los campos de arroz (Trujillo, 1991; Prando et al., 1993; Prando, 2003). La
chinche del tallo se abriga, preferentemente, en grupos de gramineas, tales como cola de
zorro (Andropogon spp.), capin, y otras presentes cerca de las chacras. Si estas plantas
no estan presentes, la chinche busca otras especies que forman grupos con masa foliar
densa como por ejemplo Paspalum urvillei, Eringium eburneum y Erianthus sp.
(Oliveira et al., 2005). Cuanto mas denso sea el grupo o la arquitectura de las plantas,
mayor sera la preferencia de la chinche por esas especies. Los sitios menos preferidos
son aquellos cubiertos por una vegetacion rala o arbustiva (Link, 1997; Prando et al.,
2003). La diapausa permite a los insectos la sobrevivencia durante periodos adversos
que ocurren en la época invernal debido a factores ambientales como: fotoperiodo,
temperatura y humedad (Tauber et al., 1986). El ingreso a los sitios de hibernacion esta
regulado principalmente por un acortamiento en el fotoperiodo y un descenso de la
temperatura. Los insectos hibernantes se ubican en la parte inferior de las plantas y en
los meses de baja temperatura no se mueven. La poblacion de insectos encontrada en los
lugares de refugio varia en funcion de los meses del afio, la mayor concentracion ocurre
en los meses de Abril a Septiembre. Es un periodo de aproximadamente 5 meses, en el
cual elevados niveles poblaciones de este insecto estan concentrados en algunos lugares
especificos, facilitando la adopcion de medidas de control (Prando et al., 2003).

El abandono de los sitios de hibernacion por las chinches ocurre con el aumento
de las horas de luz (dias mas largos), aumento de la temperatura o por la busqueda de
alimento (Mielitz et al., 1993). Esta misma época coincide con la fase de macollamiento
en la mayor parte del 4rea arrocera. La chinche del tallo se localiza en las areas de
mayor densidad de plantas, puntos altos de los cuadros y en crestas de las taipas,
preferencialmente donde no hay lamina de agua y se ubica en la parte basal entre los
tallos posicionandose cabeza para bajo (Botton et al., 1996) (Fig. 4a). En caso de que la
lamina de agua sea elevada hasta cubrir las 2/3 partes de la altura de la planta, en la fase
inicial del macollamiento la chinche del tallo queda expuesta sobre las hojas del arroz y
la misma se vuelve vulnerable a los predadores, pero esto acarrea un debilitamiento de

la planta y una reduccion en el nimero de macollos formados. En la fase reproductiva,
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con una ldmina de agua menor a 10 - 15 cm, las chinches pasan a ubicarse en la parte
basal de las plantas (Prando et al., 2003). La colocacion de huevos de las chinches
normalmente ocurre en las hojas de la region basal de la planta de arroz. En caso de que
los huevos queden sumergidos en la ldmina de agua por un periodo superior a tres dias
pueden tornarse inviables. Los huevos son colocados en numero y formas variables,
desde algunos hasta cerca de 60 huevos, dispuestos de 2 a 6 hileras. Las ninfas recién
eclosionadas permanecen por dos dias junto a los huevos, si se dispersan, mueren y su
dispersion natural ocurre solamente después de la primera ecdisis (segundo estadio).
Los principales dafios en el cultivo del arroz son causados por ninfas y adultos de la
primera y segunda generacion. Los lugares preferenciales dentro del campo son los de
mayor densidad de arroz, sin riego o con una lamina de agua baja. Martins et al.,
(2004a) observaron que la chinche del tallo presenta una distribucion agrupada dentro

del campo, dispersandose solamente para el apareamiento y reproduccion.

1.2.5 Daiios producidos por T. limbativentris en el cultivo del arroz

Este insecto tanto en su estado de adulto como en los ltimos estadios ninfales
causa grandes perjuicios al arroz, es de dificil control y ataca en varias etapas del cultivo
(Ferreira et al., 1986), dafiando las plantas desde el inicio de la fase de macollamiento
pudiendo matarlas o afectar el nimero de macollos. Los dafios son originados por la
alimentacion de las chinches adultas y de las ninfas a partir del 2° estadio ninfal cuando
¢éstas perforan los tejidos del tallo de las planta con su aparato bucal (rostro) al momento
que inyectan saliva toéxica, provocando la lisis de los tejidos aledafos al punto de
succion (pequetio punto de coloracion marrdn), esto causa un estrangulamiento del tallo,
interrumpiendo el flujo de savia y resultando en el marchitamiento o muerte del tallo
por encima del punto picado. Conforme a lo relatado por Trujillo (1970), el resto de la
planta no muere, pero su crecimiento es retardado. Si el dafio producido por T.
limbativentris ocurre en la fase vegetativa del arroz el sintoma es conocido como
“corazon muerto” debido a que causa la muerte de macollos. Si el dafio es provocado
entre la fase de elongacion del tallo y formacion de panojas (fase reproductiva), el
sintoma es conocido “panoja blanca”, y ocasiona un aborto parcial o total de la misma
dependiendo del momento en el cual ocasione el dano (Costa y Link, 1992) (Fig. 4b-d).
Un periodo de 12 a 24 horas de alimentacion del insecto es suficiente para ocasionar los

dos tipos de sintomas (Ferreira et al., 1997).
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Fig. 4: Chinche del tallo del arroz, Tibraca limbativentris. a) Adultos y ninfas
alimentandose de macollos de arroz b) Dafios en la fase vegetativa “Corazdén muerto”;
¢) Dafios en la fase reproductiva temprana “Panoja blanca” y d) Dafios en la fase
reproductiva tardia.

En un estudio del efecto de diferentes poblaciones de machos de T.
limbativentris sobre el cultivar BR-IRGA 409, se observo que infestaciones en la fase
reproductiva aumentaron el nimero de granos quebrados y yesosos. En este trabajo se
concluyé que 1 chinche/m” en la fase vegetativa provoca una reduccion del rendimiento
de 58,7 kg/ha y en la fase reproductiva de 65,2 kg/ha.

En condiciones favorables para el insecto, se estima que de cada ninfa de 4° y 5°
estadio y de cada adulto establecido en cultivos con 30 y 65 dias de edad son capaces de
provocar, en los 35 dias subsecuentes, 6 corazones muertos y 5 panojas blancas,

respectivamente (Embrapa, 2008).
1.2.6 Métodos de Control de T. limbativentris

a) Control quimico

Es el método de control mas cominmente usado contra esta plaga, que consiste
en aplicaciones de insecticidas en concentraciones adecuadas para causar la muerte de la
misma. Se utilizan aquellos insecticidas recomendados e inscriptos para ser usados en el
cultivo del arroz (Kraemer et al., 2008). Antes de la aplicacién de los mismos se deben
realizar monitoreos a partir de 40 a 50 dias de emergido el cultivo para corroborar si la
poblacion del insecto esta cerca del valor de dafio econémico (Ferreira et al., 1997). Las
aplicaciones se deben realizar cuando se presentan una o mas chinches por 100 tallos, o

cuando son colectados en promedio un numero igual o mayor que 0,3 a 0,5 chinches por
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paso de red de 0,38 x 0,8 m, antes o después del mediodia, respectivamente (Embrapa,
2008). El uso indiscriminado de insecticidas resulta en un aumento innecesario del costo
de producciéon y promueve el aumento de poblaciones de insectos resistentes a
insecticidas, la eliminacion de insectos benéficos, mayor presencia de residuos de
insecticidas en el ambiente, mayor riesgo de toxicidad para la meso y macro fauna y la

poblacién humana (Khan et al., 1989).

b) Control cultural

Esta practica se basa principalmente en la eliminacién de las chinches en
hibernacion presentes en plantas hospederas dentro y fuera de los lotes (Trujillo, 1970).
Oliveira et al., (2005) sugieren para eliminar las chinches hibernantes hacer una arada
profunda, destruir restos de cultivo, incorporar o quemar el rastrojo. Por otro lado,
Ferreira y Martins (1984) recomiendan evitar la siembra escalonada de arroz en areas
proximas y una siembra anticipada de arroz en lotes que van a ser utilizados como
cultivos trampas. En complemento a estas medidas, Ferreira (1995) sugiere mantener el
interior y los margenes de las chacras libres de plantas que puedan hacer de hospederas
de plagas. Actualmente con el aumento de la siembra directa en el cultivo de arroz, se
ha vuelto mas complicada la eliminacion de esta plaga por medio de labores culturales,
lo que ha provocado un aumento de la poblacion de chinches en estos lotes (Link, 1998;

Meneses et al., 2008).

¢) Control biologico

El control biolégico puede definirse como la utilizacion o el manejo de enemigos
naturales u organismos benéficos nativos o introducidos (predadores, parasitoides,
entomopatdgenos, antagonistas, competidores, etc.), con el fin de reducir las poblaciones y
efectos de los organismos plaga (insectos, malezas, fitopatdogenos). El hecho que un
organismo logre llegar al status de plaga, hace obvio que las condiciones climéaticas y otros
factores le sean razonablemente favorables; por lo que uno de los mejores medios para
modificar las condiciones ambientales que tiendan a disminuir permanentemente la

poblacion de una plaga, es el uso de enemigos naturales (Rose y DeBach, 1992).
El Manejo Integrado de Plagas (MIP) es una estrategia comprendida dentro de
la vision sustentable de la agricultura y entre las tacticas que involucra para el control de
insectos se cuentan el Control Quimico, Cultural, Fisico-Mecénico, Etologico,

Fitogenético y Bioldgico. Las posibilidades del control biologico se relacionan con el
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uso de los enemigos naturales de las plagas. En particular, el uso o manejo de patégenos
de insectos (entomopatdgenos) para reducir las poblaciones y los efectos de las plagas,
define una rama del control bioldégico conocida como control microbiano, donde se
incluyen a virus, bacterias, hongos, protozoos y nematodos entomopatdgenos.

En Argentina el control de plagas en el cultivo de arroz, se realiza basicamente
mediante el uso de productos fitosanitarios convencionales. Los estudios de control
biologico de la chinche del tallo del arroz, son escasos y menos ain concluyentes.
Existen reportes de datos de presencia de enemigos naturales (Martins et al., 2004a).
Entre estos, Silva et al., (1968) en Brasil y Rizzo (1976), en Argentina, reportan varios
parasitoides de huevos para 7. limbativentris, entre ellos Oencyrtus fasciatus (Mercet)
(Himenoptera: Encyrtidae) y Telonomus sp. (Himenoptera: Scelionidae). Riffel et al.,
(2010) constatan la ocurrencia de Telonomus podisi y Trissolcus urichi (Himenoptera:
Scelionidae) en huevos de T. limbativentris. Trujillo (1991), menciona a la mosca del
genero Efferia sp., conocida como “mosca asesina” por su manifiesta voracidad, al
atrapar y devorar varios adultos en su vida util. Otro método citado por Prando et al.,
(2003) es la utilizacion de patos (Anas sp.) para el control de adultos de T.

limbativentris.

d) Control microbiano

La manipulacion de microorganismos entomopatdégenos para obtener
reducciones en las poblaciones de insectos plaga ha sido la meta de los entomdlogos
interesados en el estudio de los artropodos y sus enfermedades. Se ha reconocido por
muchos afios que el control microbiano de insectos y dcaros ocurre continuamente en la
naturaleza, como parte del complejo control biolégico natural, presentando a menudo
epizootias de enfermedades que ayudan en la supresion de las poblaciones de insectos.
Los rapidos avances de la Patologia de Insectos en las ultimas décadas han dado por
consecuencia una mejor valoracion del papel que juegan los patdgenos de insectos en el
control natural, y se ha desarrollado un creciente interés en la posibilidad de utilizacion
extensiva de microorganismos para el control de artropodos plaga (Hall y Papierok,
1982). Los hongos entomopatégenos han demostrado un potencial considerable como
control microbiano de insectos, especialmente cuando estan incluidos en programas de
MIP (Lacey y Goettel, 1995). En consecuencia, la posibilidad de utilizacién de hongos
entomopatdgenos para el control de la chinche del tallo es una alternativa que debe ser

evaluada. Entre las ventajas que tiene el uso de hongos entomopatdgenos se citan: la

Kruger, Ratl Daniel



16

posibilidad de asociacion con otros métodos de control, la utilizaciéon de las mismas
maquinas convencionales empleadas para la aplicacion de productos quimicos, la no
contaminacién del medio ambiente y sin riesgo de intoxicacioén para el hombre y/o los
animales (Alves et al., 1998b). Cabe resaltar que los hongos entomopatdgenos no son
perjudiciales para el hombre u otros animales de sangre caliente porque dificilmente se
puedan desarrollar en el rango de temperatura de los diferentes mamiferos, que es de
34,5 a 44 °C. Pruebas realizados con los principales hongos entomopatdgenos en
porcinos, conejos y ratas demostraron que los animales no presentaron anormalidades
patologicas, clinicas o histologicas (Alves, 1986).

Los hongos entran en contacto con el insecto y sus conidios se adhieren al
tegumento, germinan sobre ¢l, penetran en su organismo y absorben los nutrientes
provocando su muerte. El interior del insecto queda colonizado por el hongo tomando
un aspecto rigido y finalmente termina saliendo al exterior del cuerpo del artropodo y se
disemina al ambiente. Los hongos, seglin las cepas consideradas, llevan 14 horas para

germinar y entre cinco y siete dias para matar al insecto (Alves, 1986).

1.2.7 Generalidades de los hongos entomopatogenos.

Los hongos entomopatogenos son un grupo de microorganismos ampliamente
estudiados en todo el mundo, existiendo mas de 700 especies reunidas en 100 géneros.
Ellos tienen la particularidad de parasitar diferentes tipos de artrépodos (insectos y
acaros) y de encontrarse en los habitats mas variados (Lecuona et al., 1996). Estos
hongos parasitan a artropodos provocandoles la muerte y de esta manera disminuyen
las poblaciones de las plagas y reducen sus perjuicios (Roberts et al., 1991).

Con respecto a su utilizacion como agentes de control microbiano, la
caracteristica distintiva de los hongos entomopatdgenos es su capacidad de infectar al
insecto hospedante por penetracion a través del tegumento. Esto constituye un modo de
accion “por contacto”, independiente del habito alimenticio del insecto, y por lo tanto,
amplia el potencial espectro de aplicacion de los hongos con respecto al de los demas
entomopatdgenos, que en su mayoria actiian “por ingestion” (Silvie y Papierok, 1991;
Roberts et al., 1991). El caracter patogénico de los hongos, ademas, involucra una serie
de eventos fisiologicos que considerados en conjunto, permiten suponer que la aparicion
de resistencia en insectos susceptibles sea menos probable (Hedegus y Khachatourians,

1995).
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Los hongos patégenos de insectos mas estudiados son los pertenecientes al
orden de los Hypocreales que incluye a las familias Cordycipitaceae (Beauveria) y
Clavicipitaceae (Metarhizium, Isaria (=Paecilomyces), Hirsutella, Lecanicillium
(=Verticillium) y Nomuraea). El orden de los Entomophthorales también ha sido
ampliamente estudiado, y en ¢l se agrupan los hongos que comunmente producen
epizootias en el campo (Zoophthora, Pandora, Entomophthora).
En particular, los géneros, Beauveria y Metarhizium son considerados patdgenos
“no especialistas” de plagas, ya que infecta insectos de la mayoria de los 6rdenes y estos
hongos estdn presentes en distintos ambientes, incluyendo el suelo (Keller y
Zimmerman, 1989). De esta manera estos hongos son los mas utilizados en el control
microbiano de insectos plagas. En la actualidad diversos paises ya cuentan con
bioinsecticidas registrados de estas especies para el control de plagas sobre diversos

cultivos horticolas, forestales, frutales, etc. (Faria y Wraight, 2007).

1.2.8 Mecanismo de accion de los hongos entomopatogenos.

Los hongos pertenecientes al orden de los Hypocreales alternan una fase
biotréfica (parasitismo) dentro del hemocele del hospedador, con una fase saprofitica,

colonizando el cuerpo muerto del hospedador (Fig. 5).

Espora Germinacion i BRLE ——
del Penetracion ¢ * %4 Diseminacian
hongo — i W = e
Infeccion
— e Micealio
- - e
—

———  —Intestino del insecto.
: : gt

Hemelinfa

——
- ——

Fig. 5: Ciclo patogénico de los hongos pertenecientes al orden de los Hypocreales
(Bustillo et al., 2011).

En el ciclo patogénico, el contacto entre el indculo del entomopatdégeno y el

artropodo es fundamental para el inicio del proceso infeccioso. La epicuticula o capa

Kruger, Ratl Daniel



18

mas externa del integumento del hospedante es el sitio inicial de la interaccion
patdégeno-hospedante. En general en el proceso de la patogénesis (micosis), se observan
10 etapas (Lecuona et al., 1996):
a) Adhesion

Es un fendémeno que permite la fijacion de los propagulos o unidades infectivas
sobre la superficie del hospedante por medio de mecanismos donde intervienen
propiedades fisicas, quimicas y electrostaticas del patégeno y el hospedante. Esta etapa
consta de tres fases. La primera fase es la adsorcidon o inmovilizacion del
microorganismo sobre la superficie, es una unidon pasiva donde intervienen factores
fisicos y quimicos del substrato como fuerzas de Van der Walls y electrostaticas. En
segundo lugar se da la fase de contacto donde la interaccion entre el patégeno y el
hospedante estd en funcion de la capacidad del propagulo de emitir microextensiones
activas que refuercen las uniones electrostaticas entre ambas superficies. La tercera y
ultima fase es la consolidacion de esta interfase y se llama adhesion; ésta puede ser
pasiva y no especifica, sin requerimiento de energia; o activa y especifica, necesitando
de cofactores y de energia, iones, carbohidratos, lipidos, glucoproteinas, etc. La
adhesion es un paso importante en el proceso patogénico y ha sido correlacionado con la
especificidad del patogeno por el hospedante (Lecuona et al., 1996).

b) Germinacion

Se entiende por germinacion el proceso mediante el cual un conidio emite uno
o varios tubos germinativos, los cuales por crecimiento y alargamiento dan origen a las
hifas (Volcy y Pardo, 1994). La germinacion de los conidios depende en gran parte de la
humedad ambiental y la temperatura, y en menor grado, de las condiciones de luz y
nutricionales (Tanada y Kaya, 1993). Una vez que el conidio se ha hidratado y adherido
sobre el tegumento, germina emitiendo un tubo germinativo con formacion, en algunos
casos, de un apresorio, para posteriormente penetrar al insecto. La funcion del apresorio
puede ser la de debilitar la cuticula en sus puntos de contacto, fijacion al tegumento
durante la penetracion, o simplemente, se puede considerar al apresorio como un paso
de transicion entre el tubo germinativo y el pico de penetracion que es una célula
especializada que atraviesa el tegumento del hospedante (Butt, 1990). En general, los
conidios de un hongo entomopatdogeno pueden presentar cuatro comportamientos
germinativos diferentes sobre la cuticula del hospedante:

- puede emitir un tubo germinativo, generalmente corto, que perforara el tegumento;
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- puede emitir un tubo germinativo largo, con un comportamiento errante sobre la
superficie y que aparentemente no es capaz de penetrar a través del tegumento;

- puede darse la emisidon de un tubo germinativo mas o menos corto y en cuya
extremidad se forma un conidio secundario, de tamafio y forma diferente a la del
primario; por ultimo,

- puede suceder que el conidio no sea capaz de germinar.

