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RESUMEN

Metarhizium anisopliae y Paecilomyces fumosoroseus son hongos entomopatdgenos utilizados
como ingredientes activos en insecticidas biologicos, para el combate de las plagas de la mosca pinta y
la mosquita blanca respectivamente. En el presente trabajo se examiné la compatibilidad de las cepas
EH-350 de Metarhizium anisopliae y EH-349 de Paecilomyces fumosoroseus aisladas de la mosca
pinta (Homoptera: Cercopidae) y mosquita blanca (Homoptera: Aleyrodidae) respectivamente, con
insecticidas quimicos empleados en el combate de estas dos plagas, asi como con otros productos
agricolas y fungicidas, de acuerdo al porcentaje de inhibicién (% I) del crecimiento de los hongos
estudiados. Se realizaron pruebas con siete adherentes/surfactantes, dos fertilizantes, siete insecticidas,
y dos fungicidas. Se ensayaron dos concentraciones por producto de acuerdo a las especificaciones del
fabricante para su uso en campo con uno o ambos hongos. El experimento se realizé por triplicado en
cajas de Petn con APD impregnado con los productos agricolas anteriormente citados, incubados a
28°C, durante 10 dias. Posteriormente se obtuvo el porcentaje de inhibicién (% I) del crecimiento con
base en el crecimiento del testigo y de cada tratamiento (tres experimentos para cada hongo y
concentracion ensayada) para observar las compatibilidades entre los hongos y los productos probados.
Entre los adherentes/surfactantes ensayados, los resultados mostraron el mejor crecimiento radial de M.
anisopliae con Penetrator y Kinetic, y P. fumosoroseus con los mismos, mas Adhefix 12 y Kaytar;
ambos hongos fueron compatibles con los dos fertilizantes usados ya que no mostraron inhibicién del
crecimiento. Con respecto a los insecticidas quimicos estos inhibieron de manera variable el
crecimiento de los hongos. Para M. anisoplize se observd el mejor crecimiento con Dipterex
(organofosforado) y Corsair {piretroide) y un elevado % I (> de 71 %) con ambas concentraciones de
Biothion y Diazinon (organofosforados). P. fumosoroseus mostrd un buen crecimiento con Biometa
(organofosforado) y Biosulfan (organoclorado) con % I entre 10 y 38 %; y poco crecimiento con
Biothion y Diazinon (organofosforados) con elevados % I (> 83 %0). Los fungicidas Benlate y Biocaptan
mostraron incompatibilidad por su total inhibicion del crecimiento de ambos hongos. Se sugiere la
seleccion adecuada de los adherentes/surfactantes para cada hongo, la utilizacién de los fertilizantes
ensayados al mismo tiempo que la aplicacion del insecticida bioldgico, la aplicacion por separado con
los insecticidas quimicos, y un cuidadoso manejo de los fungicidas en aplicaciones separadas, para no

interferir con la actividad del biologico.




, INTRODUCCION

La agricultura intensiva, con el afan de elevar la produccion y productividad, ha usado y
abusado de los plaguicidas quimicos para combatir los insectos y las enfermedades que le disputan el
alimento al hombre. Algunas plagas son el resultado directo del uso irracional de agroquimicos que
después de ser utilizados por un tiempo llegan a ser ineficaces para controlar dichas infestaciones
(Ramirez, 1996). Ante la aparicion de problemas de resistencia de las plagas a los plaguicidas
quimicos, resurgimiento de otras, explosion poblacional de plagas secundarias a consecuencias de uso
indiscriminado de esos productos, surge un nuevo concepto, el manejo integrado de plagas (MIP). Este
altimo hace referencia a una filosofia que utiliza los principios ecoldgicos para manejar
econdmicamente plagas clave en el agroecosistema de un cultivo dado. Usands para ello todas las
técnicas y métodos que se consideren los méas adecuados y compatibles para manejar en lo posible, las
poblaciones de plagas a niveles por debajo del umbral de dafio econdémico. Los métodos y técnicas,
utilizados por el manejo integrado de plagas son dependientes al maximo del control natural de las
poblaciones de plagas, combinando técnicas tales como métodos culturales, enfermedades especificas
del insecto, variedades resistentes, insectos estériles, atrayentes, control bioldgico y aplicaciones de
insecticidas quimicos selectivos que puedan contribuir al control de la plaga (Garcia y Byerly, 1995).
Recientemente también se habla del manejo ecologico de plagas (EBPM, siglas en inglés), esta naciente
filosofia apela en contra del MPI, porque considera que este ultimo solo se aboca al contro! de insectos
plaga, sin tomar en cuenta los otros tipos de organismos plaga que integran el agroecosistema. El
enfoque de ambas filosofias es muy similar, ya que el EBMP plantea el conocimiento de las plagas
utiizando para su control suplementos quimicos y biologicos. Recomienda ademas las practicas
agricolas que aumentan los procesos naturales, que mantienen controlada a una poblacién plaga. Dichas
practicas se ven reforzadas por el uso de organismos y productos para el control biolégico, plantas
resistentes y pesticidas quimicos de espectro reducido (Lorence, 1996). En vista de lo anterior, el
considerar alternativas a los plaguicidas quimicos, como por ejemplo el control biologico, es relevante
para la conservacion de los agroecosistemas. Estos mecanismos de control natural se abocan al estudio
de pardsitos, patdgenos y depredadores en la regulacion de las densidades de poblacion de los
huéspedes y presas. El control biolégico a pesar de ser en si un fenomeno que se da en la naturaleza,
puede ser aprovechado por el hombre con fines utilitarios en la lucha contra las plagas (DeBach, 1987).

Los agentes de control biologico son los mas prometedores para poder llevar a cabo, el manejo



integrado de plagas o cualquier otro tipo de acciones fitosanitarias. En este contexto deben ser
consideradas todas las condiciones ambientales bajo las que el biorregulador natural desemperfia su
funcion de manera dptima. Entre los principales agentes de control biologico se encuentran virus,
bacterias, protozoarios, nematodos, hongos ¢ insectos.

Existe una amplia gama de hongos taxondmicamente diferentes que ocasionan enfermedades en
insectos y artrépodos pero son pocos los que se han estudiado en forma intensiva hasta la fecha
(Deacon, 1988). Las enfermedades ocasionadas por hongos en insectos son comunes, se extienden
tacilmente y a menudo diezman poblaciones en epizootias espectaculares. Una epizootia es un evento
que se da en las poblaciones naturales, donde los individuos enfermos de una poblacion hospedera o
area determinada se presentan en cantidades elevadas de casos no comunes, originadas por un patégeno
al presentarse las condiciones ambientales optimas para su desarrollo. Los hongos entomopatégenos
(llamados asi porque causan enfermedad en insectos), infectan principalmente penetrando a través de la
cuticula del hospedero (Hajek y St. Leger, 1994). El habitat de los hongos entomopatogenos, engloba
una gran gama de habitats que incluyen cuerpos de agua dulce, suelo, superficie del suelo, etc. Dadas
las cualidades de este grupo de hongos como patogenos de insectos, es lo que ha permitido catalogarlos
como entomopatogenos por excelencia. Sus caracteristicas han hecho ver a los investigadores su
potencial para el control biologico de plagas agricolas que ante la actual situacion donde cada vez mas
se hace uso indiscriminado de plaguicidas quimicos en los agroecosistemas, bien puede constituir una
alternativa que vaya de acuerdo con los principios de conservacion del ambiente. Por consigutente
surge recientemente el interés en los micoinsecticidas. No obstante, que se conocen alrededor de 700
especies de hongos entomopatdgenos, solamente diez, son los que presentan desarrollo como
controladores biolégicos, siendo asi que el gran potencial de estos hongos, no ha sido bien desarrollado
y aprovechado (Samson et al., 1988:; Roberts, 1989).

Fue Pasteur, el que hace mis de un siglo ya pronosticaba el potencial de los hongos
entomopatdgenos, por su papel como biorreguladores naturales de plagas. En épocas contemporaneas,
Ronald Thaxter micélogo de la Universidad de Harvard, fue el primero en caracterizar este grupo de
hongos al realizar estudios y ver los efectos devastadores ocasionados por estos, en insectos del grupo
de los &fidos. Entre los hongos entomopatogenos mas importantes se encuentran un grupo de especies a
las que solo se les conoce el estado asexual anamorfo. Aqui se ubica Metarhizium anisopliae (Metsch)
Sorokin, cuyo estudio data desde 1879. A pesar de ser conocido por sus propiedades entomopatogenas,

es solo a partir de los Gltimos veinte afios cuando se ha contemplado producirlo masivamente e




implementar su uso para el control biolégico de insectos. Ha sido descrito como parasito para alrededor
de 200 especies de insectos, en diferentes 6rdenes como: Orthoptera, Dermaptera, Hemiptera,
Lepidoptera, Diptera, Siphonaptera, Symphyla, Himenoptera y Coleoptera, incluyendo alrededor de 70
especies de escarabajos (Scarabaeidae) (Glare y Jackson, 1992). Una especie mas de Metarhizium
descrita como patégena de insectos, es Metarhizium flavoviride Gams & Roszypal. Igualmente
reconocido es el género Beauveria que tiene registrado un niimero de hospederos rebasando las 500
especies de insectos, en su mayoria en los érdenes Lepidoptera y Coleoptera (Hall y Papierok, 1982),
aunque también se ha encontrado en Diptera, Homoptera, Siphonaptera y Orthoptera (Laird ef af.,
1990). La mas comiin de las especies del género es Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, que se
encuentra en diversas especies de insectos y es uno de los hongos entomopatégenos mas comunes a
nivel mundial (Samson y Evans, 1982). Se conoce ademas otra especie del género que es patégena de
insectos, B. amorpha (Hohn.) Samson & Evans. Otro integrante mas de este grupo de hongos
entomopatogenos es Verticillium lecanii (Zimmerman) Viegas, el cual tiene amplia distribucion en la
naturaleza y puede provocar grandes epizootias en regiones de clima tropical y subtropical, asi como en
los ambientes cilidos y hiimedos de invernaderos. Sus hospederos mas comunes son afidos y las
mosquitas blancas (Homoptera), pero también ha sido encontrado en los 6rdenes Orthoptera,
Coleoptera, Diptera y acaros eriéfidos (Mier et al., 1991). Se afiaden a estos los hongos del género
Paecilomyces del cual se conocen catorce especies entomopatogenas (tres de ellas en coledpteros). Las
dos especies mas comunes son P. fumosoroseus (Wize) Brown & Smith y P. farinosus (Holm ex SF
Grey) Brown & Smith, que causan enfermedad a gran variedad de insectos en diversos lugares del
mundo (Samson, 1974). Entre otros géneros, Hirsutella contemnpla un considerable nimero de especies
de gran relevancia como enemigos naturales de 4caros e insectos. Entre estas especies se pueden
mencionar a Hirsutella thompsonii Fisher y H. entomophila Pat.

Otro grupo importante de entomopatogenos son los Zygomycetes que tienen micelios
cenociticos, multinucleados y pueden producir cigosporas como esporas sexuales producto de la
fecundacién sexual por gametangios. Muchos cigomicetos entomopatdgenos se encuentran en el orden
de los Entomophthorales. Entre los més importantes estan los géneros Erynia y Conidiobolus, que han
sido ampliamente estudiados por su potencial como agentes de control bioldgico de afidos. En México,
se han descrito alrededor de 12 especies de Entomophthorales parasitando insectos: Conidiobolus
apiculatus (Thaxter) Remaudiére & Keller,. C. coronatus (Constatin) Batko, C. major {Thaxter)

Remaudiére & Keller, C. obscurus (Halt & Dunn) Remaudi¢re & Keller, Entomophthora muscae




(Cohn) Fres., E. planchoniana Cornu, Erynia dipterigena (Thaxter) Remaudiére & Hennebert, Erynia
neoaphidis Remaudiére & Hennebert y Neozygites fresenii (Nowakowski) Remaudiére & Keller,
(Remaudiére y Latgé, 1985).

Los hongos entomopatégenos son particularmente importantes para el control biologico de
plagas de coledpteros, ya que las enfermedades bacterianas y virales se presentan raramente en
escarabajos (Hajek y St, Leger, 1994).

Entre las marcas registradas de estos hongos a nivel mundial contra diversas plagas existen los
siguientes:

e Beauveria bassiana; Boverin® contra Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera) y Cydia pomonella
(Lepidoptera) en la U.R.S.S.; producto sin marca contra Dendrolimus punctatus, D. tabulaeformis y
Ostrinia furnacalis, (Lepidoptera) en China (Laird et al., 1990). Mycotrol contra mosquita blanca
(Homoptera), afidos (Homoptera) y trips en los Estados Unidos; Bea-Sin contra Anthonomus grandis
(Coleoptera) en México; Naturalis-O contra diversas plagas en Estados Unidos; Ostrinil contra Ostrinia
nubilalis (Lepidoptera) en Francia; N.D. contra mosquita blanca (Homoptera) en Estados Unidos
(Lorence, 1996).

o Hirsutella thompsonii: Mycar® contra Phyllocoptruta oleivora (Actinedida: Enophyidae; segin
Krantz, 1978) en los Estados Unidos (Laird ez al, 1990).

e Metarhizium anisopliae: Biocontrol®, Biomax®, Combio®, Metapol®, Metaquino® y Metabiol® contra
la mosca pinta (Homoptera) en Brasil (Laird ef al, 1990). Bio-Path contra Blatella germanica
(Orthoptera) en los Estados Unidos; Meta-Sin contra Aeneolania postica (Homoptera) en México
(Lorence, 1996) y Salivax® contra la mosca pinta en Centroamerica y México (Toriello, 1997).

e Paecilomyces fumosoroseus: Pae-Sin contra mosquita blanca en México (Lorence, 1996) y Bichox®
contra mosquita blanca en Guatemala (Toriello, 1997).

» Verticillium lecanii: Vertalac® contra afidos; Micotal® contra mosquita blanca y Thriptal® contra trips
en Inglaterra (Laird et al., 1990).