Los factores climaticos y los requerimientos nutricionales del patdgeno juegan un papel

importante en el proceso germinativo. El hecho que una cepa germine sobre el

tegumento de un artropodo se lo considera como un fendémeno ligado a la especificidad
parasitaria, debido a que la composicion del tegumento varia dentro y entre las especies

(Al-Aidroos y Roberts, 1978; Pekrul y Grula, 1979; Latgé et al., 1982; Vey et al., 1982).

Sin embargo, se ha demostrado que esto no puede ser generalizado y depende de la

relacion hospedante-patogeno considerada (Milner, 1982; Boucias y Latgé, 1988;

Delmas, 1988; Lecuona et al., 1991).
¢) Penetracion

La penetracion de la cuticula del insecto por conidios germinados ocurre como
resultado de una combinacion entre la degradacion enzimatica de la cuticula y la presion
mecanica ejercida por el tubo germinativo (Gillespie, 1988). El modo de penetracion
principalmente depende de las propiedades de la cuticula: grosor, esclerotizacion y la
presencia de sustancias antifingicas y nutricionales (Charnley, 1984). Es notable la
fuerza mecanica ejercida en el extremo de una hifa invasora donde la capa cuticular es
deformada por presion (Tanada y Kaya, 1993). Se produce un tubo germinativo y un
apresorio, con ¢éste se fija a la cuticula y con el tubo germinativo o haustorio (hifa de
penetracion) se produce la penetracion al interior del cuerpo del insecto. En Ia
penetracion participan mecanismos fisicos y quimicos. El primero consiste en la presion
ejercida por la estructura de penetracion, la cual rompe las areas esclerosadas y
membranosas de la cuticula. El mecanismo quimico consiste en la accion enzimatica,
principalmente de proteasas, lipasas y quitinasas, que causan la degradacion del tejido
en la zona de penetracion, lo que facilita la penetracion fisica (Monzon, 2001).

Las enzimas descubiertas en el tubo germinativo son proteasas,
aminopeptidasas, lipasas, esterasas, y N-acetil-glucosamidasa (quitinasas). Estudios in
vitro indicaron que la digestion del integumento sigue una secuencia de lipasa-proteasa-
quitinasa (Tanada y Kaya, 1993). Gillespie, (1988) reportd que los hongos B. bassiana,

M. anisopliae, Paecilomyces spp. y V. lecanii, producen grandes cantidades de proteasas
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y quitinasas en medios de cultivo liquido. La produccion de proteasa, lipasa y quitinasa
sobre la cuticula del insecto, se ha demostrado en M. anisopliae mediante coloracion de
enzimas especificas, recuperadas de moscas previamente inoculadas con conidios del
hongo. En varios aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae la enzima principal es una
endoproteasa que disuelve la proteina matriz que cubre la quitina cuticular. Por lo tanto,
la produccién de quitinasa ocurre después del proceso de infeccion y una vez que el
hongo atraviesa la cuticula debe vencer el sistema inmunologico del hospedero antes de
entrar a la hemolinfa y desarrollarse dentro del artropodo.

Los hongos pueden también infectar artropodos a través de la cavidad bucal,
espiraculos y otras aberturas externas de los mismos. Puesto que la humedad no es un
problema en el tracto alimenticio los conidios pueden germinar rapido en este ambiente;
por otra parte, los fluidos digestivos pueden destruir los conidios o las hifas
germinativas. En algunos casos, la digestion de estructuras fungicas puede causar la
muerte por toxicidad mas que por micosis (Charnley, 1984).

d) Multiplicacion del hongo en el hemocele

Una vez en el interior del artrépodo, el hongo se multiplica principalmente por
gemacion, dando formas miceliares libres y unicelulares llamadas blastosporas.
También se producen en el hemocele hifas y protoplastos o células sin pared
(Prasertphon y Tanada, 1968; Tyrrell, 1977). El principal mecanismo de defensa de los
artrépodos frente a los propagulos de hongos es la encapsulacion, la cual se produce por
la concentracion de plasmocitos o granulocitos alrededor del punto de infeccion,
logrando asi formar una masa pseudotisular llamada granuloma (Vey, 1971; Vey y
Vago, 1971). Se ha demostrado que los conidios de los hongos entomopatdgenos
fagocitados o encapsulados tienen la capacidad de germinar (Hou y Chang, 1985).

e) Produccion de toxinas

No todos los hongos ni todas las cepas de una especie fingica producen toxinas
en el hemocele de los artropodos. Estas son sustancias que pueden, en ciertos casos,
originar la muerte del artrépodo debido a sus propiedades insecticidas pero ademas,
ellas actuian como inhibidoras de las reacciones de defensa del hospedante por
alteraciones de los hemocitos y retardo en la agregacion de las células de la hemolinfa
(Vey y Gotz, 1986). Las toxinas que producen estos hongos son de dos tipos:
macromoléculas proteicas, que son enzimas extracelulares secretadas en cantidades

significativas en medios de cultivo o en el interior del hospedador; y las toxinas de bajo
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peso molecular, que son metabolitos secundarios cuya produccién es una propiedad
genética de cada hongo.
Las principales toxinas de este ultimo grupo son los ciclodepsipéptidos producidos por
B. bassiana 'y M. anisopliae, siendo las mas comunes las beauvericinas y las
destruxinas, producidas respectivamente por los hongos citados (Roberts, 1966). Aun
hoy se discute sobre el rol de las micotoxinas en la virulencia de hongos
entomopatdgenos sobre diversos artropodos. La literatura disponible contiene muy
pocas evidencias con respecto a la accion directa de las micotoxinas en la infeccion de
los insectos.
f) Muerte del artropodo
La muerte de un artropodo parasitado por un hongo Hypocreal ocurre
generalmente antes de que el hongo colonice todo el interior del hemocele, en parte por
la accion de las sustancias toxicas secretadas por el hongo. La muerte del hospedador
marca el final de la fase parasitica para continuar creciendo saprofiticamente por todos
los tejidos, compitiendo con la flora bacteriana intestinal del artropodo. El tiempo que
demanda la muerte del hospedante depende de la cepa, del artropodo y de los factores
ambientales. Se pueden observar cambios en su comportamiento normal antes de la
muerte y cuando esto ocurre no se observan aun signos visibles de una enfermedad
fungica (Lecuona et al., 1996).
g) Colonizacion total
Luego de la muerte, el micelio invade todos los érganos y tejidos, comenzando
en ciertos casos por el tejido graso. Después de la colonizacion total (aunque en algunos
casos el hongo llega a respetar algunos tejidos como glandulas, musculos y traqueas
(Pekrul y Grula, 1979)), el cadaver se transforma en una momia resistente a la
descomposicion bacteriana. Este cadaver sirve como reservorio del hongo, en donde
éste supera las condiciones adversas que puedan presentarse (Madelin, 1963; Ferron,
1981).
h) Emergencia del hongo hacia el exterior
El hongo se encuentra formando una gran masa de micelio en el interior del
hospedante, manteniendo intacto su tegumento. Puede permanecer de esta forma en
cuanto las condiciones de humedad relativa sean bajas. En cambio, en ambientes
humedos y célidos lograra atravesar nuevamente el tegumento, pero esta vez desde el

interior hacia el exterior del artroépodo. Generalmente emerge por las regiones menos
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esclerosadas del tegumento, pero esto dependerd del hospedante y de su estado de
desarrollo (Lecuona et al., 1996).

i) Esporulacion
Una vez que las hifas atraviesan el tegumento pueden quedar en esta etapa vegetativa o
pasar a la reproductiva dentro de las 24 a 48h con formacion de conidios, si las
condiciones de humedad relativa del entorno son altas. El artropodo pasa entonces a

tomar una coloracion que sera caracteristica para cada especie fingica.

1.2.9 Efectos subletales de los hongos entomopatégenos

Si bien la muerte del hospedador es el resultado mas frecuente en las
infecciones causadas por hongos entomopatéogenos, no se le debe restar importancia a
los efectos subletales causados por ellos sobre los artropodos. Asi por ejemplo, la fiebre
comportamental es uno de estos efectos y consiste en la elevacion de la temperatura
corporal por encima de la temperatura normal en artropodos infectados; éstos buscan
lugares en el ambiente que se hallen a temperaturas mas elevadas, con el fin de matar o
suprimir al patégeno. En consecuencia, esta fiebre es una respuesta comun de los
hospedadores hacia varios tipos de entomopatdgenos (Moore, 2002).

Muchos estudios han investigado los efectos de la infeccion flingica en la
alimentacion de los artrépodos hospedadores. Estos muestran que aunque los artropodos
mueren por la infeccion con hongos entomopatégenos, proceso que generalmente toma
mayor tiempo que el requerido por los plaguicidas quimicos, el dafio en los cultivos
puede disminuir durante el tiempo de incubacion de la enfermedad debido a que los
artropodos infectados se alimentan menos que los sanos. La mayoria de los estudios
investigaron especies de artropodos infectados con hongos pertenecientes al orden de
los Hypocreales, Metarhizium sp. y Beauveria sp., y demostraron una reduccion
significativa en la alimentacion durante los primeros cuatro dias luego de la inoculacion
con el hongo (France et al., 2002; Tefera y Pringle, 2003). Se han enunciado hipotesis
que indican que la reduccion en la alimentacion podria deberse, al menos en parte, a
sustancias toxicas secretadas o a la disrupcion mecanica causada por estos hongos
(Cheung y Grula, 1982; Samuels et al., 1988).

El fitness de un individuo depende directamente del nimero de descendientes
viables que este produce, y tanto el patégeno como el hospedador adoptan estrategias

para maximizar su eficacia reproductiva. Los hongos entomopatdgenos producen tanto
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efectos directos en la fecundidad como cambios en la produccion y en la respuesta a las
feromonas sexuales. La reduccion en la fecundidad puede incrementar el fitness del
patogeno al desviar los recursos del hospedador, tales como la energia, hacia el
patogeno. Estudios en hongos Hypocreales han demostrado que los hospedadores
infectados generalmente producen menor progenie (Blanford y Thomas, 2001;
Baverstock et al., 2006). Los cambios en la produccioén de feromonas sexuales han sido
observados principalmente en insectos infectados con hongos pertenecientes al orden
Entomophthorales (Furlong et al., 1995; Reddy et al., 1998). Nussenbaum y Lecuona
(2012a) evaluaron el efecto de la infeccion fungica sobre el comportamiento de
alimentacion de los adultos del picudo del algodonero, Anthonomus grandis y
observaron una reduccion en el peso de los adultos infectados con la cepa Ma 20 de M.
anisopliae, también el nimero medio de puntos de alimentacion difiri6 del testigo a las

72 y 96 horas de tratados.

1.2.10 Factores que intervienen en el desarrollo de los hongos entomopatégenos

Una gran variedad de factores ambientales tanto bidticos como abidticos
afectan la supervivencia, propagacion e infectividad de los hongos entomopatdgenos. El
calor (temperatura), la humedad y la radiacion solar UV son serios obstaculos cuando se
utilizan estos hongos en ambientes naturales, ya que los conidios pueden perder su
capacidad germinativa luego de unas pocas horas de radiacion solar (Fargues et al.,
1996, 1997; Rangel et al., 2004, 2005).

a) Temperatura

La temperatura causa desorganizacion en las células de la membrana y de la
pared, inactivacion del metabolismo respiratorio (Crisan, 1973), desnaturalizacion
proteica (Setlow y Setlow, 1995), y estrés oxidativo por el incremento de los niveles
intracelulares de perdxido de hidrogeno (Privalle y Fridovich, 1987; Guerzoni et al.,
2001). La mayoria de los hongos entomopatéogenos tienen un amplio rango de
tolerancia a la temperatura, pero las Optimas para la infeccion, el crecimiento y la
esporulacion son usualmente mucho mas restringidas. La temperatura dptima para el
crecimiento del hongo no es la misma que para el desarrollo de la enfermedad, por lo
tanto la temperatura es determinante para el crecimiento micelial y el avance de la
infeccion (Pérez, 1997). En este sentido, el maximo desarrollo, germinacion y

esporulacion de B. bassiana y M. anisopliae ocurre entre los 20 y 30 °C, siendo el
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optimo a los 28 °C. Sin embargo entre los 15 y 35 °C se observa un buen porcentaje de
germinacion, pero con mas de 35 °C este proceso se ve retrasado (Pacheco, 2002).
Nussenbaum y Lecuona (2012b), observaron el efecto de la temperatura sobre el
crecimiento radial de dos cepas de B. bassiana y una de M anisopliae seleccionado para
el control del picudo del algodén (A. grandis) y concluyeron que la tasa de crecimiento
mas alta estaba en 27 °C para todos los aislamientos; a los 30 y 35 °C, la cepa de M.
anisopliae mostr6 una tasa de crecimiento superior a las de B. bassiana, y todas fueron
inhibidas a 38 °C. Lecuona et al., (2001), evaluaron el efecto de diferentes temperaturas
(18, 22, 26, 30, y 34 °C) y humedades relativas (35 y 90 % de HR) sobre la mortalidad
de las ninfas de la vinchuca Triatoma infestans causada por B. bassiana, y observaron
que la mortalidad mas alta ocurrid con una temperatura de 26 °C, mientras que la
humedad relativa no afecto a la mortalidad de las ninfas de 7. infestans.
b) Humedad relativa

El uso de hongos entomopatogenos en el control de plagas agricolas ha sido
limitado por el estrecho rango de humedad relativa en la cual ocurre la germinacion del
conidio y la infeccion del hospedante, tanto en ambiente protegido como en condiciones
de campo. La humedad ambiental afecta en gran medida a la mayoria de los procesos de
los hongos tanto internos (desarrollo e invasidon) como externos (germinacion y
esporulacion) que se dan en su hospedante. En el caso de la germinacion se requieren
altos porcentajes de humedad que van del 90 al 100 %; cuando el nivel de humedad se
encuentra por debajo del 90 % decrece la germinacion de los conidios (Camargo, 2000).
Luz y Fargues (1997) demostraron usando estudios in vitro, que la temperatura y
humedad afectan la germinacion de B. bassiana. Con una humedad relativa por debajo
de 90 % y a 25 °C se impide la germinaciéon de los conidios. Walstad et al., (1970)
observaron que el porcentaje de germinacion, crecimiento y esporulacion de conidios
(24 horas después de la inoculacion) de los hongos B. bassiana y M. anisopliae requiere
de humedad relativa por encima del 92,5 %; la germinacidon Optima, crecimiento y
esporulacion ocurri6 al 100 %. Segiin Hajek et al., 1996 e Inglis et al., 1996 estos datos
no se pueden extender a situaciones in vivo. Al respecto, Lecuona et al., (2001) no
observaron diferencias en la mortalidad de las ninfas de 7. infestans causadas por
diversas cepas de B. bassiana bajo dos condiciones de humedad relativa, 35 y 90 %.
Segun Luz y Fargues, (1998) la humedad relativa es mas importante para la
esporulacion fingica en cadaveres de insectos que para la penetracion e infeccion por

los hongos. Por lo tanto, ambientes con baja humedad relativa presenta un obstaculo
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para el desarrollo de epizootias, ya que se disminuye la esporulacion y la propagacion
del hongo (Fargues y Luz, 1998; Luz y Fargues, 1998). Sin embargo, esta condicion de
baja humedad relativa, puede no ser critica para el uso de los hongos como
bioinsecticidas porque el microclima adecuado para promover las infecciones se puede
encontrar en las membranas intersegmentales de la cuticula de los insectos (McCauley
et al.,, 1968; Doberski, 1981; Ramoska, 1984; Marcandier y Khachatourians, 1987;
James et al., 1998) como en el poro genital y el ano en las garrapatas (Samish y
Rehacek, 1999).
¢) Radiacion solar UV

Un componente importante del ambiente que influye en la supervivencia de los
hongos entomopatogenos es el flujo diario de la radiacién solar, la cual incluye la
radiacion visible, la radiacion ultravioleta y la radiacion infrarroja (Lindow et al., 2004).
La radiacion ultravioleta (200 a 400 nm) tiene el mayor contenido de energia y
constituye aproximadamente el 7 % de la radiacion solar, la cual es potencialmente

perjudicial para la microbiota presente en el suelo.

1.2.11 Propiedades de los hongos entomopatégenos

Entre las propiedades individuales y de una poblacion de entomopatogenos que
pueden favorecer la ocurrencia de epizootias se encuentran: patogenicidad, virulencia,
dispersion, supervivencia en el ambiente, densidad y distribucion espacial del inoculo.
La patogenicidad se refiere a la habilidad de un organismo para causar enfermedad
(caracteristica cualitativa), mientras que la virulencia se refiere a la intensidad de la
enfermedad causada por un patéogeno (propiedad cuantitativa). La mayoria de los
hongos patdgenos son considerados muy virulentos comparados con otros organismos
patogenos debido a que ellos tienen un periodo corto de incubacion, producen
abundante inoculo secundario, y pueden causar un répido incremento en la incidencia de
la enfermedad (Camargo, 2000). Se han documentado mas de 1.500 especies de
organimos entomopatdgenos, de los cuales el 10 % de los generos son factibles de ser

producidos masivamente y solo el 1 % se comercializa (Pacheco, 2002).

1.2.12 Beauveria bassiana (Bdlsamo - Cribelo) Vuillemin 1912

Beauveria bassiana es un hongo que pertenece al phylum Ascomycota, clase

Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Cordycipitaceae. Este hongo ha sido
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encontrando atacando a mas de 200 especies de insectos de diferentes oOrdenes,
incluyendo plagas de importancia agricola (Alves, 1986). Los artropodos muertos por
este hongo presentan una cubierta blanca algodonosa sobre el cuerpo, la cual esta
formada por micelio y conidios. Este hongo presenta una ontogenia holoblastica, la
célula conididgena es discreta, proliferante simpodial y rachiforme. El conidiéforo es
discreto, raras veces forman sinemas y los conidios son ameroconidio, hialinos, ovoides
o globosos (Fig. 6).

Desde su descubrimiento, el género Beauveria ha demostrado poseer ciertas
caracteristicas que lo han posicionado como uno de los mas utilizados en el control
microbiano de artropodos plaga. La principal ventaja de este género se atribuye a su
distribucion cosmopolita, su facil reconocimiento y su frecuente aparicion en la
naturaleza; como asi también a su extremadamente amplio espectro de hospedadores

susceptibles y su amplia variabilidad en cuanto a virulencia (Vega y Blackwell, 2005).

Fig. 6: Estructura de fructificacion de B. bassiana. Imagen de G. L. Barron.

De modo general, la germinacion de los conidios de B. bassiana sobre insectos
ocurre aproximadamente 12 horas después de la inoculacion, el hongo penetra
frecuentemente via tegumento debido a una accidn mecanica y a efectos enzimaticos,
proceso que tarda aproximadamente unas 12 horas. Generalmente, 72 horas después de
la inoculacion, el artropodo se halla totalmente colonizado por el hongo observandose
importantes cantidades de conidi6foros y conidios. La duracion de las diferentes fases

del ciclo depende de la especie de artropodo involucrado y de las condiciones

Kruger, Raul Daniel



27

ambientales, siendo las mas favorables: humedad relativa cercana al 90 % y una

temperatura ambiente entre 23 y 28 °C (Alves, 1986).

1.2.13 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin

Metarhizium  anisopliae  pertenece al phylum  Ascomycota, clase
Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae. Este patdégeno ataca
naturalmente diversos ordenes de insectos y acaros (Alves, 1986; Yamamoto et al.,
2002). La amplia gama de huéspedes del género Metarhizium lo hace comercialmente
atractivo como un agente de control biologico (Miller et al., 2004). Los artropodos
muertos por este hongo son cubiertos completamente por micelio, el cual inicialmente
es de color blanco pero se torna verde cuando esporula. Este hongo presenta una
ontogenia enteroblastica fialidica, la célula conidiégena es una fialide. Los conidi6foros
son discretos, forman conidiomas y los conidios son ameroconidios, cilindricos, hialinos
a verdosos, en cadenas basipetas que se unen formando columnas (Fig. 7 y 8).

M. anisopliae presenta dos patrones diferentes de desarrollo de acuerdo con las
condiciones nutricionales: formacion de apresorio en estadios tempranos y esporulacion
(formacion de conidios) en estadios tardios de infeccion en el hospedador. Han sido
identificados siete genes relacionados con la esporulacion de M. anisopliae, entre ellos
el gen “cag7” que codifica una proteasa extracelular Prl. Esta proteasa juega un
importante rol en la degradacion de las proteinas cuticulares de los insectos y es
inducida durante los estadios finales de la patogénesis, cuando el hongo emerge del
cuerpo muerto del artropodo y subsecuentemente esporula sobre el cadaver (Small y

Bidochka, 2005).
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Fig. 7: Estructuras de fructificacion de M. anisopliae.

Fig. 8: Estructuras de fructificacion de M. anisopliae bajo microscopio Optico, tenidas
con azul de algodon en lactofenol de Ammann 0,5 % p/v (400 X). Imagen Posadas y
Lecuona, 2009
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1.2 OBJETIVOS

1.3.1 General

Evaluar la eficiencia de diversos aislamientos de los hongos entomopatéogenos

Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus y Metarhizium anisopliae para el control

microbiano de Tibraca limbativentris.

1.3.2 Especificos

1.

Evaluar la presencia de hongos entomopatogenos sobre adultos de T.
limbativentris, durante el periodo de post-cosecha del cultivo del arroz en la
provincia de Corrientes.

Aislar hongos entomopatogenos de cadaveres de adultos de 7. limbativentris.
Seleccionar aislamientos de hongos entomopatdgenos nativos o de micoteca por
su patogenicidad y virulencia sobre adultos de 7. limbatriventis.

Determinar para la/s cepa/s fingica/s seleccionada/s el Tiempo de Supervivencia
Media (STso) y la Concentracion Letal Media (CLsy) sobre adultos de T.
limbativentris y su compatibilidad con diversos productos fitosanitarios usados
frecuentemente en el cultivo del arroz.

Evaluar la produccion masiva de conidios de la/s cepa/s seleccionada/s sobre
diversos sustratos en fermentacion en medio s6lido (FMS) y desarrollar una
formulacion experimental del micoinsectida.

Evaluar la eficacia de los micoinsecticidas que mejores resultados brinden sobre

adultos de T. limbativentris bajo condiciones de invernaculo.

Para hacer frente a todos estos objetivos especificos, una serie de experimentos

se llevaron a cabo en el Laboratorio de Hongos Entomopatdgenos (LHE) del Instituto

de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA) de INTA Castelar y en la Estacion

Experimental Agropecuaria de Corrientes (EEA Corrientes) - INTA.
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1.3 HIPOTESIS

Hipoétesis 1: Es posible encontrar hongos entomopatégenos nativos asociados a
la chinche del tallo 7. limbativentris en la region arrocera de la provincia de
Corrientes.

Hipotesis 2: Algunos aislamientos de los hongos entomopatégenos nativos
seleccionados pueden ser utilizados como bioinsecticidas para el control
microbiano de 7. limbativentris.

Hipotesis 3: Es posible utilizar a los aislamientos fungicos seleccionados en
mezclas con productos fitosanitarios de sintesis para aumentar la eficiencia de

control de la plaga.
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CAPITULO 2
Muestreo, Recoleccion y Aislamiento del Material Experimental

2.1 INTRODUCCION

Las condiciones micro-meteorologica de alta humedad relativa, asociada a la
elevada temperatura que ocurre en los campos de arroz bajo riego, presentan
condiciones propicias para el desarrollo del insecto (Martins y Lima, 1994) asi como de
los hongos entomopatogenos (Carbonell et al., 1980). Se conoce la ocurrencia natural de
enfermedades sobre los insectos de diferentes 6rdenes, siendo los hongos B. bassiana y
M. anisopliae los entomopatdégenos mas ampliamente utilizados en el manejo de
insectos plagas de importancia en la agricultura (Lecuona, 1996)

Particularmente, M. anisopliae ha sido observado sobre Pentatomidos que atacan
al arroz en Brasil, especificamente sobre la chinche del tallo (7. limbativentris) en
condiciones naturales y durante el periodo de hibernacion de este insecto (Rampelotti et
al., 2007a). Sin embargo, en la Republica Argentina no se han reportado casos de
infestaciones en chinches del arroz con hongos entomopatdgenos, ni se han realizado
aislamientos de cepas nativas sobre areas infestadas con dicha plaga.

Segun estudios realizados en Brasil, demuestran que esta plaga durante la época
del periodo invernal permanece hibernando en los lotes de arroz no laboreados o
preferentemente proximos a los mismos, en las partes mas elevadas como taipas rondas
o barrancas cubiertas por gramineas, que normalmente circundan a los campos de arroz
(Tryjillo, 1991). Segin algunos autores esta chinche del tallo se abriga,
preferencialmente, en grupos de gramineas, tales como cola de zorro (Andropogon
spp.), capin, y otras presentes cerca de las chacras. La diapausa permite a los insectos la
sobrevivencia durante periodos adversos que acontecen en la época invernal debido a
factores ambientales como: fotoperiodo, temperatura y humedad (Tauber et al., 1986).
El ingreso a los sitios de hibernacion esta regulado principalmente por un acortamiento
en el fotoperiodo y un descenso de la temperatura. En consecuencia, existe poca
informacion sobre los principales lugares de hibernacion de este insecto en la zona
arrocera en Corrientes, Argentina.

Los objetivos en esta etapa fueron:

a) Obtencion de adultos de 7. /imbativentris para iniciar su cria en la EEA —

INTA Corrientes.
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b) Evaluar los sitios de hibernacion de adultos de 7. limbativentris, durante el
periodo de post-cosecha del cultivo del arroz en la provincia de Corrientes.
¢) El aislamiento de hongos entomopatdgenos nativos presentes en cadaveres
de adultos de este pentatomido con la finalidad de disponer de
microorganismos benéficos para futuros desarrollos y posibles usos dentro

de estrategias de Manejo Integrado de Plagas.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Recoleccion de material experimental y determinacion de zonas de hibernacion

Los muestreos se llevaron a cabo durante el periodo invernal (finales de Julio-
principios de Agosto 2011) en siete campos arroceros ubicados en las principales zonas
productoras de la Provincia de Corrientes. Los campos establecidos para el muestreo
fueron situados en las localidades de Mercedes, Paso de los Libres, Virasoro, 9 de Julio,
El Sombrero, Ita Ibaté y Scorza Cué. Dentro de cada campo arrocero se recolectaron
muestras en diferentes condiciones: lotes con rastrojo de arroz en pie, lotes laboreados,

taipas rondas y campo natural aledafo a lotes arroceros (Fig. 9).

Fig. 9: Zonas de muestreo Invernal (Julio-Agosto 2011): a) Rastrojo de arroz en pie; b)
Campo natural aledafio; ¢) Lote laboreado (1 rastra de disco); d) Taipa Ronda

Los muestreos fueron realizados manualmente, la unidad de muestreo es un
marco de 0,25 m’ (0,50 x 0,50 m) de area, donde se recolectan todos los insectos

presentes. Para cada situacion se tomaron 4 muestras de manera aleatoria (Tabla 3).
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Tabla 3: Muestreo en la Provincia de Corrientes

Region arrocera’ Zona Arrocera’ Sitio de Muestreo Arrocera Lugar de Muestreo
Rastrojo Arroz PIE
Lote Laboreado
Taipa Ronda
Centro Sur Campo Natural
Rastrojo Arroz PIE
Malezales del Este P. de los Libres Arroc. Mirunga Taipa Ronda
Campo Natural

Malezales del Este/ Rastrojo Arroz PIE

Noreste . Virasoro Arroc. Storti Taipa Ronda
Bafiados aguapey-cuay
Campo Natural

Centro Sur Mercedes Arroc. ElRocio

Lomadas arenosas Planicie arenosa ? del\jluhr(t)ili Gdor. Arroc. Sandoval Rastrojo Arroz PIE
artinez

Rastrojo Arroz PIE
Lote Laboreado
Taipa Ronda
Campo Natural
Rastrojo Arroz PIE

Terrazas del parana Ita Ibate Arroc. Amanda Taipa Ronda
Campo Natural
Rastrojo Arroz PIE
Terrazas del parana Scorza Cue Arroc. Vaiek Taipa Ronda
Campo Natural
'Region y Zona arrocera segin la clasificacion realizada por Ligier, (2008).

Terrazas del parana Corrientes EEA Corrientes

Norte

En primer lugar se registraron algunas caracteristicas del sitio de muestreo
(presencia/ausencia de agua en el lote, de vegetacion y/o rastrojo de arroz); luego se
determindé la composicion botdnica (CB) y la frecuencia relativa de las especies
presentes en el tapiz (FR) mediante el reconocimiento de especies y el uso de un
software denominado Botanal Sombrerito (Casco et al., 2001). Esta herramienta es
utilizada para monitoreo de todos los recursos forrajeros, destinados tanto a la
generacidon como transferencia de tecnologias. Para la CB se utilizo el método de los
rangos y se estimo el aporte en porcentaje. EI FR registra el niimero de veces que
aparece una especie en el total de las observaciones realizadas, incluyendo ademas
todos los individuos presentes.

Posteriormente, se procedid a la busqueda de 7. limbativentris, para ello fue
necesario cortar al ras del suelo toda materia vegetal, volcarla sobre una lona y registrar
todo lo que se encontraba dentro del marco de muestreo.

Todos aquellos insectos que se hallaron muertos fueron separados
individualmente e identificados y llevados al laboratorio para evaluar la presencia de

hongos entomopatdgenos (ver punto 2.2.3).
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2.2.2 Cria y mantenimiento de chinches en laboratorio

Los adultos vivos de T. limbativentris recolectados en el muestreo anterior
fueron llevados a un invernaculo en donde fueron criados sobre plantas de arroz
(variedad “Fortuna INTA”), sembradas en baldes de 9 litros, sobre condiciones
ambientales del invernaculo. Posteriormente, huevos y ninfas de 1° y 2° estadio fueron
llevados a una sala de incubacion en laboratorio. El suministro de plantas de arroz
durante las diferentes épocas del experimento fue realizado haciéndose siembras cada
20 dias.

En laboratorio, las ninfas fueron criadas hasta la fase adulta en baldes de 7 litros
conteniendo suelo estéril, mas una capa de arena esterilizada de 1 cm de espesor,
saturados con agua destilada estéril. El suelo mantiene la humedad de la arena y evita la
desecacion de huevos y ninfas. En este sistema se sembr6 arroz (30 semillas de la
variedad Fortuna INTA por balde) que servirian de fuente de alimento y substrato para
la oviposicion. Estos baldes fueron cubiertos por un tela tipo muselina, para permitir un
buen intercambio gaseoso y evitar que las mismas se escapen. Una vez llegado al 3-4°
estadio ninfal se cambid esta tela por una malla de polietileno transparente, que permite
una mayor entrada de luz al interior de la misma. Los insectos fueron mantenidos en una
camara de cria en condiciones controladas, a una temperatura de 27 + 1°C, alrededor de
un 85 % de humedad relativa y con un fotoperiodo de 14 hs de luz/10 hs oscuridad.
Cada 15 dias se pasaron los insectos a nuevos baldes y se separaron los huevos puestos
y ninfas de 1° y 2° estadio a nuevos baldes (Fig. 10).

Se realizaron observaciones como el nimero de huevos por postura, duracion del

estado de huevo, nimero de ninfas eclosionadas y duracion del 1° y 2° estadio ninfal.
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Fig. 10: Cria de T. limbativentris: a) Preparacion macetas con arroz; b) Sala de cria
acondicionada; ¢) Huevos recién puestos; d) Huevos de una semana postura; e) Ninfas
eclosionados; f) Ninfas de 5° estadio obtenidos a partir de la cria.

2.2.3 Aislamiento de hongos entomopatogenos a partir de adultos de T. limbativentris

Los cadaveres de insectos adultos muestreados de lotes arroceros y de campos
proximos a los mismos, fueron llevados al laboratorio para su procesamiento:
a) Desinfeccion
Las chinches fueron pasadas por alcohol etilico al 70 % durante 1 minuto, luego por
hipoclorito de sodio al 1 % por alrededor de 1 minuto y finalmente por agua destilada

estéril entre 1 a 2 minutos.
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b) Incubacion

Los insectos desinfectados se colocaron en una camara humeda y fueron incubados a
27 + 1°C durante una semana en oscuridad.

¢) Conservacion

Una vez pasado el tiempo de incubacion, las cajas de Petri se colocaron en heladera
sin el algodon y fueron selladas para mantener la colonia de hongos en desarrollo,
hasta el momento de ser aislados en laboratorio.

d) Aislamiento

De los cadaveres con presencia de hongos se procedié a su extraccion, para lo cual se
usaron diversos medios de cultivos. Para B. bassiana se utilizd Medio Completo
(MC) compuesto de (gr/l): KH,PO4, 0,4; Na,HPO,4, 1,4; SOsMg, 0,6; KCI, 1;
NH4NO;3, 0,7; Glucosa, 10; Agar, 15; Extracto de levadura, 5; Cloranfenicol, 0,5
gr/l), para P. lilacinus y M. anisopliae se utilizd Papa Dextrosa Agar (PDA (Merk®))
a razén de 39 gr/l mas antibidtico (Cloranfenicol, 0,5 gr/l), y para aquellos hongos
dudosos se usé un medio en base a avena (OA-CTAB mas cloranfenicol) (Posadas et
al., 2012). Posteriormente fueron llevados a incubacion a 27 += 1 °C por
aproximadamente una semana. Después del crecimiento y esporulacion las cepas

aisladas fueron identificadas y almacenadas a 10 °C.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Recoleccion de material experimental y determinacion de zonas de hibernacion

Fueron colectados 293 adultos hibernantes de 7. limbativentris durante la época
post-cosecha del cultivo del arroz, de los cuales el 82,93 % (245 adultos) se encontraban

vivos. Estos insectos permitieron iniciar la cria en condiciones de laboratorio en la EEA

— INTA Corrientes.

Durante el muestreo no se observd la presencia de los estados ninfales y de
huevo de esta plaga. Los adultos se encontraron cubiertos por abundante rastrojo, en
grietas del suelo, y/o debajo de las malezas presentes. En la Tabla 4 se muestra un

resumen con el nimero de chinches por zonas y sitios de muestreo.

Tabla 4: Numero de adultos hibernantes de 7. limbativentris colectados durante la

época de post-cosecha (Julio-Agosto) en campos arroceros

Numero adultos hibernantes de 7. limbativentris

Sitio de muestreo  Lugar de muestreo Vivos Muertos
Sin hongos Con hongos

9 de Julio Lote arroz pie 6 0 0
Campo Natural 1 0 0

. Lote arroz laboreado 5 3 1

Corrientes —

Lote arroz pie 27 10 3

Taipa ronda 7 0 0

Campo Natural 2 0 0

Ita ibate Lote arroz pie 6 0 0
Taipa ronda 4 1 0

Campo Natural 1 0 0

Lote arroz laboreado 0 0 0

Mercedes =

Lote arroz pie 20 6 3

Taipa ronda 7 3 0

Campo Natural 26 1 3

Paso de los libres  Lote arroz pie 32 6 0
Taipa ronda 76 4 1

Campo Natural 0 0 0

Scorza cue Lote arroz pie 0 0 0
Taipa ronda 8 1 1

Campo Natural 15 1 0

Virasoro Lote arroz pie 1 0 0
Taipa ronda 1 0 0
Total 245 36 12

En la Tabla 4 se puede observar que en todos los muestreos el 39,20 % de la

poblacion hibernante de adultos de 7. limbativentris se registrd en los lotes de arroz en
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pie (LAP) bajo el rastrojo de arroz y ubicado principalmente en las curvas de nivel
(taipas). En los muestreos realizados en los LAP en la localidad de Scorza Cué no se
observo presencia de chinches adultas debido a que el lote se encontraba en condiciones
totalmente anegadas. En las localidades de Virasoro y 9 de Julio, ambos campos
presentaban condiciones de anegamiento parcial, y el nimero de chinches adultas
halladas fue mucho menor en los LAP. El 30,85 % de los insectos encontrados fueron
colectados en TR, debajo de la vegetacion existente en la misma. E125,58 % se hall6 en
el campo natural aledafo a los lotes de arroz (CN), y so6lo el 4,38 % de las chinches
colectadas provienen de los lotes de arroz laboreados (LAL). Esta tltima situacion s6lo
se logro evaluar en dos sitios, debido a la ausencia de preparacion de los lotes a la fecha
de muestreo.

Ferreira et al., (1997) exponen que luego de la cosecha del arroz (Marzo-Abril),
T. limbativentris se refugia principalmente en el rastrojo del cultivo. Cuando el rastrojo
se seca, se humedece demasiado o se destruye, las chinches se dispersan, y buscan
nuevos refugios proximos al lote. La dispersion de esta plaga ocurre principalmente por
vuelos cortos o caminando sobre el suelo. Cuando no encuentran en las proximidades de
los lotes las especies vegetales que son de su preferencia, las chinches emprenden
vuelos mas largos. Generalmente prefieren poaceas y ciperaceas caracteristicas de
suelos humedos. Segun Trujillo, (1970) en caso de recorrer cortas distancias, se refugian
bajo restos de plantas en las que existe humedad y también en grietas abiertas del suelo.
Todo esto con el objetivo de pasar el periodo sin cultivo (otofio/invierno) en hibernacién
(Pazini et al., 2011).

El refugio mas cercano al lote son las TR, que por lo general estan provistas de
una cobertura vegetal natural, cuya composicion estd muy influenciada por el CN. En el
muestreo realizado en las TR se observo que los adultos tienen una preferencia hacia las
matas de pasto de la familia Poaceae, ubicdndose entre los macollos, muy proximos al
cuello de la planta.

En la Fig. 11 se observan las especies vegetales mas frecuentes en las TR donde
se realizo el muestreo de adultos hibernantes de 7. limbativentris. La mayoria de las
especies presentes pertenecen a la familia Poaceae (Paspalum hidrophilum, P.
plicatulum, P. notatum, P. urvillei, Himenachne amplexicaulis, Chloris polydactyla,
Andropogon lateralis, Axonopus sp., Eleusine tristachya, Panicum laxum y P. repens) y

a la familia Ciperaceae (Cyperus entrerrianus y Rynchospora corymbosa).
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Segun Trujillo (1970), entre los hospederos mas importantes para esta chinche
en Corrientes se encuentran Andropogon spp. y Paspalum spp., este ultimo presente en
casi todos los sitios de muestreo. Segun Mielitz et al., (1993) una de las caracteristicas
de estos grupos de vegetacion es que presentan una menor amplitud de variacion de
temperatura y humedad relativa, en relacién con la vegetacion circundante. Link (1997),
menciona a las poaceas Andropogon sp., Eryngium sp. y P. urvillei como hospederos de
T. limbativentris en Sao Sepe-RS-Brasil, observandose que estos grupos abrigan mayor
namero de ejemplares. La especie Eryngium horridum, perteneciente a la familia de las
Apiaceae fue, junto a 4. lateralis (Poaceae), la de mayor frecuencia en las TR de Paso
de los Libres, en donde se muestreo el mayor numero de chinches adultas de T.
limbativentris.