Estos biopreparados han resultado ser inocuos en vertebrados como lo demuestran los
experimentos en z;mjma.les de experimentacién como hamsters, ratones, cobayos, etc. por diversos
investigadores (Ignoffo, 1973a, 1973b; Torello y Mier, 1985; Mier et al., 1989, 1994; Siegel y
Shadduck, 1990).

Al hacer uso de los hongos entomopatdgenos con fines de control de plagas es necesario

considerar la temperatura, humedad relativa, movimiento del aire y radiacion solar dado que todos estos




son factores determinantes en la persistencia e inicio del proceso de infeccion, después de ser aplicados
en un cultivo. Por ello, es importante investigar la época del afio para asegurar un microclima favorable

qQue permita el desarrollo de enfermedades en las poblaciones de la plaga que se desee controlar
{Ramirez, 1996),

Una de las habilidades de los hongos entomopatdgenos es la de degradar las proteinas de la
cuticula del insecto huésped. Dicho mecanismo ha sido estudiado por diversos investigadores (Goettel
etal, 1989; St. Leger et al,, 1991; Boucias y Pendland, 1991: Chamnley y St. Leger, 1991; St. Leger er
al., 1992; Hayek y St. Leger, 1994; St, Leger et al, 1995a), y consiste desde la penetracion de la
cuticula a la subsecuente absorcién de nutrientes de los liquidos corporales del insecto. La cuticula del

insecto comprende una delgada epicuticula de lipidos y proteinas que cubren a la gruesa procuticula
conformada por microfibrillas de quitina, embebidas en proteina lo cual le confiere resistencia mecanica

y gran resistencia biol6gica por la asociacién de dichos componentes (Figura 1). Durante la penetracion
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t ~~
Célula tricdgena

Figura 1. Estructura de la cuticula del insecto (Modificado de Charnley y St. Leger, 1991).



cuticular, el hongo se desplaza a través de diferentes ambientes, respondiendo positivamente gracias a
los procesos bioquimicos adaptativos que ha desarrollado, ademés de sus dotes para la diferenciacion

celular, al generar una serie de estructuras de morfologia especifica (Figura 2). Por ejemplo, durante el

Conidio Apresorio
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Figura 2. Esquema general del mecanismo de penetracién cuticular de los hongos entomopatégenos

(Modificado de Charnley y St. Leger, 199 1).

proceso de infeccion de M. anisopliae, una vez que el conidio del hongo se fija a la superficie cuticular
desarrolla un tubo germinativo. Es a partir de este Gltimo que se desarrollan los apresorios (localizados
aln en la superficie de la cuticula). Posteriores a éstos se forman ganchos de penetracién que penetran a
través de la cuticula ejerciendo para ello una presion fisica y la degradacion gracias a enzimas {en la
epicuticula). Subsecuentemente se generan hifas y placas penetrantes (en la procuticula), finalizando
, ¢on cuerpos hifales levaduriformes o blastosporas que se dispersan a través del hemocele, el insecto
muere a los pocos dias, asfixiado por el micelio y envenenado con las toxinas producidas por ¢l hongo
(Figuras 3 y 4) (Hajek y St. Leger, 1994).
Mediante trabajos de clonacién es como se pueden seleccionar caracteristicas {nicas de cepas

entomopatogenas destacando las especies con estado asexual anamorfo, lo que ha llevado al estudio de
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Figura 3. Esquema de las estructuras de infeccion de Metarhizium anisopliae y las barreras de resistencia del

insecto (Modificado de Hajek y St. Leger, 1994).

genes estructurales cuyos productos son requeridos para la patogénesis. Los avances obtenidos estan
basados particularmente en una especie, Metarhizium anisopliae, donde las investigaciones realizadas
permitieron vislumbrar la existencia de varias clases de genes de patogenicidad, que presentan
funciones muy diversas dentro del complejo proceso de la patogénesis. Algunos de estos genes pueden
codificar receptores para detectar directa o indirectamente la presencia de un hospedero, una vez
detectado el hospedero, otro grupo de genes muy importantes codifican las enzimas necesarias (las
llamadas proteasas Prl de M. anisopliae), que permiten al hongo penetrar las barreras fisicas, como lo
es la cuticula del insecto. Adicionalmente otro grupo de genes entra en accion inactivando las defensas
del huésped o en dado caso codifican las toxinas necesarias para que se desarrolle la enfermedad. Estas
investigaciones han permitido la seleccién de genes importantes de este grupo de hongos y no es dificil
imaginar que en un futuro no lejano sea comun la manipulacion de estos genes por medio de técnicas de
ingenieria genética (St. Leger, 1995b). Un gjemplo al respecto es la transformacion de M. anisopliae

lograda por Goettel etal (1990), quienes descubrieron un gen resistente a benomil en el hongo
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Aspergillus nidulans, el cual se insert6 por fusion de protoplastos en M. anisopliae. El gen se expresa
en M. anisopliae, mostrando resistencia al mencionado fungicida, que en condiciones normales le
resultaria letal. La transformacién genética realizada con esta especie permitira el uso del hongo como
agente de control biologico, ain cuando sea aplicado simultineamente con el benomil en el campo. La
induccién de genes seleccionados de hongos entomopatogenos, a otros microbios y plantas sera con el
unico fin de crear agentes de control biolégico sumamente eficaces, que no causen impacto adverso en
los agroecosistemas (St. Leger, 1995b).

En México, una de las plagas mas importante es la conocida como mosca pinta o salivazo de los
pastos, insectos pertenecientes a los homopteros Aeneolamia albofasciata (Walk.) y Prosapia simulans
(Walk ) (Familia: Cercopidae) (Riess y Flores, 1976). Estas plagas han mermado la productividad de
pastizales, cafia de aztcar (Saccharum officinarum), arroz (Oryza sativa), maiz (Zea mays) y otras
gramineas, en extensas areas del pais. Su ciclo bioldgico consta de tres estados: huevecillo, mnfa y
adulto; la denominacion de salivazo de los pastos se refiere al estado ninfal, ya que en este momento los
insectos cubren su cuerpo con una secrecion blanquecina que tiene consistencia y aspecto de saliva. Los
dafios causados por esta plaga varian con respecto a la etapa del ciclo de vida en la que se encuentren.
Las ninfas se alimentan de los jugos de la raiz y de las células del parénquima de los tallos. Mientras
que los adultos causan el dafio al alimentarse de retofios y hojas. Las zonas més afectadas por la plaga
estan ubicadas a una altitud de 0 y 200 metros, y los factores que influyen en la aparicién de la plaga
son la temperatura media, la humedad relativa y la precipitacion pluvial. Cuando estas condiciones son
Optimas, pueden existir hasta cuatro generaciones de mosca pinta en una sola temporada de lluvias. En
México, existen antecedentes de la plaga desde 1876, En 1952 se registraron fuertes infestaciones en la
huasteca veracruzana y potosina y al sur de Tamaulipas. Desde entonces, extensas areas de los litorales
del Golfo de México y Océano Pacifico han sido presa de esta plaga, lo que ocasiona cuantiosas
pérdidas en la ganaderia al quedar los animales sin su fuente de alimento y de medrar los campos
sembrados con cafia de azicar y cultivos como el arroz y el maiz, productos basicos para la
alimentacién humana (Coronado, 1978).