En las muestras de TR de Scorza Cué¢ las especies vegetales de mayor frecuencia
son P. plicatulum e H. amplexicaulis (ambas poaceas) sobre esta ultima se observé la
mayor proporcion de adultos de 7. limbativentris, especie no citada en la bibliografia
con anterioridad. Las especies vegetales que caracterizaron las muestras de Virasoro son
dos poaceas: P. plicatulum y P. urvillei. En las muestras pertenecientes a Mercedes dos
podaceas presentaron la mayor frecuencia P. notatum y C. polydactyla. En Corrientes, la

TR se caracterizo principalmente por la mayor frecuencia de P. hidrophilum.

Kruger, Ratl Daniel



41
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Fig. 11: Especies vegetales presentes de mayor frecuencia en las taipa ronda (TR) al
momento de los muestreos invernales de chinches adultas de 7. limbativentris

Al muestrear los LAP, se encuentra una diversidad de especies vegetales que
buscan colonizar los lotes post-cosecha del cultivo del arroz (Fig. 12). En estos LAP los
adultos de T. limbativentris no se encontraban bajo o dentro de la vegetacion, sino que
estaban ubicados debajo del abundante rastrojo del cultivo, principalmente sobre las
taipas o donde por motivos de la cosecha el rastrojo queda acumulado. Los LAP,
presentan con mayor frecuencia individuos de la familia Poaceae (Cynodon dactylon,
Paspalum almun, P. plicatulum, Bromus unioloides, Steinchisma hians, Digitaria
sanguinalis, Eragrostis bahiensis, Hypoginium virgatum, Luziola leiocarpa, Panicum
sabulorum), Ciperaceae (C. entrerrianus 'y Rynchospora tenuis), Asteraceae

(Hypochoeris sp., Soliva pterosperma y Conyza bonariensis) entre otras (ej. Pfaffia
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tuberosa que pertenece a la familia de las Amaranthaceae). En los LAP de Corrientes,

no hubo presencia de vegetacion, debido al efecto de una aplicacion de un herbicida

total al momento de post-cosecha.

Sitios muestreados
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Paso de los libres
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Hypoginiwmvirgatun
Eragrostis baliensis
Digitariasanguinalis
Cyperuis entrerrianis

Convza bonariensis

|
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Steinchisma hians
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Oxalis sp.
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Fig. 12: Especies vegetales presentes de mayor frecuencia en los lotes de arroz pie
(LAP) al momento de los muestreos invernales de chinches adultas de 7. limbativentris

enterrado por el laboreo del mismo.
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Al muestrear el CN, se observa que la mayor frecuencia relativa de especies
vegetales pertenecen a la familia Poaceae, en donde se encontraba ubicado el 25,58 %
de las chinches de 7. limbativentris que fueron recolectados (Fig. 13). La zona de
Virasoro se caracterizo por la presencia y abundancia de 4. lateralis. 1ta Ibaté, estuvo
caracterizado por una mayor frecuencia de la especie P. plicatum, mientras las otras
especies presentes no superaban el 20 % de frecuencia relativa. En Corrientes las
muestras estuvieron compuestas en su gran mayoria por la presencia de dos especies,
Schizachyrium microstachyum y P. hidrophilum. En Mercedes, Sporobolus indicus y C.
dactilon fueron las especies de mayor frecuencia. En cambio, en Paso de los Libres,
Chloris canterae y Sorghastrum setosum, tuvieron mayor presencia y abundancia con
respecto a las demas especies. En la zona de 9 de Julio, no se pudo muestrear la
condicion de CN, debido a impedimentos climaticos y en Scorza Cué se encontrod
solamente vegetacion seca en el CN y en la misma no se hallo presencia de chinches

adultas de T. limbativentris.

Schizaclnrivim microstachvum

A_\ZOHOpI LS COmMpPresus

Virasoro

Andropogonlateralis

Sorghastrun setosum

Ervagium horridum

Cynodon dactvion

Pasode los libres

Chioris canterae

Sporobolus indicus

Sitios muestreados
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Cynodon dactvion
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Paspalum plicatulum

Schizaclvrivan microstachvum

Carrientes

Paspalum hidrophilum
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Fad Frecuencia relativa (%
Ciperaceas Otras

Fig. 13: Especies vegetales presentes de mayor frecuencia en los Campos Naturales
aledafios (CN) al momento de los muestreos invernales de chinches adultas de 7.
limbativentris
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Estas especies agrupadas mencionadas anteriormente se caracterizan por formar
matas densas, que tienen una menor amplitud de variacion de la temperatura y humedad
relativa, en relacion a la vegetacion circundante (Ferreira et al., 1997). En todos los
sitios muestreados, que estan caracterizados por estas especies se hallaron adultos de T.
limbativentris. Mielitz, (1993) constatdé a T. limbativentris en grupos de la poacea S.
microstachyum, adyacentes a areas de arroz en el Eldorado en Rio Grande do Sul-
Brasil. Por otro lado, Aner y Becker (1993), estudiaron la ecologia de pentatomidos,
considerando los grupos de S. microstachyum y Andropogon bicornis de la region
arrocera de Eldorado de Sul-RS-Brasil, verificdndose que el estado fisiologico de T.
limbativentris estaba en diapausa imaginal reproductiva y era la especie mas importante
en abundancia y dominancia.

El 63,64 % de los insectos colectados provinieron de los muestreos de Paso de
los Libres y de Mercedes, pertenecientes a la region arrocera del Centro Sur,
caracterizada por lomas de 1 a 3 % de pendiente en general (Ligier, 2008), lo que a
nivel de arroceras presenta un mayor numero de taipas por lotes, condicion que favorece
a la presencia de esta plaga. El 28,29 % de las chinches provenia de la region Norte
(Corrientes, Scorza Cué e Ita Ibaté) y el restante 8,08 % provenia de Virasoro y de 9 de
Julio.

Los resultados obtenidos demuestran que los lugares preferidos para la
hibernacion son los situados proximos y dentro de los lotes, en las partes mas elevadas,
sin anegamiento pero en condiciones humedas, y con presencia de abundante rastrojo o
vegetacion que le brinde proteccion. Como principales sitios hibernantes fueron
identificados las poaceas A. lateralis, P. urvillei e H. amplexicauli, y la Apiaceae E.
horridum (Fig. 14). De acuerdo con Oliveira et al., (2005) si estas plantas no estdn
presentes, la chinche busca otras especies que forman grupos con masa foliar densa
como por ejemplo Eringium eburneum y Erianthus sp. Segin Prando, (2003) cuanto
mas denso sea el grupo o la arquitectura de las plantas, mayor seré la preferencia de la
chinche por esas especies. Los sitios menos preferidos son aquellos cubiertos por una
vegetacion rala o arbustiva.

T. limbativentris es una plaga muy especifica del cultivo del arroz, ya que
prefiere a la misma sobre cualquier otra especie. Una de las estrategias conocidas que
presenta resultados satisfactorios en reducir la infestacion es la eliminacion de los restos
de cosecha en aquellas areas que fueron infestadas anteriormente por esta plaga. Sin

embargo, el cultivo del arroz, estd cada vez mdas volcado hacia una agricultura de

Kruger, Ratl Daniel



45

siembra directa, en la cual, la remocion del suelo es minima, es decir, s6lo se remueve
las curvas de nivel. Esto puede llevar a un aumento en la poblacion inicial de esta plaga
en los lotes arroceros que podria influir en los rendimientos, y en las aplicaciones

necesarias al inicio del cultivo.

Andropogon lateralis

Paspalum hm‘roﬂu.’m ),

J — e LT

Fig. 14: Espec1es Vegetales bajo las cuales se encontraron adﬁltos de T. lzmbanvenms
en los muestreos invernales

2.3.2 Cria y mantenimiento de chinches en laboratorio

Con los adultos de 7. limbativentris obtenidos del muestreo invernal que fueron
alimentados sobre arroz variedad Fortuna INTA en condiciones de inverndculo se logré
que las chinches copulen y coloquen huevos sobre estas plantas. Las oviposiciones
fueron retiradas y colocadas nuevamente sobre plantas de arroz cubiertas con una malla
de tul, en condiciones de laboratorio. Se probaron diversas dietas caseras y en distintas
proporciones (azicar mas agua, miel con agua, otras podceas: A. lateralis, C.
polydactyla, P. urvillei y P. plicatum) y no se logro criarlos con otro sistema que no sea
sobre plantas de arroz. Probablemente esto se deba a que no es una especie polifaga, y

cuando utiliza como fuente de alimento plantas no preferenciales, los mismos se ven
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afectados. También su habito alimentario puede tener influencia, ya que las mismas se
alimentan de los tallos posicionados cabeza abajo.

De las oviposiciones de T. limbativentris que fueron separadas y puestas en cajas
de Petri con un papel de filtro humedecido nacieron cerca del 100 % de las ninfas y se
logré que las ninfas de 1° estadio pasen al 2° estadio sin ningun inconveniente (Tabla
5), siendo los valores de mortalidad en estado de huevo y de ninfa de 1° estadio muy
bajas, 1,92 % y 3,62 % respectivamente. La duracion del periodo embrionario de 7.
limbativentris fue de 5,92 + 1,2 dias. Resultados semejantes fueron obtenidos por Silva
et al., (2004) y Prando et al., (1993) quienes observaron una duracion de 6,9 y 7,5 dias,
respectivamente. El 1° periodo ninfal fue de 6,82 + 2,51 dias, durante este estadio las
ninfas permanecen inmoviles y no se alimentan hasta pasar a su 2° estadio. Valores
similares fueron observados por Silva et al., (2004), de 6,5 £+ 1,66 dias.

Los demas parametros biologicos no fueron tenidos en cuenta, debido a que el
objetivo era lograr la permanencia de los primeros estadios ninfales para luego
colocarlas sobre plantas de arroz, y de alli, obtener los adultos de T. limbativentris para

ser utilizarlos en los ensayos posteriores.

Tabla 5: Valores de parametros bioldgicos obtenidos para Tibraca limbativentris (Stal.,
1980) durante su cria sobre plantas de arroz variedad Fortuna INTA

Parametros medidos en la cria Media D.E.

N huevos/ postura 26,65 11,84

N° Ninfas 1° estadio 26,06 11,5

N° Ninfas 2° estadio 2488 10,59
Mortalidad Huevo a Ninfa 1° (%) 1,96 324
Mortalidad Ninfa 1° a Ninfa 2° (%) 3,62 5,62
Mortalidad Huevo a Ninfa 2° (%) 5,55 5,74
Duracion H-N 1° (dias) 5,94 1,2
Duracion N 1°- N 2° (dias) 6,82 2,51
Duracioén H-N 2° (dias) 12,76 1,89

2.3.3 Aislamiento de hongos entomopatigenos a partir de adultos de T. limbativentris

Se colectaron un total de 293 chinches, de ellas 245 se hallaban vivas y fueron
destinadas a la cria, mientras que 45 chinches se hallaban muertas y fueron separados en
sobres, identificados y llevados a laboratorio para su posterior incubacion. Las chinches
incubadas mostraron presencia de diversos hongos en su superficie, lograndose aislar 11
cepas de hongos entomopatdogenos que fueron incorporados a la Micoteca del

Laboratorio de Hongos Entomopatogenos del IMYZA (Tabla 6), 3 de Beauveria
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bassiana (Cepas Bb 362, Bb 363 y Bb 364) todas provenientes de la EEA Corrientes —
INTA; 5 de Metarhizium anisopliae (Cepas Ma 72 y Ma 74 provenientes de Ita Ibaté,
Ma 73 aislado de campos de Mercedes, y la Ma 75 y Ma 76 provenientes de lotes
arroceros de la EEA Corrientes - INTA) y 3 correspondientes a Paecilomyces lilacinus
(Cepas PI1 35, PI 36 halladas en It Ibaté y P1 33 en Mercedes) (Fig. 15). Segun Tigano-
Milani et al., (1993), el hongo M. anisopliae fue detectado apenas en un 6 % de 81
muestras de suelo oriundas de diferentes municipios Brasileiros, por lo que su
ocurrencia en suelo es baja. Por otro lado, Rampelotti et al., (2007a) observaron la
ocurrencia natural del hongo M. anisopliae, sobre la chinche del tallo durante el periodo

de hibernacion de este insecto.

Tabla 6: Cepas de Beauveria bassiana (Bb), Paecilomyces lilacinus (P1) y Metarhizium
anisopliae (Ma), recolectados en campos arroceros
Cepa Procedencia Fecha
Bb 362 El Sombrero/Ctes/Arg. 17/10/2011
Bb 363 El Sombrero/Ctes/Arg. 07/02/2012
Bb 364 El Sombrero/Ctes/Arg. 27/07/2011

P135 Ita Ibate/Ctes/Arg. 29/07/2011
P136 Ita Ibate/Ctes/Arg. 29/07/2011
P133 Mercedes/Ctes/Arg. 27/07/2011
Ma 72 Ita Ibate/Ctes/Arg. 29/07/2011
Ma 73 Mercedes/Ctes/Arg. 27/07/2011
Ma 74 Ita Ibate/Ctes/Arg. 29/07/2011

Ma 75 El Sombrero/Ctes/Arg. 03/04/2012
Ma 76 El Sombrero/Ctes/Arg. 03/04/2012

Fig. 15: Cadaveres de chinches adultas de 7. limbativentris halladas en los muestreos:
a) Muerta por Beauveria bassiana (Bb), b) Muerta por Metarhizium anisopliae (Ma) y
¢) Muerta por Paecilomyces lilacinus (P1)

Kruger, Raul Daniel



48

CAPITULO 3

Bioensayos para seleccionar la cepa promisora para el control de
Tibraca limbativentris.

3.1 INTRODUCCION

Entre los patdogenos evaluados como una alternativa al control quimico de las
chinches, los hongos entomopatéogenos han sido los mas promisorios (Roessler, 1989;
Parella y Lewis, 1997; Samish y Rehacek, 1999; Chandler et al., 2000) dado que
presentan una amplia distribucion y un gran espectro de hospedadores; ademas la
principal via de infeccion se produce por penetracion del hongo a través de la cuticula
del huésped, sin necesidad de que se produzca ingestion del propagulo, como en el caso
de las bacterias, los virus y los protozoarios.

El uso de hongos entomopatogenos es mundialmente conocido y, entre estos, los
hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae son utilizados como agentes
biocontroladores de plagas agricolas de varias especies de diversos ordenes (Alves et
al., 2008), inclusive Hemiptera (Butt et al, 1994; Loureiro y Moino Jr., 2006).
Investigaciones pioneras realizadas en Asia, evaluaron el efecto de los hongos
entomopatdgenos M. anisopliae y B. bassiana sobre el pentatomido Scotinophara
coarctata (F.) que atacan al tallo del arroz (Rombach et al., 1986). Martins y Lima,
(1994) sugieren que el habito de localizacion del insecto y de las condiciones micro
meteorologicas entre los tallos de arroz serian adecuadas para el establecimiento y
diseminaciéon de los hongos entomopatogenos en los arrozales. Estos autores
demostraron la eficiencia de una cepa de M. anisopliae en el control de la chinche del
tallo. Posteriormente, otras cepas de M. anisopliae y de B. bassiana fueron evaluadas en
cuanto a su virulencia para 7. limbativentris en condiciones de laboratorio (Martins et
al., 1997), demostrando una mayor eficiencia de M. anisopliae para el control de esta
plaga.

Existe una alta diversidad genética dentro de las cepas de una misma especie de
hongo. Por lo tanto, es necesario seleccionar cepas para el control de una determinada
especie de insecto a través del muestreo de incidencias naturales y posteriores
bioensayos para determinar la virulencia de las cepas sobre el insecto plaga (Santos et

al., 2002; Loureiro et al., 2005).
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En la actualidad, las investigaciones sobre el tema reflejan la tendencia general
al desarrollo de micoinsecticidas, es decir, productos formulados con hongos
entomopatogenos destinados a su utilizacidon como insumos en la produccion agricola,
para la sanidad animal o en la prevencion de enfermedades humanas. Por ello, es
necesario conocer la compatibilidad del patdégeno con otras practicas agricolas para
evitar pérdidas de eficiencia de control y facilitar la seleccion de estos productos
(Hirose et al., 2001; Neves et al, 200la). El uso de productos fitosanitarios
incompatibles puede inhibir el desarrollo y la reproducciéon de estos patdgenos,
afectando el control de plagas (Jaronski, 2010). Segun Alves et al., (1998b) se pueden
presentar diversos efectos de los productos fitosanitarios sobre los hongos
entomopatdgenos, ya sean deletéreos, nulos o sinérgicos. Estos efectos pueden variar
dependiendo de la especie, la cepa patdogena, el principio activo y la dosis usada (Purwar
y Sachan, 2006). Batista Filho et al., (2001) relatan la importancia de la interaccion
entre insecticidas quimicos y hongos entomopatogenos. Segun estos autores, el control
del insecto plaga podria ser aun mas eficiente si existiese compatibilidad entre el
insecticida y la cepa fungica, ya que el fitosanitario desempeia su capacidad estresante
facilitando la accion répida y facil de los hongos entomopatogenos. En algunos casos,
productos fitosanitarios compatibles podrian ser utilizados en conjunto con hongos
entomopatdgenos a modo de incrementar su eficiencia (Moino y Alves, 1998). El
conocimiento de la interaccion entre los hongos entomopatdgenos y los productos
fitosanitarios puede facilitar la eleccion de los productos a usar en programas de MIP.

Al menos 12 especies de hongos han sido utilizadas como ingredientes activos
en micoinsecticidas. Durante las ultimas 4 décadas, alrededor de 80 empresas en el
mundo han desarrollado un total de 171 micoinsecticidas y micoacaricidas. Los paises
que producen mayor cantidad de micoinsecticidas son en primer lugar Brasil contando
con 35 productos en el mercado formulados con B. bassiana y M. anisopliae (Boveril,
Metarril, Metarriol, entre otros) para el control de diferentes artropodos plaga seguido
por Estados Unidos y México con 22 y 18 productos respectivamente (Mycar, Botani
Gard, Laginex, Pae-Sin, Meta-Sin, etc). Colombia, Costa Rica y Cuba también cuentan
con algunos de estos productos en el mercado. Los productos desarrollados en América
del Sur representan el 42,7 %, mientras que los de América del Norte solo representan
el 20,5 % del total; en orden decreciente le sigue América Central con un 7 % y
finalmente Africa y Oceania con un 2,9 % y 2,3 % respectivamente (Faria y Wraight,

2007). En nuestro pais, existe un producto a base de B. bassiana para el control de
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vinchuca (7riatoma infestans — Hemiptera: Reduviidae) que estd en tramite de registro
en la ANMAT, y otro en proceso de registro en SENASA para el control del psilido de
la yerba mate, ambos fueron realizados conjuntamente por la empresa Laboratorios
Biagro S.A. y el Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA, INTA,
Castelar).

Para utilizar hongos entomopatégenos como bioinsecticidas deben producirse
cantidades masivas del mismo, que permita una buena relacion costo - rendimiento en la
produccion, manteniendo su capacidad infectiva por un periodo de tiempo considerable.
Actualmente, la mayor producciéon de los hongos entomopatogenos se basa en la
multiplicacidn masiva en un sustrato natural. Siendo el arroz el mas utilizado, debido a
su bajo costo (Leite et al., 2003). Estos sustratos proporcionan todos los nutrientes
necesarios para el crecimiento y reproduccion de los hongos (Alves et al., 2008).