En Brasil, por la resistencia de este insecto (cigamnha: Mahanarva posticata, Homoptera:
Cercopidae) a los insecticidas quimicos, se ha utilizado A, anisopliae, en cafia de azlicar (Saccharum
officinarum) (Ferron, 1981). Actualmente se utiliza comercialmente el hongo en varios paises

productores de cafia contra plagas de cercopideos (Azafion, 1996).




Por otro lado, los también homoépteros Bemisia tabaci (Gennadius), Trialeurodes
vaporariorum (Westood) y Bemisia argentifolii (biotipo B de Bemisia tabaci) (Familia: Aleyrodidae)
conocidos comanmente como mosquita blanca, son una plaga cosmopolita que ataca una gran variedad
de cultivos. El origen de las especies de importancia econémica para nuestro pais no es muy claro, se
piensa que es posible que B. tabaci y B. argentifolii hayan sido introducidas a América, provenientes
de paises asiaticos (Irak o Pakistan), mientras que las especies de género Trialeurodes son originarias
del nuevo mundo. Es en 1962, cuando se considera a la mosquita blanca como una plaga de
importancia econdmica por la pérdida de numerosas cosechas en la zona algodonera de Soconusco,
Chiapas (Romero, 1995). Entre los cultivos relevantes de importancia econdmica que ataca esta plaga
se encuentran: Cucurbitaceas, Citrullus lanatus (Sandia), Cucumis melo (Melon), C. satrivus (Pepino),
Leguminosas, Glicine max (Soya), Phaseolus vulgaris (Frijol, habichuela, caraota); Malvaceas,
Gossypium hirsutum (Algodén); Solaniceas, Capsicum annuum (Chile dulce, chiltoma, pimenton),
Lycopersicon esculentum (Tomate), Nicotiana tabacum (Tabaco), Solanum melongena (Berenjena), S.
toberosum (Papa), Compuestas Helianthus annuus (Girasol) y plantas omamentales (Hilje, 1994). El
dafio causado por estos insectos varia con respecto a su etapa de desarrollo. Los instares jovenes y el
adulto se alimentan succionando la savia del floema localizada en el envés de las hojas, causando
defoliacion (interfiriendo con la fotosintesis y la respiracién), achaparramiento y bajos rendimientos: asi
mismo excretan mielecilla que provoca el desarrollo de fumaginas, por lo que los frutos requieren de
lavado, incrementando costos de produccion. Los adultos de la mosca blanca a su vez transmiten una
gran variedad de geminivirus que achaparran las plantas y reducen el rendimiento. Ademas la plaga
causa desdrdenes fisiologicos por las toxinas que excreta al alimentarse, como son la maduracion
irregular en frutos de tomate, hoja plateada en calabaza, decoloracion de raiz en zanahoria y en el tallo
del brécoli (Ramirez, 1996). Con base en lo anteriormente expuesto es posible visualizar las numerosas
pérdidas econémicas ocasionadas por esta plaga en la productividad de los cultivos. Aunado a estos
problemas, la plaga ha desarrollado un aumento marcado de resistencia contra insecticidas quimicos lo
que ha repercutido en la problematica que presenta su control mediante el uso de estos productos (Mier
etal., 1991).

La resistencia de la mosquita blanca a insecticidas quirmicos ha hecho necesario buscar métodos
alternativos de coﬁtrol, constituyendo uno de estos el uso de hongos entomopatogenos, incorporados a
un programa de manejo integrado de plagas. A la fecha, entre las especies reportadas que cumplen este

fin son: Aschersonia spp., Acremonium sp., Aegerita webberi, Aphanocladium album, Beauvena
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bassiana, Cladosporium herbarum, Cladosporium aphidis, Erynia radicans, Fusarium scirpi (F.

aleyrodis), Fusarium verticilliodes, Microcera sp. (actualmente Fusarium o Psevdomicrocera),
Paecilomyces cinnamomeus (descrita como Verticillium cinnamomeum), Paecilomyces farinosus. P.
Sumosoroseus, P. fumosoroseus var. beigingensis, Sporotrichum sp. (probablemente Beauveria sp.),
Trichothecium roseum, Verticillium fusisporum y Verticillium lecanii. Sin embargo en forma
comercial, solamente se han usado Verticillium, Paecilomyces y Beauveria (Ramirez, 1996).

En México, existe una gran dependencia del uso de insecticidas quimicos para el combate de
plagas de insectos, dado que estos productos producen un efecto inmediato en poblaciones susceptibles
y pueden poner.bajo control, rapidamente, grandes poblaciones de insectos (Tabla 1). La escasez de
informacion sobre el manejo de estos productos ha generado su uso intensivo, en consecuencia existen
graves desequilibrios en los agroecosistemas, hecho que favorece la aparicién de. nuevas plagas y de
razas mas agresivas que incrementan las ya existentes. El uso indisciminado de insecticidas abarca
todos los sectores de la produccién. El conocimiento del grado de susceptibilidad o resistencia que han
alcanzado las plagas a los insecticidas, constituye una herramienta bésica para la planeacion y manejo

de los mismos, con el fin de evitar la aparicion de razas de insectos resistentes e incrementar la vida (til

Tabla 1. Ingredientes activos utilizados en México para el control quimico de la mosquita
blanca (Homoptera: Aleyrodidae) v salivazo de los pastos (Homoptera: Cercopidae) en cultivos

de importancia econdmica.

Ingredientes activos contra la mosquita blanca: . e
" metamidofds; diazindn, malatién; -eridosulfan, naled, carbofuran, aldicarb, monocrotafds,
metidation; oxidemeton: metilico; acefato, dimetoato, mevinios, diclorvos, fosfamidén,

— t———
— o o —

H
omeotoato; disulfoton, fluvalinato,.amitraz, bifentrina. .
Principales especies que integran 1a plaga de la mosquita blanca:
Bemisia tabact, Bemisia argentifolii, Bemisia sp.. Trialeurodes vaporariorum, T. packards.

' Ingredieiites activos contra el salivazo de los pastos: ”
diazinon;; malatién;. -endosulfan, “permetrina, carbarilo, triclorfon; naled, carbofuran,
aldicarb, monocrotofés, metidatién, azinfos metilico, fention, paratién metilico, carbarilo +
endosulfan, triclorfon + paratién metilico, clorpirifos, forato, vamidotioi
Principales especies que integran la plaga del salivazo de los pastos:

Aeneolamia albafasciata, A. postica, Prosapia simulans, P. bicinita, Prosapia Spp. _

Refere—ncias: Manual de agroquimicos SARH, 1988: Lagunes, et al. 199:1.; Guia de [ plaguicidas
autorizados de uso agricola SARH, 1994,
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de estos productos disminuyendo sus efectos adversos a la salud humana y al ambiente al aplicarlos
solo cuando sean necesarios. La resistencia a quimicos de numerosas plagas, hace necesario el sentar
las bases para producir insecticidas fiingicos para el control bioldgico de plagas devastadoras, que
acaban con cosechas enteras y ocasionan pérdidas econémicas constderables, en la agricultura de pais.
El continuo incremento en los precios de los plaguicidas hacen cada dia mas dificil de considerar el
control quimico como la Gnica estrategia vélida para manejar plagas por lo que las alternativas de
control biologico podrin ser competitivas con respecto a los productos de control quimico, si se
desarrollan las cepas mas convenientes que permitan alcanzar los objetivos del productor y brinden
proteccion a los agroecosistemas (Mier y Toriello, 1994; Garcia y Byerly, 1995; Ortega y Rodriguez,
1995).