La produccion de hongos sobre medios solidos, por no requerir tecnologias
mejoradas como las exigidas en la fermentacion liquida, es la forma utilizada con mayor
frecuencia. Este método permite la produccion directa de unidades infectivas y debido a
su simplicidad de produccion es usado en varios paises para la produccion artesanal y
semi-industrial de hongos entomopatogenos (Alves et al., 1998a). Se considera que esta
técnica es la forma de produccion mas adecuada para los hongos que producen conidios
aéreos como M. anisopliae y B. bassiana, ya que en funcion de sus necesidades
nutricionales y metabdlicas, estos entomopatogenos se adaptan mejor a estos procesos
(Moino Jr., 2000). Asimismo, los conidios pueden ser separados facilmente del sustrato
y, generalmente, presentan buena virulencia para las plagas objetivos (Alves et al.,
2008).

La formulacion es la etapa fundamental en el desarrollo de un bioinsecticida,
ya que la misma asegura que el ingrediente activo junto con otros materiales forme un
producto estable, seguro, efectivo y facil de aplicar (Batista Filho et al., 1998). Una
formulacion Optima debe asegurar la estabilidad bioldgica y fisica del producto en
condiciones de almacenamiento y debe optimizar la viabilidad y actividad
biocontroladora del principio activo (Ramle et al., 2004). En toda formulacion se
distinguen dos tipos de componentes: el principio activo responsable de la actividad
biocontroladora y los excipientes que comprenden el vehiculo que puede ser solido o
liquido y los coadyuvantes que ayudan a mejorar o modificar la accidon del principio
activo. Los excipientes deben ser inertes frente al microorganismo y frente a las plagas

(Espinel et al., 2008). La formulacion tiene por objetivo: a) estabilizar el agente
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biolégico en la produccidn, distribucion y almacenamiento, b) facilitar el manejo y
aplicacion del producto, c¢) proteger el agente bioldgico contra los factores ambientales
adversos (UV, baja humedad relativa, altas temperaturas), aumentando su persistencia
en el medio ambiente, d) aumentar o mantener la virulencia del agente biologico,
aumentar su reproduccion, el contacto y la interaccion con la plaga (mejorar la
adhesion) y, e) aumentar la seguridad del producto para el usuario, reduciendo el riesgo
de inhalacion, irritaciéon de ojos, etc. (Burges y Jones, 1998). Para ser formulado, la
viabilidad del hongo no debe ser menor de 95 % y el contenido de humedad debe estar
entre 4 — 6 % (Vélez et al., 1997; Carballo, 1998; Monzon, 2001; Teera-Arunsiri et al.,
2003). Los materiales utilizados en la formulacion no deben tener actividad biologica ni
afectar la actividad del hongo, deben ser inocuos al ambiente, presentar caracteristicas
fisicas adecuadas para mezclarse con los conidios, facilitar la aplicacion del producto y
ser econdmicamente rentables (Carballo, 1998).

Estas consideraciones permiten inferir que se deberia comenzar con la
seleccion de cepas fungicas efectivas sobre 7. limbativentris, con la finalidad de arribar
a la formulacion de un micoinsecticida. Si se logra este objetivo, el impacto sobre el
ambiente sera positivo debido a que se podréd disminuir la dependencia actual de
productos quimicos para el control de la chinche del tallo del cultivo del arroz.

Los objetivos en esta etapa fueron:

- Seleccionar aislamientos de hongos entomopatdgenos nativos o de micoteca por
su patogenicidad y virulencia sobre adultos de 7. limbatriventis.

- Determinar para la/s cepa/s fingica/s seleccionada/s el Tiempo de Supervivencia
Media (STso) y la Concentracion Letal Media (CLsyp) sobre adultos de T.
limbativentris y su compatibilidad con diversos productos fitosanitarios usados
frecuentemente en el cultivo del arroz.

- Evaluar la producciéon masiva de conidios de la/s cepa/s seleccionada/s sobre
diversos sustratos en fermentacion en medio sélido (FMS) y desarrollar una
formulacion experimental del micoinsectida.

- Evaluar la eficacia de los micoinsecticidas que mejores resultados brinden sobre

adultos de T. limbativentris bajo condiciones de invernaculo.
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3.2.1.1 Seleccion de hongos entomopatégenos para el control de T. limbativentris

Se evaluaron en total 32 aislamientos nativos de nuestro pais de los hongos

entomopatdgenos Beauveria bassiana (Bb), Paecilomyces lilacinus (Pl) y Metarhizium

anisopliae (Ma) (Tabla 7).

Tabla 7: Origen de los aislamientos de Beauveria bassiana (Bb), Paecilomyces
lilacinus (Pl) y Metarhizium anisopliae (Ma) evaluados sobre adultos de 7.

limbativentris
Aislamiento N° Procedencia Hospedante Original
Bb 23 Pergamino/Bs As/Arg. Diatraea saccharalis (Lep: Pyralidae)
Bb 37 Oliveros/S. Fe/Arg. Nezara viridula (Hem: Pentatomidae)
Bb 59 Oliveros/S. Fe/Arg. Nezara viridula (Hem: Pentatomidae)
Bb 61 Oliveros/S. Fe/Arg. Nezara viridula (Hem: Pentatomidac)
Bb 62 Oliveros/S. Fe/Arg. Nezara viridula (Hem: Pentatomidae)
Bb 63 Oliveros/S. Fe/Arg. Nezara viridula (Hem: Pentatomidae)
Bb 64 Oliveros/S. Fe/Arg. Nezara viridula (Hem: Pentatomidae)
Bb 65 Oliveros/S. Fe/Arg. Nezara viridula (Hem: Pentatomidae)
Bb 66 Oliveros/S. Fe/Arg. Nezara viridula (Hem: Pentatomidae)
Bb 301 Reconquista/S. Fe/Arg. Dyscinetus hidrophiloides (Col: Escarabeidae)
Bb 360 Los Conquistadores/E. Rios/Arg. Oebalus poecilus (Hem: Pentatomidae)
Bb 361 Los Conquistadores/E. Rios/Arg. Oebalus poecilus (Hem: Pentatomidae)
Bb 363 El Sombrero/Ctes/Arg. Tibraca limbativentris (Hem: Pentatomidae)
Bb 364 El Sombrero/Ctes/Arg. Tibraca limbativentris (Hem: Pentatomidae)
P133 Mercedes/Ctes/Arg. Tibraca limbativentris (Hem: Pentatomidac)
P134 Los Conquistadores/E. Rios/Arg. Oebalus poecilus (Hem: Pentatomidae)
Ma 20 Castelar/BsAs/Arg. Acromyrmex lundi (Hym: Formicidae)
Ma 45 Huerta Grande/Cba./Arg. Suelo
Ma 46 Huerta Grande/Cba./Arg. Suelo
Ma 47 Las Toscas/S. Fe/Arg. Suelo
Ma 48 Las Toscas/S. Fe/Arg. Suelo
Ma 49 Las Toscas/S. Fe/Arg. Suelo
Ma 50 Las Toscas/S. Fe/Arg. Suelo
Ma 64 Rosario/Sta Fe/Arg. Suelo
Ma 65 Rosario/Sta Fe/Arg. Suelo
Ma 66 Rosario/Sta Fe/Arg. Suelo
Ma 69 Lujan/BsAs/Arg. Suelo
Ma 70 Armstrong/Sta Fe/Arg. Suelo
Ma 71 Armstrong/Sta Fe/Arg. Suelo
Ma 72 Ita Ibate/Ctes/Arg. Tibraca limbativentris (Hem: Pentatomidae)
Ma 73 Mercedes/Ctes/Arg. Tibraca limbativentris (Hem: Pentatomidae)
Ma 74 Ita Ibate/Ctes/Arg. Tibraca limbativentris (Hem: Pentatomidae)
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Para la utilizacion de las cepas fue necesario realizar repiques y asi obtener
nuevos subcultivos de las mismas. EI medio de cultivo utilizado fue PDA (Merk®) para
P. lilacinus y M. anisopliae, mientras que se utiliz6 MC para B. bassiana. Las placas
fueron incubadas durante 10 dias a 27 + 1°C, con 14 hs de fotofase para Ma y P, y
oscuridad para Bb. A partir de estos nuevos repiques se prepararon las suspensiones.
Los conidios producidos fueron colectados por raspado y transferidos a 9 ml de una
solucion de Tween 80 (0,05 %) y ajustada a 5 x 10° conidios/ml utilizando una camara
de Neubauer. El dia antes de la realizacion del ensayo, los insectos fueron desinfectados
superficialmente.

Las unidades experimentales (UE) constaron de un vaso de 1 litro de capacidad,
con una planta en su interior y con arena esterilizada; los vasos fueron perforados en la
parte inferior e introducidos en un recipiente con agua para mantener la humedad, los
mismos se cubrieron individualmente con una malla de polietileno transparente con
perforaciones de aproximadamente 1 mm para mantener el intercambio gaseoso. En
cada UE fueron colocados 5 adultos de 7. limbativentris los cuales fueron sumergidos
en las suspensiones fungicas durante 15 segundos; el testigo se sumergié en 30 ml de
solucion de Tween 80 (0,05 %). El disefio experimental fue completamente al azar, con
3 repeticiones, cada uno con 5 insectos (Fig. 16). Después de la aplicacion de los
tratamientos, las UE fueron incubadas en camara de crecimiento a 27 + 1°C con 14
horas de fotofase.

Las evaluaciones de mortalidad fueron diarias y por un periodo de 15 dias. Los
insectos muertos fueron desinfectados superficialmente, colocados en camaras humedas
e incubados por 15 dias a 27 + 1°C con 16 horas de fotofase, para confirmar la micosis.

Los datos fueron sometidos a analisis estadistico usando el Paquete estadistico R
version 2.12.0. Los datos de mortalidad de chinches de cada aislamiento fueron
comparados mediante ANOVA a fin de seleccionar aquellos que causaron mayores
mortalidades. Ademas se us6d el Analisis de Supervivencia de Kaplan-Meier para
determinar el tiempo de supervivencia media (STso) de aquellas cepas que superaban el

50 % de mortalidad.
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Fig. 16: Experimento I. Seleccion de Cepas. ) Suspension fungica; b) Adultos después
de sumergidos en la suspension; ¢ y d) Unidades experimentales

3.2.1.2 Evaluacion de la virulencia de la cepa Ma 72 de M. anisopliae sobre adultos
de T. limbativentris

Con la cepa seleccionada del bioensayo de seleccion de hongos
entomopatdgenos para el control de 7. limbativentris (3.2.1.1) se calculd la CLspy CLoo
sobre los adultos de 7. limbativentris. Para ello se realizé un ensayo de Probit con ocho
suspensiones (5 x 10°, 1 x 10%, 5 x 10 1 x 107, 5 x 10", 1 x 10%, 5 x 10%, 1 x 10’
conidios/ml) de la cepa. Se realizaron 2 repeticiones de 10 insectos adultos c/u, los
cuales fueron sumergidos en las respectivas suspensiones y posteriormente colocados en
cada UE. Después de la aplicacion de los tratamientos, las UE fueron incubadas en
camara de crecimiento a 27 + 1°C con 14 horas de fotofase. Las evaluaciones de
mortalidad fueron diarias y por un periodo de 15 dias, los insectos muertos fueron
llevados al laboratorio para confirmar la micosis a través de cdmaras himedas (27°C +
1°Cy 16:8 L:0O).

Se estimaron los valores de CLso y CLgy usando el andlisis Probit, mediante el uso del

software POLO-PC (Haddad, 1998) basado en el método de Finney (Finney, 1971).
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3.2.2 Evaluacion de la compatibilidad de cepa Ma 72 de M. anisopliae con productos
fitosanitarios

Se evalu6 la compatibilidad in vitro de la cepa Ma 72 de M. anisopliae
seleccionada por su efectividad sobre 7. limbativentris mediante los bioensayos con
adultos, frente a los diversos productos fitosanitarios cominmente usados en el cultivo

del arroz (Kraemer et al., 2008) (Tabla 8).

Tabla 8: Productos fitosanitarios usados comunmente en el cultivo del arroz y
utilizados en los bioensayos de compatibilidad con la cepa Ma 72 de M. anisopliae

Productos evaluados Marca comercial  Categoria Dosis recomendada
1) Glifosato 66,2% Round Up Full II® SL' H 3 Its/ha
2) Bispiribac Sodio 40% Nominee 40® SC' H 100 cm3/ha
3) Imazapic 17,2% + Imazapyr 52,5% + Coadyuvante Kifix® WG' H 210 gr/ha + Coad. 250 gr/ha
4) Cyahalofop Butil 19% Clincher 200® EC' H 1,8 Its/ha
5) Penoxsulam 24% Ricer® SC! H 180 cm3/ha
6) Sal potasica de picloram 28% Tordon 24 K® SL' H 100 cm3/ha
7) Thiametoxan 14,1% + Lamdacialotrina 10,6% Engeo 247® sc! 1 300 cm3/ha
8) Imidacloprid 10% + Lamdacialotrina 1,25% Comba® SC! I 700 cm3/ha
9) Gammacialotrina 15% Fighter Plus® SE! 1 100 cm3/ha

'Formulaciones: SC=Suspension Concentrada, SL=Concentrado Soluble, WG=Granulo
Dispersable, EC=Concentrado Emulsionable, SE=Suspension de Encapsulado.
Producto fitosanitario: H=Herbicida, I=Insecticida

Las concentraciones finales de las suspensiones fueron ajustadas a 10 %, 50 %,
100 %, y 200 % de la dosis recomendada por el fabricante del producto (DR), siguiendo
la metodologia de Lecuona et al., (2001). Se incorporaron 0,2 ml de la cepa Ma 72 con
una concentracion de 5x10” conidios/ml a la suspension para obtener un volumen final
de la mezcla de 50 ml en frascos Erlenmeyer. Todos los tratamientos fueron
comparados con un testigo representado por conidios agregados al agua sin ninglin
producto fitosanitario (0 % DR). Se realizaron tres repeticiones de cada tratamiento,
incluyendo el testigo. Las mezclas fueron agitadas de forma continua a 180 rpm, por 16

horas y a 26 °C (Fig. 17).
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Fig. 17: Suspensiones de la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae mezclados con
distintas dosis de agroquimicos: a) Suspensiones puestas en agitacion constante durante
16 hs; b) Luego de las 16 hs de agitacion y previo a la siembra en placa

Cada mezcla fue diluida en forma seriada hasta 10.000 veces y se sembraron 100
pl en superficie sobre cajas de Petri con PDA mas antibiotico (0,5 % clorafenicol) y
posteriormente incubadas a 26 °C. Tres placas se sembraron por repeticion. Las
unidades formadoras de colonias (UFC) fueron contadas 3 dias mas tardes. Estos datos
fueron sometidos a analisis estadistico usando el Paquete estadistico R version 2.12.0.
Cada producto fitosanitario fue analizado por separado. Los datos las UFC de cada
tratamiento fueron comparados mediante ANOVA por medio del test de Tukey (o =

0,05).

3.2.3 Produccion masiva de la cepa Ma 72 de M. anisopliae sobre diversos sustratos
en fermentacion en medio sdlido (FMS)

La produccion de la cepa Ma 72 de M. anisopliae (seleccionada a partir de los
bioensayos) se efectué en FMS mediante los siguientes pasos (Fig. 19):
Multiplicacion del hongo en medio de cultivo artificial

El hongo fue inicialmente cultivado en cajas de Petri con PDA mas antibidtico
(0,5 % cloranfenicol) para la obtencién de conidios jovenes. Estas placas fueron
identificadas e incubadas en cdmara climatizada a 25 + 1°C, por 10 dias.
Multiplicacion del hongo en medio sdlido

Los medios so6lidos utilizados (sustratos) fueron: arroz parbolizado (testigo),

arroz blanco entero, arroz quebrado, arroz cascara, arroz integral, trigo descascarado
y cascara de arroz. Se colocaron 45 gr de cada medio solido en bolsas de
polipropileno y se adicionaron 22,5 ml de agua destilada estéril, una vez que el
sustrato absorbio el agua, este se esparcid dentro de la bolsa homogéneamente hasta

lograr una lamina delgada. Las bolsas se cerraron mediante una bandita eldstica y se
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colocaron en autoclave durante 20 min a 121 °C y 1 Kg/cm® de presion. Una vez
finalizado el ciclo, se dejo enfriar el sustrato y se inoculd bajo condiciones asépticas
(dentro de una cabina de flujo laminar) con 100 pl/bolsa (45 gr sustrato) con una
suspension de 8,5 x 10° conidios viables/ml de la cepa Ma 72. Las bolsas fueron
cerradas por medio de una engrapadora y agitadas por aproximadamente 2 minutos y
posteriormente se incubaron a 26 °C durante 12 dias (Fig. 18a). Se realizaron tres
repeticiones de cada tratamiento, incluyendo el testigo.
Secado de los conidios

Finalizado el tiempo de incubacion, las bolsas se abrieron en una sala aséptica
con un flujo de aire a 29 = 1 °C en total oscuridad durante un periodo de 48 hs. Ademas,
se utilizaron dos deshumidificadores para acelerar el proceso de secado de los sustratos
fermentados hasta una HR < 10 % (Fig. 18b).
Separacion de los conidios del sustrato

Para separar los conidios de los granos de arroz, se tamiz6 cada tratamiento

por separado, durante 20 min a 460 rpm, por medio de una malla metéalica de 300

micras (Fig. 18c).

Fig. 18 Produccion de la cepa Ma 72 de M. anisopliae en fermentacion en medio

solido: a) Diferentes sustratos esterilizados; b) Secado de las esporas (conidios); ¢)

Separacion del polvo de conidios del sustrato; d) Almacenamiento de conidios en
camara de frio.
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Fig. 19: Esquema de produccion de la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae

Evaluaciones realizadas

Con el polvo de conidios obtenido se calcularon los siguientes parametros:
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1-

Gramos de polvo de conidios producido por kilogramos de sustrato. Se pesaron los
polvos tamizados de cada tratamiento y su repeticion por separado. Posteriormente
se calculo el porcentaje de humedad de cada uno por medio del método
gravimétrico (en una estufa a 80-90°C hasta peso constante).

Numero de conidios por gramo de polvo de conidios. Para calcularlo se retiraron
0,05 gramos de polvo de conidios de cada tratamiento y su repeticion y el conteo se
realizé con ayuda de una Camara de Neubauer (aumento de 400 veces).

Numero de conidios por kilogramo de sustrato. El mismo se obtiene a partir del los
datos anteriores (Numero de conidios/kilogramos sustrato = gramos polvo de
conidios/kilogramo sustrato*nimero de conidios/gramos polvo de conidios).
Viabilidad de los conidios. Para determinar la viabilidad se tom6 una proporcion de
polvo de conidios (0,15 — 0,2 mg) con una espatula y se transfirid a tubos con 10 ml
de Tween 80 (0,05 %). De cada suspension se sembraron 100 pl en superficie sobre
cajas de Petri con PDA mas antibidtico (0,5 % clorafenicol) y posteriormente
incubadas a 26 °C. Después de 24 horas de incubacion, se realizé la lectura de la

germinacion con ayuda de un microscopio optico con aumento de 400 veces.
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Los datos fueron sometidos a analisis estadistico usando el Paquete estadistico R
version 2.12.0. Los pardmetros de produccion evaluados de cada tratamiento fueron
comparados mediante ANOVA por medio del test de Tukey (a = 0,05) a fin de

utilizarlos como criterio de seleccidn.

3.2.4 Seleccion de coadyuvantes de formulacion segun su compatibilidad con la cepa
Ma 72 de M. anisopliae

Se obtuvieron los conidios puros de la cepa Ma 72 de M. anisopliae incubados
en PDA y se prepar6 una suspensién de 1 x 107 conidios/ml; posteriormente se
agregaron los aditivos de acuerdo con el tratamiento correspondiente (Tabla 9). Cada
suspension fue mantenida sobre agitacion por aproximadamente 2 horas, a temperatura
ambiente. De cada tratamiento se sembraron 100 pL en seis cajas de Petri con medio en
PDA mas antibidtico (0,5 % cloranfenicol). Las cajas se incubaron a 25 £+ 1°C y al cabo
de 24 y 48 horas se determind la germinacion de los conidios mediante observacion al

microscopio Optico con aumento de 400 veces.

Tabla 9: Coadyuvantes de formulacion analizados

Trat. Principio activo Marca comercial Categoria Dosis evaluada
1 Polisorbato éster Tween 80 Tensoactivo No ionico y emulsionante 5% viv
2 Alcoxilato de alcoholes grasos Coadyuvante- Humectante- 5% viv
. Pluratac .
3 lineares Adherente No ionico 10% viv
Aceite minarel - Mezcla d 9

4 cere e czea € Bayer Xtra Coadyuvante emulsionable 3% VNV
5 hidrocarburos saturados 10% v/v
6 Corrector de pH Total I Corrector- Secuestrante 1,5% viv
7 Aceite Vegetal de Soja Oleo Coadyuvante No ionico 5% viv

Los aditivos usados se emplean habitualmente como coadyuvantes y tienen
como funcién mejorar la dispersion de los productos aplicados. El coadyuvante Bayer
Xtra® es un aceite emulsionable (formulacién compleja de hidrocarburos saturados con
un nimero de carbonos dentro del intervalo de C15 — C50) que se usa con graminicidas.
El Plurafac® es un coadyuvante, humectante y adherente (mezcla de alcoxilato de
alcoholes grasos lineares) especialmente indicado para su aplicacion conjunta con el
herbicida Facet en el cultivo de arroz. El Tween 80® (polisorbato 80), es un tensoactivo
no idnico y emulsionante que se utiliza en bioensayos para permitir la dispersion de

esporas del hongo en agua. El Oleo® es un aceite vegetal de soja (alta viscosidad y baja
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volatibilidad), mientras que el Total I®, es un corrector de pH y secuestrante de
cationes.

El disefio experimental fue completamente al azar. Los datos fueron sometidos a
analisis estadistico usando el Paquete estadistico R version 2.12.0. Los datos de
germinacion de cada tratamiento fueron comparados mediante ANOVA por medio del

test de Tukey (a0 = 0,05) a fin de utilizarlos como criterio de seleccion.

3.2.5 Ensayos de diferentes formulaciones experimentales sobre la viabilidad en el
almacenamiento de conidios de la cepa Ma 72 de M. anisopliae

Se evaluaron dos tipos de formulaciones: Polvo Mojable (PM) y Concentrado
Emulsionable (CE) y dos temperaturas de almacenamiento: 6 y 20 °C, sobre la
viabilidad de conidios de /a cepa Ma 72 (Tabla 10 y Fig. 20). Se utilizo esta cepa en
este experimento debido a que es altamente virulenta contra la chinche del tallo, T.

limbativentris.

Tabla 10: Ensayo de formulaciones a diferentes temperaturas de almacenamiento

Trat. Almacenamiento  Formulado Principio activo Inertes

1 6°C 100% Conidios puros -

2 6°C Polvo Mojable 85% Fecula Maiz

3 6°C (PM) 15% Conidios puros 85% Talco mineral

4 6°C 85% Arroz molido

5 6°C 85% Oleo

6 6 °C Oleo Emulsionable o 80% Oleo + 5% Plurafac
15% Conidios puros

7 6°C Concentrado(CE) 80% Oleo + 5% Bayer Xtra

8 6°C 80% Oleo + 5% Tween 80%

9 20°C 100% Conidios puros -

10 20°C Polvo Mojable 85% Fecula Maiz

11 20°C (PM) 15% Conidios puros 85% Talco mineral

12 20°C 85% Arroz molido

13 20°C 85% Oleo

14 20°C Oleo Emulsionable - 80% Oleo + 5% Plurafac
15% Conidios puros

15 20°C Concentrado(CE) 80% Oleo + 5% Bayer Xtra

16 20°C 80% Oleo + 5% Tween 80%
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Fig. 20: Formulacion de la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae: a) Polvo Mojable
(PM): Pre-mezcla de polvo de M. anisopliae mas inerte; b) Concentrado Emulsionable
(CE): Pre-mezcla de polvo M. anisopliae mas oleo y coadyuvantes; ¢) Formulaciones
terminadas

Los conidios fueron obtenidos del ensayo de produccion, en donde una vez
evaluados se realizO una mezcla de aproximadamente 20 minutos de todos los
tratamientos (excepto trigo y cascara de arroz ya que poseian restos del sustrato ademas
de conidios). Basados en los parametros de productividad (nimero de conidios por
gramo) y de calidad (viabilidad de los conidios) se estimo el porcentaje de principio
activo que deberia tener el formulado, para lograr una dosis de 2 x 10'* conidios
viables/ha en un formulado de 1 litro. Para todos los formulados se estandariz6 en un 15
% de principio activo, excepto para el testigo que lleva el 100 % de conidios puros
secos, como un estandar para comparaciones generales. Se utilizaron tubos de 15 ml de
capacidad y se sellaron con algodoén mas una cobertura de polipropileno para evitar el
intercambio de humedad y aire. Una vez preparado todos los formulados se

almacenaron a 6 y 20 °C.
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La mezcla de los formulados en base a PM se realiz6 con ayuda de un mezclador
durante 5 minutos. Para los formulados en base a CE la mezcla se realizé con la ayuda
de un vortex durante 5 minutos, para romper las cadenas de conidios y reducir la
formacion de grumos.

La viabilidad inicial de los conidios se evalué en tres momentos: previo al
almacenamiento, a los 50 y 100 dias de almacenados. Para facilitar el conteo de
germinacion, se tomo una alicuota de 1 ml o gr (que contiene aproximadamente 5,5 x
10° conidios) de cada tratamiento/repeticion de los formulados almacenados y se realizo
una suspensién que se ajustd a 5 x 10 conidios/ml, se sembraron 100 pL de la
suspension en tres cajas de Petri con medio PDA mas antibiotico (0,5 % cloranfenicol).
Las cajas se incubaron a 25 °C y al cabo de 24 horas se determino la germinacion de los
conidios mediante observacion al microscopio O6ptico con aumento de 400 veces (Moore
et al., 1993). Con esta evaluacion se determino la pérdida de viabilidad de los conidios
en el tiempo.

Este experimento tuvo un disefio factorial con 16 tratamientos, dos principales
factores (formulaciones con ocho niveles y la temperatura con dos niveles) y con dos
replicas de cada tratamiento. El tiempo de almacenamiento se analiz6 por separado. Los
datos de viabilidad de conidios fueron sometidos a analisis estadistico usando el Paquete
estadistico R version 2.12.0 y comparados mediante ANOVA por medio del test de
Tukey (a = 0,05).

3.2.6 Evaluacion en condiciones controladas de la eficacia de los micoinsecticidas
sobre adultos de T. limbativentris

Este experimento fue realizado en la EEA Corrientes — INTA. Para este ensayo se
infectaron plantas de arroz con 69 dias de edad, ubicadas en jaulas, con 10 adultos de T.
limbativentris por cada unidad experimental (Fig. 21a), obtenidos de la cria de este
insecto y aplicando una suspension acuosa de los formulados con la cepa Ma 72 (Tabla
11). El material fingico fue producido mediante FMS en bolsas de polipropileno. Se
elaboraron los formulados seleccionados en base a los parametros de productividad
(mimero de conidios por gramo) y de calidad (viabilidad de los conidios) para lograr
que el formulado contenga el porcentaje de principio activo necesario para lograr una

dosis de 2x10"* conidios viables/ha en un formulado de 1 litro (Fig. 21b).
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El disefio experimental fue completamente al azar, con 3 repeticiones por cada
tratamiento. Para la aplicacion se utilizd un pulverizador de mochila presurizado con
CO,, utilizando un caudal 150 litros por hectarea. Después de la aplicacion de los
tratamientos, las UE fueron colocadas en condiciones de invernaculo (aproximadamente
30 °C, 70 % HR y un Fotoperiodo de 13:11 (L:O) y el riego fue controlado para

mantener el suelo saturado, mediante un aprovisionamiento desde la parte inferior de las

macetas.
Tabla 11: Ensayo de eficacia en condiciones de invernaculo
Trat. Producto aplicado Doszf p - Dosis Formulado
(N° conidios/ha)
1 Testigo (sin aplicacion) 0 0
2 PM: 100% Conidios Puros Ma 72 2,00E+12 40 gramos/ha’
3 PM: 15% Ma 72 + 85% Arroz molido 2,00E+12 500 gramos/ha
4  CE: 15% Ma 72 + 80% Oleo + 5% Bayer Xtra 2,00E+12 500 gramos/ha
5 CE:15% Ma 72 + 80% Oleo + 5% Tween 80% 2,00E+12 500 gramos/ha

'Se obtuvo una concentracion de 5,75x10" esporas/gramos de conidios y 91,73 % de viabilidad
de conidios.

Fig. 21: Material para el ensayo de eficacia: a) Unidades experimentales, plantas de
arroz variedad “Fortuna INTA”; b) Formulados de la cepa Ma 72 de M. anisopliae
seleccionados para el ensayo de eficacia en condiciones de invernaculo

Las evaluaciones de mortalidad fueron realizadas diariamente durante 30 dias.
Solamente las chinches muertas con micosis confirmada se utilizaron para el analisis de
virulencia.

Los datos de mortalidad de chinches de cada formulado fueron sometidos a
andlisis usando el Paquete estadistico R version 2.12.0 y comparados mediante ANOV A
a fin de seleccionar aquellos que causaron mayor mortalidad. Ademas se usé el Analisis
de Supervivencia de Kaplan-Meier para determinar el tiempo de supervivencia media

(STso) de aquellas cepas que superaban el 50 % de mortalidad. La eficiencia del control
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ejercida por la cepa Ma 72 sobre 7. limbativentris fue evaluada mediante el porcentaje
de mortalidad, corregido por la formula de Abbott (1925). Se registraron las
condiciones ambientales presentes durante el periodo en el cual se llevo adelante el
ensayo de eficacia por medio del uso de un Data logger Cavadevices® de 8 canales (3
sensores de temperatura del aire, 1 sensor de humedad relativa ambiente, 1 sensor de

radiacion solar PAR).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Bioensayos
3.3.1.1 Seleccion de hongos entomopatégenos para el control de T. limbativentris

Se observo una variabilidad en cuanto al porcentaje de mortalidad causado por
las distintas cepas de hongos entomopatdgenos evaluadas (F= 32,53; gl= 32, 66; P <
0,0001). De las cepas utilizadas de B. bassiana (Bb) ninguna superd el 50 % de
mortalidad en adultos de 7. /imbativentris. Las dos cepas que mejor comportamiento
presentaron fueron la Bb 301 y la Bb 363 que provocaron un 40 % de mortalidad (Fig.
22). De las cepas aisladas de P. lilacinus (Pl) no se pudo confirmar ningiin insecto
muerto. Solamente 5 cepas de las 16 utilizadas de M. anisopliae (Ma) superaron el 50 %
de mortalidad confirmada por crecimiento fiingico sobre los insectos tratados (Fig. 23).

La cepas Ma 72 y Ma 74, ambas provenientes de adultos de 7. limbativentris de
Ita Ibaté, lograron provocar la muerte confirmada de la totalidad de los adultos de T.
limbativentris (10 y 11 dias, respectivamente; Fig. 23), y ademas fueron las mas
virulentas con un STsy de 8 dias para ambas cepas (Fig. 24). Mientras que con la cepa
Ma 73, proveniente de la zona de Mercedes, se logr6 un control del 73,3 % (Fig. 23), y
el STso fue de 13 dias para los adultos de la chinche (Fig. 24). Con las cepas Ma 46 y
Ma 64, se confirm6 la muerte de mas del 50 % de adultos de T. limbativentris (Fig. 23),
y el STsy fue de 12 y 13 dias respectivamente. En Brasil, Martins et al., (1986)
observaron la ocurrencia de M. anisopliae sobre adultos y ninfas de 7. limbativentris
criadas sobre plantas de arroz dentro de jaulas y constataron que la infeccion era
superior al 90 %. Rampelotti et al., (2005) demostraron un control superior al 70 %
sobre la chinche del tallo con la cepa de M. anisopliae CG 891 y Frizzo et al., (2005)
usando una concentracion de 1x10” conidios/ml lograron un control de esta plaga del 75
%, 25 % y 50 % con los hongos M. anisopliae, B. bassiana y Paecilomyces
fumusoroseus, respectivamente.

Los resultados del presente trabajo mostraron diferencias de mortalidad entre las
cepas testeadas de M. anisopliae y B. bassiana sobre adultos de T. limbativentris,
concluyéndose que las cepas Ma 72 y Ma 74 (Fig. 25) serian promisorias para el control
de esta plaga. Sin embargo, la cepa Ma 72 logré un control del 100 % de T.
limbativentris en solo 10 dias, un dia menos con respecto a la cepa Ma 74, ademas, la

STy fue de 9 dias para la Ma 72, mientras que con la cepa Ma 74 se necesitaron 11 dias
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para lograr el control del 90 % de adultos de T. limbativentris (Fig. 24), por lo que seria
importante continuar con los ensayos de CLsy y posteriores estudios de compatibilidad
de la cepa Ma 72 con agroquimicos usados habitualmente en la region arrocera. Esta es
la base para introducir a los hongos entomopatégenos, como tactica de control

microbiano de manera consistente y exitosa en un programa de MIP.

% Mortalidad adultos T. limbativentris
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Fig. 22: Porcentaje de mortalidad de adultos de 7. limbativentris, para las diversas
cepas de Beauveria bassiana (Bb) y de Paecilomyces lilacinus (P1).
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Fig. 23: Porcentaje de mortalidad de adultos de T limbativentris, para las diversas
cepas de Metarhizium anisopliae (Ma).
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Fig. 24: Proporcion de supervivencia acumulada de adultos de 7. limbativentris, para
las cepas mas virulentas de M. anisopliae (Ma).

Fig. 25: Crecimiento miceliano y esporulacion de algunas cepas usadas en el Bioensayo
de seleccion.

3.3.1.2 Evaluacion de la virulencia de la cepa Ma 72 de M. anisopliae sobre adultos
de T. limbativentris

El porcentaje de mortalidad de las distintas concentraciones de indculo fue
evaluado el dia 13 después de la inoculacion, tiempo necesario para que se produjera el
100 % de mortalidad de adultos con la mayor concentracion de inéculo (1x10°
conidios/ml). La CLso obtenida para la cepa Ma 72 fue de 1,81x10" y la CLy de
1,44x10® (Fig. 26). El aumento de la mortalidad de chinches con las distintas
concentraciones de indculo se ajustd a un curva sigmoidea, lo que fue corroborado con
el test de Chi cuadrado para bondad de ajuste (P < 0,01; X* = 4.88; R* = 0.95) (Gémez y
Gomez, 1984). Con un 95 % de confianza, los valores de CLso (LI = 1.04x10” ¢/ml y LS
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= 3.25x10" ¢/ml) y CLy (LI = 8.08x10" ¢/ml y LS = 6.08x10° ¢/ml), no hubo
solapamiento lo que indica que estos valores difieren significativamente. La estimacion
de CLsy permitié detectar la concentracion efectiva para controlar el 50 % de la
poblacion de chinches, mostrando la virulencia que tiene esta cepa para el control de
adultos de 7. limbativentris. Rezende et al., (2008) determinaron la CLsg y la CLoy para
huevos de 7. limbativentris con la cepa CP 172 de M. anisopliae en condiciones de
laboratorio, obteniéndose una CLsy y CLgy de 5,8){105 y 1,7x107 conidios/ml
respectivamente.

Estos resultados demuestran que la concentracion efectiva de la cepa Ma 72 que nos
permita controlar el 50 % (CLso) de la poblacion de T. limbativentris fue de 1,81x10” y
la CLyg de 1,44)(108 c¢/ml. Un bajo valor de la CLsy indica una alta virulencia de los
hongos, requeriendo bajas cantidades de conidios infectivos para eliminar la mitad de la

poblacion de esta plaga (Bittencourt et al, 1997).

% Mortalidad

Ey . ., )]
0 100000000 200000000 500000000

[Cepa Ma 72] (Conidios viables'ml)
Fig. 26: Porcentaje de Mortalidad de adultos de T. /imbativentris para las diversas
concentraciones de la cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae

3.3.2 Evaluacion de la compatibilidad de cepa Ma 72 de M. anisopliae con productos
fitosanitarios

Los resultados del ensayo de compatibilidad fueron muy variables dependiendo

del componente activo y de la concentracion utilizada (Tabla 12).
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La combinacion de los conidios de la cepa Ma 72 con los herbicidas Round Up
Full 11 (Glifosato 66,2 %) (F= 3,45; gl=4, 10; P < 0,05) y Clincher (Cyahalofop Butil
19 %) (F=2,52; gl=4, 10; P < 0,05) no mostraron diferencias significativas, inclusive
hasta el 200 % DR (P < 0,05) (Fig. 27). Por otro lado, los herbicidas Ricer (Penoxsulam
24 %) (F= 7,21; gl= 4, 10; P < 0,05) y Tordon 24 K (Sal Potasica de Picloram 28 %)
(F=18,83; gl= 4, 10; P < 0,05), no presentaron diferencias significativas hasta el 50 %
DR (P < 0,05). Para los herbicidas Ricer y Tordon la exposicion de los conidios al 100
% DR los afectd parcialmente con una reduccion media del 36,15 % y 31,18 %,
respectivamente, lo cual muestra que esta cepa es compatible con estos productos (Fig.
27). Los herbicidas Nominee (Bispiribac Sodio 40 %) (F=16,56; gl=4, 10; P <0,05) y
Kifix (Imazapic 17,2 % + Imazapyr 52,5 %) + Coadyuvante (F= 3,22; gl= 4, 10; P <
0,05), disminuyeron significativamente el nimero de UFC al 10 % DR (P < 0,05),
afectando la viabilidad en un 38,49 % y 49,36 % al 10 % DR respectivamente, y
reduciendo en promedio para ambos un 60 % la viabilidad a 200 % DR de estos

herbicidas (Fig. 27).
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Round Up Full [1® (Glifosato 66,2%) ——Tordon 24 K® (Sal Potasica de Picloram 28%)

Fig. 27: Porcentaje de Colonias formadoras de unidades (UFC) de Ma 72 de
Metarhizium anisopliae con distintas dosis de herbicidas usados en el cultivo del arroz.