Es neéesario realizar estudios para poder precisar los efectos de la interaccién de agentes de
control biolégico con plaguicidas quimicos y productos agricolas para en un momento dado ser
aplicados de manera conjunta, teniendo en mente el uso adecuado del quimico de acuerdo a las
especificaciones, y en dado caso utilizado como un refuerzo para el agente de control bioldgico
(Ramirez, 1996).
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ANTECEDENTES

Entre los primeros trabajos de compatibilidad con plaguicidas esta el de Soper et al. (1974), en
el que determinan el efecto de varios insecticidas y fungicidas sobre el crecimiento del entomopatogeno
Entomophthora spp. y el fitopatogeno Alternaria solani, en medio sélido. Estos investigadores
encontraron que los fungicidas probados afectaban severamente el crecimiento de los hongos
entomopatogenos pero no eran mortales para las cepas, ya que al ser transferidos a medio libre de
plaguicidas los hongos recuperaban su crecimiento normal. El benomil resulto ser el anico fungicida
que no inhibi6 el crecimiento de 4. solani. Los insecticidas probados presentaron diferentes efectos
sobre el crecimiento de todas las cepas de hongos y observaron una inhibicién del crecimiento en
proporcién a la concentracion utilizada lo que indica una tolerancia hacia los plaguicidas. Con los
quimicos ensayadc;s encontraron efectos inhibitorios mas drasticos sobre el fitopatdgeno que sobre los
hongos entomopatogenos.

Irmiahu y Kenneth (1974) llevaron a cabo pruebas de sensibilidad con varias cepas
pertenecientes a dos géneros de entomopatégenos, contra nueve formulaciones de fungicidas y catorce
de insecticidas. Para los hongos B. bassiana, V. lecanii y Verticillium sp. todos los fungicidas
ocasionaron algin efecto inhibitorio en el crecimiento, mientras que el benomil y otros causaron efectos
mhibitorios a las dosis recomendadas para los cultivos e inclusive a 1/10 de esta dosis. Por otro lado,
los insecticidas produjeron diversos grados de inhibicion sobre el crecimiento de los hongos. Estos
trabajos tenian como objetivo la seleccion de cepas con mayor resistencia a productos quimicos para ser
usadas conjuntamente (sinergismo) con los hongos y poder ser aplicadas en los agroecosistemas.

Ignoffo et-al. (1975) probaron la sensibilidad del hongo entomopatogeno Nomuraea rileyi
frente a ocho fungicidas, veinticinco insecticidas y once herbicidas, por medio de pruebas de
compatibilidad in vitro y bioensayos de patogenicidad. De las evaluaciones in vitro teportaron que siete
de los ocho fungicidas inhibieron el crecimiento inclusive a 1/10 de la concentracion recomendada. El
hongo mostré sensibilidad a cuatro de los once herbicidas y trece de los veinticinco insecticidas, y la
mayor sensibilidad fue observada con los fungicidas. En los bicensayos de patogenicidad encontraron
que los fungicidas benomil y dinoseb inhibieron dristicamente el crectmiento de N. rileyi sobre las
larvas de Trichoplusia ni o gusano falso medidor (Lepidoptera: Noctuidae). Los resultados
demostraron que la mayoria de los insecticidas y herbicidas tienen un efecto menos drastico que los

fungicidas sobre el crecimiento del hongo.
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Mediante estudios in vitro de la inhibicién del crecimiento de B. bassiana y M. anisopliae.
Tedders (1981) encontrd una alta inhibicién con la mayoria de seis fungicidas a las dosis recomendadas
para ¢l cultivo del arbol de pecana, y en algunos casos atn ensayando con mayores diluciones.

Clark et al. (1982) determinaron la influencia de cuatro fungicidas y tres insecticidas sobre B.
bassiana tanto en el laboratorio como en el campo. Ei trabajo de laboratorio mostré que el crecimiento
del hongo en medio liquido es inhibido por la accion de los fungicidas. Por otro lado, los insecticidas
provocaron una inhibicién moderada, reduciendo el crecimiento micelial hasta en un 50 %. Los
resultados de los experimentos en campo con los fungicidas fueron semejantes a los de laboratorio
aunque en menor magnitud.

En la busqueda de productos compati'bles con seis cepas de B. bassiana, Anderson y Roberts
(1983) trabajaron con 13 insecticidas cominmente utilizados en el control del escarabajo de la papa de
Colorado, Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae). Efectuaron estudios de invernadero
en los que trataron cultivos de papas con el hongo y los insecticidas quimicos, en tanques separados, asi
como mezclados. Los resultados in vitro mostraron una inhibicion significativa del crecimiento del
hongo, mas evidente por la formulacién que por el ingrediente activo. La germinacién y desarrollo
colonial fueron afectados por el tipo de insecticida y en grado menor por la cepa utilizada. Estos
estudios revelaron la fuerte interaccién entre el hongo y el quimico en el tanque de mezcla, y por
consiguiente la sugerencia de realizar las aplicaciones del hongo y del insecticida por separado para
evitar la inhibicién de crecimiento del hongo.

Al utilizar tres variedades de H. thompsonii, Sosa-Gémez et al (1984) determinaron el efecto
de cuatro insecticidas empleados en el combate del acaro de los citricos Phyllocoptruta oleivora
(Actinedida: Eriophyidae) sobre su esporulacion y crecimiento in vitro. Encontraron diferentes grados
de wnhibicién dependiendo del insecticida utilizado, proponiendo una seleccién adecuada de productos
para obtener mejores resultados en la lucha por la conservacion del agroecosistema.

En otro trabajo posterior, Anderson et al. (1989), probaron la compatibilidad in vitro de cinco
formulaciones de insecticidas con B. bassiana y su eficiencia sobre el control del escarabajo de la papa
de Colorado Leprinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae). En los bioensayos de laboratorio
obtuvieron que abamectina, triflumuron y thuringiensin tres de los cinco insecticidas probados fueron
compatibles con el hongo, incluso en dosis mayores a las recomendadas por el productor y ademas

observaron que cantidades subletales de los demas insecticidas eran compatibles con el hongo. Los
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broensayos demostraron que en algunos casos la combinacion puede tener ventajas sobre el manejo del
escarabajo.

Entre otras investigaciones recientes de compatibilidad de hongos entomopatdgenos con
insecticidas quimicos se encuentra la de Li y Holdom (1994), donde realizan una primera prueba de
compatibilidad in vitro de M. anisopliae con tres concentraciones de cinco insecticidas y dos fungicidas
usados contra diferentes plagas y patdgenos del cultivo de la cafia de azucar, midiendo el crecimiento
micelial y ia esporulacién. En la segunda prueba utilizan dos concentraciones de los mismos productos
incluyendo dos fungicidas mas y miden la esporulacién de manera cualitiva. Los resultados mostraron
que M. anisopliae se ve afectado en su crecimiento y esporulacion al interaccionar con fungicidas, tanto
a altas como a bajas concentraciones, pero es mas tolerante a los insecticidas probados. Ellos
encontraron en ambas pruebas, que el hongo fue compatible con carbofuran y aldicarb.

Por ultimo, Mietkiewski y Gorski (1995), utilizando una cepa aislada de suelo forestal y otra de
suelo agricola de M. anisopliae, P. Jfumosoroseus, P. farinosus, y B. bassiana efectiian pruebas de
compatibilidad in vitro con tres insecticidas: dimetoato, alfa metrina, y pirimicarb, cominmente
utilizados a tres diferentes concentraciones. Utilizaron como parametros el crecimiento micelial con
respecto a un testigo sin insecticida. Los resultados mostraron que los efectos toxicos de los insecticidas
investigados dependia sobre todo de la concentracién de estos productos en el medio de cultivo. Por
otro lado, observaron diferencias significativas en el tamafio de las colonias; en el caso de B. bassiana,
las colonias aisladas de suelo forestal fueron stempre mas grandes que las obtenidas de suelo cultivable.
Por el contrario, las colonias de M. anisopliae, P. Jarinosus y P. fumosoroseus aisladas de suelo
agricola fueron mayores que las de suelo forestal, aunque las diferencias fueron menores que las
observadas con B. bassiana. Los autores sugieren que la inhibicion sobre el crecimiento de los hongos
estudiados puede estar asociada con el hospedero y el habitat de donde se aislé ya que encontraron

diferencias en el crecimiento de acuerdo al habitat de Ia cepa.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los agncultores tienen la alternativa de utilizar productos de origen bioldgico dentro de un
programa de manejo integrado de plagas, que puede contemplar el uso racional de insecticidas
quimicos selectivos para abatir la poblacién de insectos nocivos. Esto crea la necesidad de investigar la
compatibilidad de estos agentes de controt biologico con diferentes insecticidas quimicos y productos
agricolas (adherentes/surfactantes, fertilizantes, etc.) utilizados en los agroecosistemas. El uso de
plaguicidas quimicos (basicamente insecticidas) de manera simultanea o por separado con el agente de
control bioldgico, a la dosis minima o subdosis de la misma de acuerdo a las especificaciones del
producto para su uso en campo, puede constituir un manejo mas eficaz de la plaga que se desee

controlar, sin ir en contra de la conservacion del ambiente.
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OBJETIVOS
¢ Objetivo general

Conocer la compatibilidad in vitro de dos hongos entomopatogenos, Metarhizium anisopliae vy
Paecilomyces fumosoroseus utilizados como insecticidas biolégicos, con diversos adherentes,
surfactantes, fertilizantes, insecticidas quimicos y fungicidas de acuerdo al crecimiento de los hongos en

medio de cultivo impregnado con los productos agricolas.

» Objetivos particulares

I.- Evaluar la metodologia y condiciones mas adecuadas para medir el efecto de los productos agricolas
sobre el crecimiento de M. anisopliae y P, Sumosoroseus.

2.- Evaluar el crecimiento radial de los dos hongos en medio de cultivo sélido impregnado con:

a.- Adherentes y surfactantes.

b.- Fertilizantes.

c.- Insecticidas quimicos.

d.- Fungicidas.

e.- Testigo sin producto,

3. Obtener el porcentaje de inhibicién del crecimiento de cada hongo para los productos estudiados.

4. Analizar la compatibilidad in vitro de los productos con los hongos entomopatdgenos estudiados por

medio de andlisis estadistico.
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Hongos entomopatagenos

M. anisopliae EH-350 P. fumosoroseus EH-349

1 J

5X 10* conidios en medio impregnado de producto

Medicion del crecimiento radial

Adherentes/surfactantes Fertilizantes Insecticidas quimicos

Fungicidas

| | |

Anilisis estadistico

Compatibilidad e incompatibilidad de los hongos
con los productos estudiados

Figura 5. Esquema de trabajo.
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MATERIAL Y METODOS

Hongos

Se trabajé con las cepas de hongos entomopatogenos Metarhizium anisopliae EH-350 y
Paecilomyces fimosoroscus EH-349, aisladas de la mosca pinta (Homoptera: Cercopidae) y mosquita
blanca (Homoptera: Aleyrodidae) respectivamente. Estas cepas pertenecen al cepario del laboratorio
de Micologia Basica, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM vy
son almacenadas en nitrgeno liquido previo a su utilizacién. Su clasificaciéon de acuerdo a

Alexopoulus (1996) es la siguiente:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Ascomycetes asexuales

Parasitos necrotréficos Parasitos necrotréficos
Eurotiales no clasificados
Paecilomyces fumosoroseus Metarhizium anisopliae
(Wize) Brown & Smith (Metschnikoff) Sorokin

Productos agricolas ensayados

Los productos agricolas y plaguicidas quimicos empleados para las pruebas de compatibilidad
in vitro con los hongos entomopatogenos, asi como el tipo de producto, ingrediente activo y
formulacion son descritos a continuacion. La dosis a ensayar de acuerdo a las especificaciones de cada

producto para su uso en campo se especifican en la Tabla 2.

* Adherentes/surfactantes

Kaytar (Guatemala)
Surfactante no iénico.
Ingrediente activo: desconocido.
Formulacion: solucién acuosa.

Adhefix (“Arco ins” Fertilizantes foliares, México)

- Humectante, penetrante, dispersante.

Ingrediente activo: alquil fenol, éter, piliosietilénico no menos de 30 %, diluyentes no mas de 70 %.
Formulacion: solucién acuosa.

Adhefix 12 (Guatemala)

Adherente, humectante, penetrante, dispersante.
Ingrediente activo: desconocido '
Formulacion: solucién acuosa.
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Kinetic*™ (Cuproquim, Meéxico)

Coadyuvante, extensor, dispersante, penetrante y humectante no 1dnico.

Ingrediente activo: polidimetilsiloxano y surfactante no idnico (equivalente a 1014.75 g de ingrediente
activo (i.a.)/L).

Formulacién: solucién concentrada soluble en agua.

Penetrator” Plus (Ciba-Geigy, México}

Coadyuvante de aspersion de tipo no iénico.

Ingrediente activo: aceites de parafina a base de ésteres de acidos grasos de tipo poliol. Esteres
polietoxidados - éster etoxilado alkil aril fosfato, no menos de 97 %,

Ingredientes inertes: componentes no activos como coadyuvantes, no mas de 3 %.

Formulacién: solucién acuosa.

Citowett"™ Plus (BASF, México)

Humectante, adherente, dispersante agricola.

Ingrediente activo: éter poliglicélico del isooctil fenol con 7 moles de éxido de etileno (equivalentes a
490 g de 1.a./L., no menos de 50 %).