Estos resultados concuerdan con lo expresado por Rampelotti et al., (2007b)
quienes no encontraron efecto negativo en la germinacion de los conidios de la cepa CG
891 de M. anisopliae para los herbicidas Basagran (Bentazon 60 %), Gamit (Clomazone
50 %), Roundup (Glifosato 36 %), Facet (Quinclorac 50 %) y Sirius (Pirazosulfuron etil
25 %). Por otra parte, Rampelotti et al., (2010) evaluaron la compatibilidad in vitro
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entre la cepa CG 891 de M. anisopliae con diversos agrotoxicos utilizados en el cultivo
del arroz y observaron reducciones significativas en el crecimiento vegetativo y
esporulacion de este hongo con los insecticidas Fenitrotion y Carbofuran, con el
herbicida Glifosato y Pirazosulfuron etil y también con el fungicida Azoxistrobina, que
provocd asimismo una reduccion en la germinacion. Mientras tanto, los herbicidas
Bentazon, Clomazone y Quinclorac y el fungicida Triciclazole no causaron reducciones
significativas.

La combinacion de la cepa Ma 72 junto con los insecticidas reveld que éstos
afectan significativamente la viabilidad del hongo, pero muestran un comportamiento
diferencial. El insecticida Comba (Imidacloprid 10 % + Lamdacialotrina 1,25 %)
mostr6 una disminucion significativa en la viabilidad a partir del 100 % DR (F= 27,44;
gl=4, 10; P < 0,05), del 39,88 % en promedio; a diferencia de los insecticidas Engeo
(Thiametoxan 14,1 % + Lamdacialotrina 10,6 %) (F= 49,78; gl= 4, 10; P < 0,05) y
Fighter Plus (Gammacialotrina 15 %) (F= 2,36; gl= 4, 10; P < 0,05), en los cuales se
observaron una disminucion significativa a partir del 10 % DR, en promedio del 45,30

%y 22,53 % respectivamente (Fig. 28).
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Comba® (Imidacloprid 10% + Lamdacialotrina 1,25%) % Dosis Recomendada

Engeo® (Thiametoxan 14,1% + Lamdacialotrina 10,6%)
Fighter Plus® (Gammacialotrina 15%)

Fig. 28: Porcentaje de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Ma 72 de
Metarhizium anisopliae con distintos dosis de insecticidas usados en el cultivo del arroz

Lecuona et al., (2001) observaron que la mezcla con insecticidas (Deltametrina y
Beta-Cipermetrina) al 100 % y el 200 % DR causaron la inhibicion de varias cepas de
hongos de B. bassiana y M. anisopliae, por lo cual s6lo podrian ser usados en

combinacion con los hongos a bajas dosis. Mientras que Bahiense et al., (2006) hallaron
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una buena compatibilidad entre el hongo M. anisopliae y varias concentraciones del
piretroide Deltametrina. Por otro lado, Batista Filho et al, (2001), evaluaron la
compatibilidad del insecticida Tiametoxan y no observaron reducciones significativas
en cuanto al mimero de conidios, ni tampoco en el crecimiento de M. anisopliae y de
otros entomopatdgenos. Dos Santos, (2008) no encontré diferencias en la germinacion
de la cepa URPE-6 y URPE-19 de M. anisopliae para los insecticidas Nim (Insecticida
Natural), Clorfenapir, Indexacarb, Espinosad y Abamectin en concentraciones del
0,25x; 0,5x y 1x de la dosis recomendada. Li y Holdom (1994) observaron que los
insecticidas clorados fueron el grupo mas nocivo para los hongos entomopatdgenos,
mientras que los insecticidas del grupo carbamato (Carbofuran, Metomil y Oxamil)
fueron toxicos al crecimiento micelial y a la esporulacion de M. anisopliae.

Segtin Alves et al., (1998b) la finalidad del empleo del insecticida quimico en
subdosis en asociacion a los hongos entomopatéogenos ayuda a provocarle un estrés al
insecto, facilitando la infeccién por el hongo y su rapida proliferacion. Barbosa et al.,
(2011), hacen referencia a que la asociacion puede ser usada en areas con un alto nivel
poblacional de plagas y donde el insecticida quimico causa un efecto “knock-down”
(choque), controlando diferentes formas bioldgicas de la plaga y que el hongo pueda
controlar a las proximas generaciones que surgen. Segun Parella y Lewis (1997), la
adopcion de un agente de control microbiano, tal como Metarhizium, en un programa
MIP a menudo provoca una reduccion general de los insecticidas aplicados.

La utilizacion de hongos entomopatdgenos representa una alternativa de control,
observandose que la cepa Ma 72 seria un agente promisorio para el control de 7.
limbativentris, y una posible asociacion con productos fitosanitarios resulta una buena
estrategia para programas de MIP de plagas en arroz. La asociacion de este
entomopatdgeno con productos fitosanitarios puede servir para aumentar su eficiencia
contribuyendo a una reduccion en el uso de insecticidas por parte de los agricultores,

volviéndose un sistema menos agresivo al ambiente.

3.3.3 Produccion masiva de la cepa Ma 72 sobre diversos sustratos en fermentacion
en medio solido (FMS)

Al analizar la produccion de conidios de la cepa Ma 72 en diferentes sustratos
bajo fermentacion en medio solido (FMS), se observaron diferencias significativas entre

los tratamientos (Tabla 13).
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El hongo produjo conidios en todas las variantes, destacandose
significativamente el tratamiento constituido a base de arroz blanco quebrado donde se
obtuvo 3,79 x 10° conidios/gr de sustrato (F= 33,34; gl= 6, 12; P < 0,05), 85,52 gr de
polvo de conidios/kg de sustrato (F= 101,92; gl= 6, 12; P < 0,05) y 4.4 x 10"
conidios/gr de polvo de conidios (F= 15,17; gl= 6, 12; P < 0,05). El arroz parbolizado,
que fue utilizado como testigo, presentd menores valores que el arroz blanco quebrado,
sin presentar diferencias estadisticas con el arroz blanco entero, pero si con el resto de
los sustratos utilizados (Tabla 13). Por otro lado, los tratamientos a base de trigo
descascarado, arroz cascara y cascara de arroz difieren de los demas, alcanzando los
menores valores de produccion de conidios (Tabla 13).

Los sustratos cascara de arroz y trigo descascarado tuvieron una reduccion de
aproximadamente dos 6rdenes de magnitud en el nimero de conidios en comparacion
con el testigo y un grado de reduccion para los sustratos arroz cascara y arroz integral
(Tabla 13). Resultados similares fueron hallados por Rezende et al., (2011), donde el
arroz parbolizado, el arroz blanco entero y el arroz integral produjeron 4,38x10°,
2,68x10° y 1,53x10° conidios/gr de sustrato, bajo condiciones similares de produccion.
Segun Vilas Boas et al., (1996), el arroz fue el mejor tratamiento para la produccion de
B. bassiana, asi mismo, Mendog¢a y Rocha (1992) verificaron que el arroz parbolizado
fue el tnico sustrato donde la concentracién alcanzé 10' conidios/g de arroz.

Neves et al., (2001b) evalu6 la produccion del hongo B. bassiana en seis
diferentes tipos de arroz, utilizando diferentes metodologias de preparacion y observo
que el arroz cocido, integral y parbolizado fueron los més productivos. Ottati-de-Lima,
(2007), también evalud la produccion de B. bassiana y M. anisopliae en diferentes
sustratos, verificando que el arroz tipo 2 (mayor cantidad de granos quebrados y
presencia de granos manchados, panza blanca y yesosos) fue el mas productivo y
economico para la produccion de M. anisopliae, en tanto para B. bassiana el arroz
parbolizado fue el medio mas apropiado.

Los hongos entomopatogenos desarrollados sobre arroz en bolsas plasticas bajo
un sistema de produccion artesanal han alcanzado rendimientos del orden de 10"
conidios/gr de sustrato, aunque lo més frecuente, en la mayoria de las especies, son los
valores de 10° conidios/gr de sustrato (Jenkins et al., 1998; Bhanu Prakash et al., 2008).

El arroz es el sustrato mas utilizado para la produccion masiva de hongos

entomopatdgenos por mantener las condiciones fisicas, con una adecuada superficie
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efectiva para el crecimiento micelial, un balance nutricional y condiciones especificas
acordes a los requerimientos del aislamiento en cuanto a aireacidon y contenido de
humedad (Bhanu Prakash et al., 2008; Sahayaraj y Karthick, 2008). Segun Méndez et
al., (2009) y Cherry et al., (1999) es fundamental la relacion que existe entre el
contenido de humedad y la disponibilidad de oxigeno, elemento que es indispensable en
el caso de la esporulacion de M. anisopliae, por lo que el contenido de humedad para
lograr un buen rendimiento de conidios de los hongos mitosporicos deberia estar entre
un 35 y 60 %:; en los medios utilizados se colocd una cantidad proporcional al 50 % del
peso del sustrato.

Segin Méndez et al., (2010), la evaluacion de produccion se realiza
aproximadamente a los 12 dias de inoculado, ya que a los seis dias se observa que hay
produccion de conidios sobre el sustrato, comenzando la fase exponencial de
crecimiento a los ocho y terminando a los 10-11 dias, iniciando a los 12 dias la fase de
meseta donde se estabiliza la produccion de conidios y no existen diferencias
significativas con mayores dias en el estado de produccion. La superioridad de un medio
como el arroz en el desarrollo de los hongos entomopatéogenos en menor tiempo fue
comprobada por diversos autores y este medio estd siendo utilizado con éxito para el
cultivo de hongos (Aquino, 1974; Marques y Villas Boas, 1973; Villacorta, 1977).

El porcentaje de germinacion de conidios solamente se vio afectado
significativamente (F= 101,92; gl= 6, 12; P < 0,05) cuando se utilizO como sustrato
cascara de arroz y en menor medida cuando se uso trigo descascarado (Tabla 14). Datos
similares se muestran por Ottati-de-Lima et al., (2010) donde el porcentaje de
germinacion de M. anisopliae no fue perjudicada por el cultivo del hongo en los
diferentes sustratos, y a pesar de haber visto diferencia estadistica entre algunos de los
tratamientos, el porcentaje de germinacion fue mayor al 94 %. En este trabajo se
observo que con los sustratos a base de arroz, exceptuando la cascara de arroz, los
valores de germinacidon permanecieron por encima del 97 % de germinacion de

conidios.
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Tabla 14: Porcentaje de germinacion (%) de conidios de Ma 72 de Metarhizium
anisopliae producidos sobre diferentes sustratos solidos

Trat. Medios sdlidos Porcentaje de germinacion (%)

3 Arroz blanco quebrado 98,31 A

1 Arroz parbolizado (testigo) 97,98 A

2 Arroz blanco entero 97,92 A

4 Arroz cascara 97,84 A

5 Arroz Integral 97,69 A

6 Trigo descascarado 95,03 B

7 Cascara de arroz 90,55 C
CV (%) 1,25
p-valor <0,0001

Medias con letras iguales, dentro de cada columna, no difieren significativamente segiin Tukey
(p<0,05).

Esta posibilidad de tener un sustrato de bajo costo, y un mayor rendimiento de
produccion frente a otros sustrato, facilita la accion de que este hongo sea producido en
cantidades masivas y pueda ser incorporado y adaptado rapidamente dentro de un

sistema de MIP.

3.3.4 Seleccion de coadyuvantes de formulacion segun su compatibilidad con la cepa
Ma 72 de M. anisopliae

Los resultados del ensayo de seleccion de coadyuvantes mostraron diferencias
significativas en la germinacion de conidios a las 24 hs (F= 8,68; gl=6, 18; P <0,05) y
48 hs (F=11,35; gl=6, 18; P <0,05) de observacion (Tabla 15).

El porcentaje de germinacion de la cepa Ma 72 mezclada con los diferentes
coadyuvantes mostrd que solamente la mezcla con el Total I Corrector al 1,5 % v/v, fue
significativamente inferior al testigo (Tween 5 % v/v), causando un efecto negativo en
la germinacién de los conidios a las 24 y 48 hs de observacion en relacion con el
Testigo (Tween 5 % v/v). Los diferentes coadyuvantes al 5 % v/v (Oleo, Plurafac y
Bayer Xtra) y al 10 % v/v (Plurafac y Bayer Xtra) no mostraron diferencias
significativas a las 24 y 48 hs de observacion con respecto al testigo. El Plurafac se
mostré menos perjudicial para M. anisopliae que el Bayer Xtra y el Oleo a las 48 hs en
ambas concentraciones evaluadas (5 % y 10 % v/v). Esto concuerda con los resultados
expresados por Kassa, 2003, que menciona al Plurafac como beneficioso para una
formulacion de tipo Concentrado Emulsionable (CE), ya que produce una buena

emulsion y es compatible con aceites, no afecta la viabilidad de esporas sumergidas de
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M. anisopliae var. acridum (IMI 330189) y acelera el crecimiento miceliano de esta

cepa.

Tabla 15: Germinacion de conidios de Ma 72 de Metarhizium anisopliae mezclados
con diferentes concentraciones de coadyuvantes de formulacion
Trat. Coadyuvantes de formulacion Germinacion 24 hs Germinacion 48 Is

£ | Testigo (Tween 5% v/v) 86.34 A 85,05 A B
2 Plurafac 5 % v/v (Basf) 83.36 i 39.79 A
3  Plurafac 10 % v/v (Basf) 85.50 A o002 A
4 Bayer Xtra 5 % v/v 86.02 i 83.66 B C
5 Bayer Xtra 10 %o viv 84.63 A 84,06 B C
6  Total I Corrector 1.5 %% v/v 77,62 B 78.83 C
7 Oleo 5 % viv 81.73 A B 84.35 B
CV (% 2,31 2,01
p-valor 0,0002 = 0,0001
Medias con letras iguales, dentro de cada columna, no difieren significativamente segiin Tukey
(p<0,05).

Exceptuando el Total I Corrector que afectd significativamente la germinacion
de los conidios de la cepa Ma 72 con respecto al testigo, los demas coadyuvantes no
mostraron diferencias. Si hubo diferencia entre los coadyuvantes Bayer Xtra y Oleo con
respecto al coadyuvante Plurafac en cuanto a la germinacion de los conidios.

Estos resultados sugieren que los coadyuvantes Tween y Plurafac podrian ser

utilizados para formular conidios de M. anisopliae.

3.3.5 Ensayos de diferentes formulaciones experimentales sobre la viabilidad en el
almacenamiento de conidios de la cepa Ma 72 de M. anisopliae

La viabilidad de los conidios de la cepa Ma 72 almacenados en ocho
formulaciones diferentes, a dos temperaturas durante 100 dias fue significativamente
afectada por el tipo de Formulacion (df =7, 98, F = 146,98, P<0,05), Temperatura (df =
1, 98, F = 29832,32 P<0,05) y el Tiempo de almacenamiento (df = 1, 98, F = 629,51
P<0,05) (Tabla 16). También hubo interacciones significativas entre los factores
principales Formulaciones x Temperatura (df = 7, 98, F = 99,16 P<0,05), Formulaciones
x Tiempo de almacenamiento (df = 1, 98, F = 857,89 P<0,05), Temperatura x Tiempo
de almacenamiento (df = 7, 98, F = 74,65, P<0,05) y Formulaciones x Temperatura x

Tiempo de almacenamiento (df =7, 98, F = 68,76, P<0,05) (Tabla 16).
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La viabilidad de los conidios dentro de la misma formulacion se redujo
significativamente en el tiempo con respecto a su viabilidad inicial (97 % conidios
germinados), a diferentes velocidades dependiendo de la composicion de la formulacion
y de la temperatura de almacenamiento (Tabla 16). La viabilidad de los conidios a
temperatura de refrigeracion (6 °C) cayd por debajo del 87,32 % a los 50 dias y del
85,11 % a los 100 dias para todos los tratamientos. Sin embargo a temperatura ambiente
(20 °C) la pérdida de viabilidad fue mayor, observandose que a los 50 dias de
almacenamiento todos los tratamientos estaban por debajo del 51,42% y a los 100 dias
por debajo de 16,47 % de germinacion de los conidios. La pérdida de viabilidad a
temperatura de refrigeracion para el tratamiento testigo fue de 9,68 % a los 50 dias y de
17,02 % a los 100 dias (Tabla 16).

La viabilidad de los conidios en almacenamiento de mediano plazo fue mejor a 6
°C que a 20 °C para todas las formulaciones ensayadas. A los 50 dias de
almacenamiento y a 6 °C los formulados que mejor se comportaron fueron PM: 15 %
Ma + 85 % Fécula Maiz; CE: 15 % Ma + 85 % Oleo; CE: 15 % Ma + 80 % Oleo + 5
% Tween 80; CE: 15 % Ma + 80 % Oleo + 5 % Bayer Xtra sin diferencias con el PM:
Testigo Conidios Ma 72. Sin embargo, a los 50 dias de almacenamiento y a 20 °C los
que presentaron mayores porcentajes de viabilidad fueron CE: 15 % Ma + 80 % Oleo +
5 % Tween 80; PM: 15 % Ma + 85 % Arroz molido y CE: 15 % Ma + 85 % Oleo, sin
observarse diferencias entre si.

A los 100 dias de almacenamiento, los formulados que fueron conservados a
temperatura ambiente (20 °C), disminuyeron su viabilidad a valores muy bajos (< 16,47
%). Sin embargo, bajo condiciones de refrigeracion (6 °C) tuvieron valores similares de
viabilidad que a 50 dias de evaluado. Alves et al., (2002) mencionaron que la pérdida de
la viabilidad se reduciria con una mayor extraccion de la humedad, a valores de entre 4
y 5 %, por medio de la adicion de perlitas secas de silica gel, que absorberian una
pequefia cantidad de humedad. Segin McClatchie et al, (1994) los conidios
almacenados por debajo de esta humedad mejoran en gran medida su tolerancia a la alta
temperatura. El secado de los conidios, su contenido final de humedad y la temperatura
de almacenamiento son factores importantes en la longevidad de conidios (Hong et al.,
1997).

Entre los formulados almacenados a temperatura de refrigeracion se encuentran
dos formulados en Polvo Mojable: PM: 15 % Ma + 85 % Fécula Maiz y PM: 15 % Ma
+ 85 % Arroz molido y dos Concentrados Emulsionables: CE: 15 % Ma + 80 % Oleo +

Kruger, Ratl Daniel



80

5 % Tween 80y CE: 15 % Ma + 80 % Oleo + 5 % Bayer Xtra. El agente humectante
Tween 80 se ha usado en bioensayos de laboratorio para facilitar la suspension de
conidios hidrofobos (Marques et al., 1981; Alves, 1986; Prior y Jollands, 1988).
Resultados muy prometedores se han obtenido con base de aceite que contienen
adyuvantes emulsionantes no-ionicos (Alves et al., 1998c¢). Estos adyuvantes (Tween 80
y Bayer Xtra) son capaces de formar una emulsion estable de aceite en agua,
proporcionando asi una base para la dispersion del ingrediente activo en la suspension
(Field y Dastgheib, 1996). Todos estos formulados presentan una buena solubilidad en
agua, por lo que se podrian utilizar sin problemas con pulverizadores hidraulicos
convencionales en el cultivo del arroz.

El potencial para el desarrollo de micoinsecticidas ha sido impulsado por el
descubrimiento de que los conidios de hongos formulados en aceites han demostrado
mayor infectividad que los convencionales en base a suspensiones de agua. Los aceites
pueden mejorar sustancialmente la eficacia de entomopatdogenos contra insectos (Prior y
Jollands, 1988). Burges y Jones (1998) detalla que las formulaciones en aceite, son no-
evaporativas, son compatibles con aplicaciones de ultra bajo volumen (UBV) y
aplicaciones con bajas humedades relativas (Bateman, 1997).