Disolventes no mas de 50 %.

Formulacién: solucién acuosa.

Inex-A® (Cosmocel, México)

Surfactante, penetrante.

Ingrediente activo: éter de polietilenglicol, glicol con 6xido de etileno y dimetil polisiloxano.
Formulacion: solucién acuosa.

¢ Fertilizantes

Fertilizante foliar, Arco iris (“Arco Iris” Fertilizantes foliares, México)
Fertilizante foliar.
[ngredientes:
nitrogeno 20 % .
fosforo 30 % Formula basica 20-30-10
potasio 10 %
Elementos secundarios y menores (f 2).
Formulacion: granulos humectables.

Musol GRAM X-16 (Foliares liquidos mexicanos, Meéxico)

Fertilizante foliar

Ingredientes: elementos mayores (5), elementos menores (16), aditivos (2).
Formulacién: suspension acuosa concentrada.

* Insecticidas quimicos

Biometa 600 (AGM, México)
Insecticida quimico.
Principio activo: metamidofos.
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ingrediente activo: O, S-dimetil fosforo amidotioato (equivalente a 600 g de t.a./L), no menos de 48.30
% en peso.

Ingredientes inertes: solvente, surfactante y compuestos relacionados, no mas de 51.70 % en peso.
Formulacién: liquido miscible.

Diazinon-Bie 25 (AGM, México)

Insecticida quimico.

Principio activo: diazinon.

Ingrediente activo: O, O-dietil Q S-(2-isopropil-4-metil-6-pirimidinil) fosforotioato (equivalente a 230 g
de 1.a./L), no menos de 25 % en peso.

Ingredientes inertes: disolventes, emulsificantes y compuestos relacionados, no mas de 75 % en peso.
Formulacién: concentrado emulsionable.

Biothion 500 (AGM, México)

Insecticida quimico.

Principio activo: malation,

Ingrediente activo: O, O-dimetil fosforoditioato de dietil mercapto succinato (equivalente a 500 g de
1.a./L), no menos de 51 % en peso.

Ingredientes inertes: solventes, emulsificantes y compuestos relacionados, no mas de 49 % en peso.
Formulacion: concentrado emulsionable.

Corsair*™® 340 CE (Rhéne-Poulenc, México)

Insecticida quimico.

Principio activo: permetrina.

Ingrediente activo: (3-fenoxifenil) metil 3-(2, 2-dicloroetenil)-2, 2-dimetil-ciclopropano carboxilato
(equivalente a 340 g de i.a./L), no menos de 31.09 % en peso.

Ingredientes inertes: solventes, emulsificantes ¥ compuestos relacionados, no mas de 65.31 % en peso.
Formulacién: concentrado emulsionable.

Biosulfan 35 (AGM, México)

Insecticida quimico.

Principio activo: endosulfan.

Ingrediente activo: 6, 7, 8, 9, 10, 10-hexacloro-1, §, Sa, 6, 9, 9a-hexahidro-6, 9-metano-2, 4, 3-
benzodioxatiepin-3-6xido (equivalente a 378 g de1.a/L), no menos de 35 % en peso.

Ingredientes inertes: disolventes, emulsificantes, estabilizantes y compuestos relacionados, no mas de
65 % en peso.

Formulacién: concentrado emulsionable.

Sevin*® 80 PH (Rhéne-Poulenc, México)

* Insecticida quimico.

Principio activo: carbarilo.

Ingrediente activo: 1-nafti! N-metil carbamato (equivalente a 800 g de i.a/K), no menos de 80 % en
peso.

Ingredientes inertes: diluyente, humectantes, dispersantes, no mas de 20 % en peso.

Formulacién: polvo humectable.
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Dipterex” 80 PS (Bayer México)

Insecticida quimico.

Principio activo: triclorfon.

Ingrediente activo: dimetil (2, 2, 2-tricloro-1-hidroxietil)-fosfano (equivalente a 800 g de 1a./K), no
menos de 80 % en peso.

ingredientes inertes: acondicionador de fluidez y compuestos relacionados, no mas de 20 % en peso.
Formulacién: polvo soluble.

¢ Fungicidas

Benlate® (DU PONT, México)

Fungicida quimico.

Principio activo: benomul.

Ingrediente activo: metil 1-(butilcarbamoil)-2-bencimidazol carbamato (equivalente a 500 g de i.a./K),
no menos de 50 % en peso.

Ingredientes inertes: diluyente, humectantes, dispersantes, adherentes y compuestos relacionados, no
mas de 50 % en peso.

Formulacién: polvo humectable.

Biocaptan 500 (AGM, México)

Fungicida quimico.

Principio activo: captan.

Ingrediente activo: cis-N ( (triclorometil) tio}-4 ciclohexen-1, 2-dicarboximida (equivalente a 500 g de
1.a/L), no menos de 50 % en peso.

Ingredientes inertes: diluyente, humectantes, dispersantes y compuestos relacionados, no mas de 50 %
en peso.

Formulacion: polvo humectable.
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Tabla 2. Tipo y concentracién de adherentes/surfactantes, fertilizantes, insecticidas quimicos y fungicidas

utilizados, y la especie de hongo con la que se efectuaron las pruebas de compatibilidad in vitro.

— ——

Producto Tipo Concentracién * Hongo
I [f
Adherentes
Kaytar Surfactante no 0075% (1)** 0150 % (1 Ay** M. anisopliae y P. fumosoroseus
10meo
Adhefix Humectante, 0.075% (2) 0.150% 2 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
penetrante, etc.
Adhefix 12 Humectante, 0.075 % (3) 0.150% (3 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
penetrante, etc.
Kinetic Coadyuvante 0.125 % (4) 0.250 % (4 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
.extensor, etc,
Citowett Humectante, 0.125% (5 0.250% (5 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
adherente, etc.
Penetrator-Plus | Coadyuvante de 0.5% () 1% (6A) M. anisopliae y P. fumosoraseus
aspersion no
i6nico
Inex-A Surfactante, 0.200% (7) 0.400 % (7 A) M. anisapliae y P. fumosoroseus
penetrante
Fertilizantes
Arco iris Fertilizante foliar ~ 0.500 % (8) 0.800 % (8 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
Musol Fertilizante foliar ~ 0.750 % (9) 2.500 % (9 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
[nsecticidas ***
Biometa 600 Insecticida 0.5 % (10} 0.75 % (10 A) P. fumosoroseus
(metamidofés) | organofosforado
Diazinon-Bio 25 Insecticida 05% (D G75% (11 A) M. anisopliae
(diazinén) organofosforado
0.75 % (12) 1% (12 A) P. fumosoroseus
Biothion 500 Insecticida 1% (13) L25% (13 A) M. anisoplige
(malation) organofosforado
’ 0.5% (19 0.75% (14 A) P. fumosoroseus
Corsair 340 CE Insecticida 0170% (15)  0.295% (15 A) M. anisopliae
(permetrina} piretroide :
Sevin 80 PH Insecticida 0.75 % (16) 1 % (16 A) M. anisopliae
(carbariio) metilcarbamato
Biosuifan 35 Insecticida % (17) 153% (17T A) M. anisopliae y P. fumasoroseus
(endosulfin) organoclorado
Dipterex 80 PS Insecticida 0.5%(18) 0.875% (18 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
(triclorfon) organofosforado
Fungicidas ***
Benlate Fungicida 0.05% (19 0.5 % (19 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
{benomil) benzimidazol
Biocaptan 500 Fungicida 0.25% 20 2% (20 A) M. anisopliae y P. fumosoroseus
(captan) _P_l_lthalimjda_ . . _ _

* De acuerdo a las especificaciones del fabricante,

** El nimero y letra entre paréntesis indica el
*** Tipo segun Worthing y Hance, 1991,

producto y concentracion en las figuras de resultados.
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Métodos de ensayos preliminares

¢ Evaluacion del método de Li & Holdom (1994) para observar el crecimiento fungice

Ensayo efectuado siguiendo la metodologia de Li y Holdom (1994) modificada para evaluar el
crecimiento colonial y esporulacion de los hongos M. anisopliae EH-350 y P. fumosoroseus EH-349,
en medio no impregnado con agroquimicos.