Actualmente, siguen siendo preferidos para la comercializacion de estos hongos
como material seco, por su importancia en cuanto al peso y la manipulacion de estos
productos durante la comercializacion. Segun Faria y Wraight (2007), las esporas
asexuales, conidios aéreos, es la forma actualmente mas usada que forma parte de los
formulados, y de un estudio de mercado resulté que los tipos mas comunes fueron los
llamados concentrados técnicos (hongos sobre el sustrato) (26,3 %), polvos humectables
(20,5 %), y dispersiones en aceite (15,2 %). Los restantes tipos incluyen granulos (2,9
%), los materiales técnicos (2,9 %), cebos (1,8 %), granulos dispersables en agua (1,8
%), concentrados en aceite miscible (1,2 %), suspensiones UBV (0,6 %), suspensiones
concentradas (0,6 %), y polvos de contacto (0,6 %).

Los resultados del presente trabajo muestran que las formulaciones de aceite
emulsionantes de M. anisopliae con coadyuvante pueden utilizarse para formular y

almacenar conidios a medio plazo en condiciones refrigeradas.
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Los resultados obtenidos en este experimento mostraron la ocurrencia de

3.3.6 Evaluacion en condiciones controladas de la eficacia de los micoinsecticidas
seleccionados en inverndculo sobre T. limbativentris

mortalidad con todos los formulados evaluados, pero existi

eficiencia (Tabla 17).
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No se presentaron diferencias significativas a los 15 dias (F=1,21; gl=3, 6; P <
0,05), 20 dias (F= 0,21; gl= 3, 6; P < 0,05) y 25 dias (F= 5,67; gl= 3, 6; P < 0,05). Sin
embargo, a los 30 dias después de la aplicacion de los hongos se observaron diferencias
significativas (F= 9,45; gl= 3, 6; P < 0,05), en cuanto a la mortalidad confirmada de
adultos de 7. limbativentris, bajo condiciones de invernaculo. Por lo que se confirmaron
los resultados obtenidos con esta cepa Ma 72 en condiciones de laboratorio.

No ocurrié mortalidad de los insectos en el tratamiento Testigo (sin aplicacion);
por el contrario, la mortalidad en los demds tratamientos, fue variable segun el
tratamiento.

En las Fig. 29, 30 y 31 se pueden observar las condiciones ambientales presentes
durante el periodo en el cual se llevo adelante el ensayo de eficacia. En la Fig. 29 se
pueden observar la temperatura media, minima y mdxima diaria, con un promedio
durante el periodo de 27,1 °C, una minima promedio de 19,8 °C y una maxima
promedio de 31,3 °C. Esta temperatura media, se encuentra dentro del intervalo 6ptimo
para el desarrollo del hongo (25°C y 30°C), aunque se registraron muchos picos de

maximas por encima de los 30°C.
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Fig. 29: Temperatura media, maxima y minima diaria (°C) durante los dias en los
cuales se mantuvo el ensayo de eficacia en condiciones de invernaculo en la EEA
Corrientes — INTA, 2013.

En la Fig. 30 se muestran los promedios durante el periodo de la humedad
relativa (77,1 %), humedad minima (64,5 %) y la humedad maxima (97,5 %),

observandose que la humedad dentro de las parcelas se mantuvo por encima del 60 %, y
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la superficie del suelo siempre se mantuvo en condiciones saturadas. Segin Martins et

al., (1986), la humedad es el factor mas favorable para el crecimiento del hongo.
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Fig. 30: Humedad Relativa media, maxima y minima diaria (%) durante los dias en los

cuales se mantuvo el ensayo de eficacia en condiciones de inverndculo en la EEA

Corrientes — INTA, 2013.

Finalmente en la Fig. 31 se observa la Radiacion Fotosintéticamente Activa

(PAR) en la cual se obtuvo un promedio durante el periodo del ensayo de 9,38 W.m’.

Estas condiciones micro-climaticas presentes durante el periodo de desarrollo del

ensayo, muestran la variabilidad en cuanto a los parametros observados, y posiblemente

estos factores climdticos hayan interferido en el desempefio de estos hongos. Segun

Alves, (1986), la temperatura y la humedad ambiental son los factores relevantes en el

desarrollo del ciclo de las relaciones parasito/hospedero, influenciando en la

germinacion de los conidios, el desarrollo del tubo germinativo y en la penetracion del

hongo al hospedero.
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Fig. 31: Radiacion fotosintéticamente activa (PAR) media, médxima y minima diaria
(W.m2) durante los dias en los cuales se mantuvo el ensayo de eficacia en condiciones
de invernaculo en la EEA Corrientes — INTA, 2013.

Durante los primeros 25 dias no se observaron diferencias entre los diversos
formulados y el testigo aplicado como conidios puros (PM: Testigo Conidios Ma). Pero
los tratamientos PM: 15 % Ma + 85 % Arroz molido y CE: 15 % Ma + 80 % Oleo + 5
% Bayer Xtra presentaron las medias mas altas de mortalidad confirmada frente a los
otros tratamientos. Recién a los 30 dias de aplicacion de la cepa Ma 72 se observaron
diferencias, siendo el tratamiento CE: 15 % Ma + 80 % Oleo + 5 % Bayer Xtra quien
proporciono un 76,66 % de mortalidad confirmada, seguido del tratamiento PM: 15 %
Ma + 85 % Arroz molido con un 73,33 %. El tratamiento CE: 15 % Ma + 80 % Oleo +
5 % Tween 80 %, no se diferencio del tratamiento PM: Testigo Conidios Ma (56,66 %
vs 60 %). La eficiencia de la cepa de M. anisopliae fue dependiente del tipo de
formulado y estuvo favorecida su accion cuando estaba formulada como CE: 15 % Ma
+ 80 % Oleo + 5 % Bayer Xtra'y PM: 15 % Ma + 85 % Arroz molido. Los formulados
con presencia de coadyuvantes, pueden haber aumentado la adhesion, germinacion y el
efecto fungistatico de los conidios de M. anisopliae sobre T. limbativentris.

Los resultados preliminares obtenidos en laboratorio (Kruger et al., 2012a)
difieren de los logrados en condiciones de campo. Esta menor efectividad de la cepa de
M. anisopliae sobre la chinche T. limbativentris, probablemente se debio a la técnica de
aplicacion del hongo (aspersion), al excesivo follaje que present6 el cultivo del arroz
(lo que dificulta, por la ubicacion de la chinche, la llegada de conidios sobre la
superficie del este insecto) y a una menor concentracion de conidios utilizados
(3,33x10” conidios/ml, equivalente a 2x10'* conidios/ha), ya que en condiciones de
laboratorio, el bioensayo se realizé por inmersion de los insectos en una suspension de
5x10% conidios/ml. Ademas, los valores obtenidos de CLsy y CLgy de Ma 72 fueron de
1,81x10" y 1,44x10® conidios/ml, respectivamente. Por lo que se concluye que la
aplicacion de esta cepa deberia haber estado por encima del valor aplicado, es decir,
entre 5x10" y 1x10" conidios/ha. Martins et al., (1986) observaron en condiciones
confinadas de jaulas, que la mortalidad del hongo fue media (> que 50 %), para una
concentracion de 5x10" esporas/ha y baja (< que 30%), para una concentracion de
1x10" esporas/ha. Martins et al., (2004b), llevaron a cabo tres experimentos en Rosario
do sul-RS- Brasil, durante 3 campanas (1991, 1993 y 1994), evaluando la eficiencia de

M. anisopliae en el control de 7. limbativentris, donde observaron que la eficiencia del
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insecticida Monocrotofos, como testigo quimico, fue del 80,3 %, 84,3 % y de 77,1 %,
respectivamente a los 15 dias de aplicado. Mientras que una pulverizacidon con una
suspension de 7,2x10" conidios/ha de la cepa Ma 72 provocé un control del 61,8 % a
los 45 dias de aplicado en el experimento 1, un 48,2 % y 39,5 % a los 15 dias de
aplicado en el experimento 2 y 3, respectivamente, pero de estos ultimos solo se
confirmaron la mortalidad por micosis el 20 % y el 9,8 %. Segun Silva y Veiga (1998),
un entomopatdgeno es considerado eficaz cuando presenta una mortalidad superior al
40 % para la plaga estudiada. En nuestro ensayo el control logrado estd dentro de
parametros de control bioldgico, concordando con resultados de diversos autores.

El tiempo medio de supervivencia (STso) de adultos de la chinche del tallo, no
mostro diferencias significativas entre los tratamientos (F= 123,57; gl= 4, 8; P < 0,05)

(Tabla 18).

Tabla 18: Supervivencia media (dias) de Tibraca limbativentris después de aplicado la
cepa Ma 72 de Metarhizium anisopliae, bajo condiciones de inverndculo en la EEA
Corrientes — INTA

Tiempo medio de

Trat. Producto aplicado . . i
supervivencia (ST sy) (dias)

4 CE:15% Ma 72 + 80% Oleo + 5% Bayer Xtra 13,17+ 1,76 sd
3 PM:15% Ma 72 + 85% Arroz molido 15,67 +1,76 sd
2 PM: 100% Conidios Puros Ma 72 17,00 + 1,76 sd
5 CE:15% Ma 72 +80% Oleo + 5% Tween 80% 18,18 + 1,76 sd
1 Testigo (sin aplicacion) -

CV (%) 19,01

p-valor 0,3082

Medias con letras iguales, dentro de cada columna, no difieren significativamente segin Tukey
(p<0,05).

Los indices de control para los diversos formulados del hongo, en el ensayo,
fueron buenos, principalmente por tratarse de control biolégico. Los mejores resultados
fueron observados con el tratamiento CE: 15 % Ma + 80 % Oleo + 5 % Bayer Xtra
luego de 30 dias de la aplicacion.

La aplicacion de hongos entomopatdgenos sobre individuos de 7. limbativentris,
se vuelve factible debido a la localizacion del insecto en lugares de alta humedad,
siendo posible lograr un control satisfactorio (56,66 % < Mortalidad < 76,66 %) a los 30

dias dependiendo del tratamiento.
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CAPITULO 4

4.1 DISCUSION GENERAL

La chinche grande del arroz, T. limbativentris, se ha convertido en una plaga
importante en la provincia de Corrientes a partir de la introduccion de los sistemas de
siembra directa y de monocultivo de arroz, esta disminucion en el laboreo del suelo y la
acumulacion de un alto volumen de rastrojo contribuyen a mantener la humedad del
suelo, lo que ha favorecido a que este insecto permanezca dentro de los lotes o migre
hacia lotes o borduras cercanos al mismo. Esto consecuentemente ha producido un
aumento del nimero de aplicaciones de insecticidas desde las fases iniciales del cultivo
(Kruger et al, 2013).

El control microbiano ha sido recientemente reconocido como un importante
componente dentro de las estrategias del MIP de cultivos a campo. El éxito del
desarrollo de un futuro micoinsecticida depende de la disponibilidad de las cepas
promisoras, de sistemas Optimos y econdmicos de produccion de las mismas, de las
formulaciones posibles para mantener la viabilidad de los conidios por un mayor lapso
de tiempo y finalmente de la facilidad con que estos productos puedan ser adquiridos y
usados por los productores, sin demandarle elevados costos y uso de maquinarias y/o
técnicas de dificil adquisicion para los mismos.

En la Fig. 32 se observa las etapas llevadas a cabo para el desarrollo de un
agente de control microbiano para 7. limbativentris.

En la primer etapa de muestreo se pudo evaluar la presencia de hongos
entomopatdgenos asociados a la chinche del tallo, en especial, M. anisopliae sobre
adultos de T. limbativentris, en varios campos arroceros de la provincia durante el
periodo de post-cosecha de arroz, lo que incentiva al uso de estos agentes de control
microbiano en las dreas infestadas por esta plaga. En total se lograron aislar e identificar
11 cepas de hongos entomopatégenos que fueron incorporados a la Micoteca del
Laboratorio de Hongos Entomopatdogenos del IMYZA — INTA Castelar. Ademas, se
observé que durante el muestreo invernal 7. limbativentris permanece en estado adulto
y que los sitios de hibernacién se encuentran dentro de los campos de arroz y/o
proximos a los mismos, debajo del rastrojo o de abundante vegetacion,
preferencialmente en especies de la familia Poaeceae.

En la segunda etapa por medio de bioensayos llevados a cabo con cepas de la

micoteca y aislamientos obtenidos de adultos de 7. limbativentris se selecciono la cepa
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promisora de hongo entomopatdégeno por su patogenicidad sobre adultos de T.

limbativentris, pudiendo evaluar con la misma su Tiempo de Supervivencia Media

(STso) y la Concentracion Letal Media (CLso) sobre adultos de 7. limbativentris (Fig.

32).

Proceso de desarrollo de un agente de Control

Muestreo Microbiano de T limbativeniris

Recoleccion de muestras Observacion de gitios de Micoteca del Laboratorio de
hibernacion de 7. limbativentris > Hongos Entomopatogenos
.9‘7 (LHE-IMYZA-INTA Cagtelar)
Chinches vivas Chinches muertas con {?
microorganismos agociados @,
]
5/
Criade 7. Aislamiento e identificacidon de los hongos Seleccion de la Micoteca de algunos hongos
limbativentris entomopatogenos asociados por medio de s entomopatégenos relacionados u agociados con
diversogmedios gelectivos ingectos del orden Hemiptera

Bicensayos con insectos

Seleccion de hongos entomopatogenos Determinacion de CLsy y (Lgg de la cepa

por %Mortalidady STy, promisoraddz 72 de M anisopliae

| Ensayos con la cepa promisora Ma 72 |

|

Evaluacién compatibilidad de la
cepa con productos fitosanitarios

Evaluacion de la produccion masiva de la cepa por

medio de la Fermentacion en Medio Solido (FMS) formulaciones experimentales con la cepa

‘ Elaboracién y evaluacion de diversas

Evaluacionde eficacia de formulaciones experimentales con mejores
resultadossobre adultos de T. limbativentris en condiciones de Invernaculo

Fig. 32: Secuencia de etapas llevadas a cabo para la busqueda, aislamiento y seleccion

de hongos entomopatdgenos para el control microbiano de Tibraca limbativentris

En una tercer etapa varios ensayos fueron llevados a cabo solamente con la cepa

promisora Ma 72 de M. anisopliae (Fig. 32). El primero fue la evaluacion de la

compatibilidad de esta cepa con diversos productos fitosanitarios usados en el cultivo

del arroz, que permitieron observar diversos efectos, entre ellos algunos compatibles y

otros que causaron algin efecto a la cepa. Posteriormente, se logrd producir conidios de

la cepa Ma 72 de M. anisopliae sobre diversos sustratos por medio de la Fermentacion

en Medio So6lido (FMS). Finalmente, con los conidios obtenidos se desarrollaron varias

formulaciones experimentales, llamados micoinsecticidas, con el objetivo de buscar un

producto con menor pérdida de viabilidad de conidios durante el almacenamiento y

momento de aplicacion.
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En una ultima etapa, se evalud la eficacia de tres micoinsecticidas, que
mantuvieron la viabilidad de los conidios por mayor tiempo de almacenamiento, sobre
adultos de T. limbativentris bajo condiciones de invernaculo.

La cepa Ma 72 de M. anisopliae se presenta como promisoria para la reduccion
poblacional de adultos de 7. limbativentris y podria ser utilizada como tactica de control
microbiano en programas de MIP frente a esta chinche, disminuyendo los perjuicios
causados por la misma, asi como los derivados del uso de productos fitosanitarios.

Esta tactica de control es una alternativa que puede ser facilmente adoptada por
los productores arroceros, debido a que utiliza el mismo equipamiento convencional
para aplicacion de los productos fitosanitarios sin provocarles grandes cambios en su
sistema, siendo una ventaja para lograr una transferencia y un cambio adaptativo mas
facil y répido. El uso de micoinsecticidas ayudard a prevenir o reducir los perjuicios
provocados por el mal uso de agroquimicos, tanto en lo que respecta a la preservacion
especifica del ambiente (fauna, contaminacién de agua y suelo) como los efectos sobre
la salud de los trabajadores, comunidades rurales y/o consumidores. Esto a futuro
contribuird a la sustentabilidad de las producciones arroceras nacionales y en particular
de la provincia de Corrientes.

Dentro de la tesis, no pudimos abarcar determinaciones de dafo de esta plaga
con aplicaciones de micoinsecticidas, debido a que solamente se estudid la eficacia de
los micoinsecticidas sobre la plaga. Cabe resaltar que se deben manejar valores
diferentes de umbral de dafio para esta especie plaga, debido a que al ser un producto
biolégico, su accion es mas lenta que cualquier insecticida sintético, y ademas depende
de las condiciones climaticas favorables para su desarrollo. Tampoco se llevaron a cabo
ensayos con 2 a 3 aplicaciones del hongo, con lo cual, posiblemente se obtendrian
mejores indices de control de la plaga. No se realizaron ninguna evaluacion del costo
del producto, investigacion de mercado, comercializacion y posible distribucion del

agente bioldgico, que queda abierto a futuras tesis y/o proyectos.
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4.2 CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo y bajo las
condiciones sobre las cuales fueron realizados los experimentos, fue posible corroborar
las hipdtesis planteadas.

Con respecto a la hipotesis 1, se logro encontrar hongos entomopatégenos
nativos asociados a la chinche del tallo 7. limbativentris en la region arrocera de la
Provincia de Corrientes por medio del muestreo realizado durante la época invernal y se
lograron aislar 11 cepas de hongos entomopatogenos, 3 de B. bassiana, 5 de M.
anisopliae y 3 de P. lilacinus.

Para la hipotesis 2, se esperaba que algunos aislamientos de los hongos B.
bassiana 'y M. anisopliae sean efectivos y puedan ser utilizados para el control
microbiano de 7. limbativentris. En este sentido, los resultados demostraron que de los
diversos aislamientos evaluados se lograron seleccionar dos cepas promisoras
autoctonas de M. anisopliae (cepas Ma 72 y Ma 74) que son efectivas y pueden ser
utilizados para el control de esta chinche, siendo seleccionada la cepa Ma 72 la de
mayor virulencia. Ademas se pudo producir la cepa Ma 72 seleccionada de forma
masiva sobre arroz quebrado y parbolizado, en condiciones de fermentacion en medio
solido. Debido al menor precio y amplia disponibilidad en la region, el arroz quebrado
resultaria la mejor alternativa. Finalmente la cepa Ma 72 de M. anisopliae en
formulacion presento un control satisfactorio sobre adultos de 7. limbativentris bajo
condiciones de invernaculo.

Este trabajo pudo demostrar la hipdtesis 3, que seria posible la utilizacion de la
cepa Ma 72 con algunos productos fitosanitarios usados frecuentemente en el cultivo
del arroz, ya que varios fueron compatibles, lo que resulta una buena estrategia para

programas de MIP en arroz.
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4.3 NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION

A futuro se buscard incluir a estos microorganismos ya seleccionados como
parte de un programa de Manejo Integrado de Plagas para el cultivo del arroz en
proyectos de la EEA-INTA Corrientes.

Se realizaran ensayos a campo para evaluar la eficacia de estos micoinsecticidas
para el control de T. limbativentris.

Se estimaran nuevos umbrales de accion para 7. limbativentris para el uso de
estos productos biologicos.

Se evaluara la eficacia de la cepa Ma 72 y de otros hongos entomopatdgenos

para el control de otras plagas presentes en el cultivo del arroz.
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