L.- Previo a la realizacion de los experimentos se sembro cada una de las cepas de M. anisoplige EH-
350 y P. fumosoroseus EH-349 por sextuplicado en tubos de ensayo con agar de Sabouraud con
antibiticos (SA): 10 g de digerido papainico de soya, 10 g de dextrosa, 15.5 g de agar, 0.4 g de
cicloheximida, 0.05 g cloranfenicol por litro de agua esténl (Becton Dickinson de México); y en medio
de agar de papa y dextrosa (APD): 300 g de papa en agua hervida, filtar y agregar 20 g de dextrosa, 15
g de agar-agar, aforar a 1 litro de agua y esterilizar. Los cultivos se incubaron a 28°C durante una
semana.

2.- A partir de los cultivos anteriores se sembré cada cepa por triplicado en cajas de Petri de 15 x 100
mm con 20 ml de fnedio SA y APD, y se incubaron a 28°C por una semana.

3.- Se esterilizaron pipetas Pasteur recortadas por el extremo del bulbo, para cumplir la funcion de
sacabocados, en un frasco de vidrio a 121°C durante 15 minutos.

4.- Se examinaron las cepas sembradas previamente en agar SA y APD, para determinar cuales eran las
de mejor crecimiento. Una vez hecha la eleccion, se procedid a realizar discos de micelio con las
pipetas Pasteur de ambas cepas, colocando los discos en el centro de cajas de Petri de 15 x 50 mm con
15 ml de APD.

3.- Se incubaron a 28°C y se tomaron 2 mediciones diarias de cada colonia previo trazo de un plano

cartesiano. Las mediciones se tomaron hasta los 15 dias después de la siembra.

® Método de Li & Holdom (1994) modificado para la cuantificacion de la suspensién

conidial mas adecuada para las pruebas de compatibilidad

Se evaluaron tres concentraciones de conidios a depositar en un pozo central practicado en el
centro de una caja Petri.
.- Se efectud el experimento en cajas de Petri de 15 x 100 mm con medio APD por triplicado.
2.- Se prepararon varias suspensiones conidiales con la cepa M. anisopliae ajustandolas a:

1 x 107 conidios/ml —---eexeea-e- BTV RT] e — 5x 10° en el pozo.
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I x 10 ® conidios/ml - 50 ul 5x 10*en el pozo.
5 x 10 ° conidios/ml 50 pl 25x 10%encel pozo.

3.- En las cajas de Petri con medio sélido se realizé un pozo central, y se agregaron 50 pl de cada una
de las suspensiones de cada concentracion de conidios, por duplicado.
4.- Se incubaron a 28°C y se tomaron 2 mediciones diarias de un plano cartesiano previamente trazado

en el reverso de la caja Petri. Las mediciones se tomaron hasta los 17 dias después de la siembra.

* Evaluacién del medio 6ptimo para las prueba de compatibilidad

Ensayo efectuado segin la metodologia de discos de micelio mencionada con antenionidad, para
seleccionar el medio dptimo a utilizar para el crecimiento del hongo P. ﬁ:moéoroseus.
l.- Se prepararon cajas de Petri de 15 x 100 mm con los medios de cultivo: APD, extracto de
levadura/peptona/glucosa YPG (20 g de glucosa, 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona, 15 g
de agar, por litro) y extracto de levadura/glucosa YG (20 g de glucosa, 20 g de extracto de levadura, 15
g de agar, por litro). Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
2.- Se procedio a sembrar los discos de micelio de £. Sfumosoroseus, colocando el disco de la cepa en el
centro de las cajas de Petri con los diferentes medios, por triplicado, y se incubaron a 28°C, tomando 2
mediciones diarias de un plano cartesiano previamente trazado en el reverso de la caja Petri. Las

mediciones se realizaron hasta los 13 dias después de la siemnbra.

* Evaluacién de la temperatura éptima para las pruebas de compatibilidad

Ensayo con la metodologia del pozo central, descrita anteriormente, para evaluar el crecimiento
micelial de M. anisopliae y P. fumosoroseus a diferentes temperaturas.
1.- Se efectud el experimento en caj.as de Petri de 15 x 100 mm con medio APD, por triplicado.
2.- Se prepararon suspensiones de 1 x 10° conidios/mi de cada cepa.
3.- Se agregaron 50 ul de la suspension de cada hongo en el pozo central del medio, realizado por
duplicado para cada temperatura a ensayar.
4.- Se incubaron a temperatura ambiente, a 28°C, 35°C, 37°C y se tomaron 2 mediciones diarias de un
plano cartesiano pi‘eviamente trazado en el reverso de la caja de Petri. Las mediciones se realizaron

hasta los 10 dias para M. anisopliae y hasta los 7 dias con P, Jumosoroseus después de la siembra.
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« Evaluacién del efecto del tween 20 y 80 sobre el crecimiento de los hongos

Ensayo con la metodologia del pozo central, descrita anteriormente, para evaluar el crecimiento
de P. fumosoroseus a diferentes concentraciones de tween 20 y 80 (uti[izaflas en la preparacion de la
suspension conidial).

L.- El experimento se efectud en cajas de Petri de 15 x 100 mm con medio APD, por tnplicado.

- Se prepard una suspension conidial de | x 10° conidios/ml de P JSumosoroseus con dos
concentraciones de tween 20 (0.05 %, 0.5 %} y tween 80 (0.05 %, 0.5 %), y un testigo con agua
destilada esténl.

3.- Se agregaron 50 pl de la suspensién conidial de cada concentracion de tween empleada, y del
testigo en el pozo central de la caja, por duplicado. Se incubaron a 28°C y se tomaron 2 mediciones
diarias de un plano cartesiano previamente trazado en el reverso de la caja de Petn Las mediciones se

efectuaron hasta los 8 dias después de la siembra.

Método de crecimiento radial en medio impregnado con plaguicidas quimicos y productos
agricolas utilizados

Método modificado a partir de la metodologia de Li y Holdom (1994) para medir el crecimiento
de M. anisopliae y P. fimosoroseus en medio de cultivo impregnado con plaguicidas quimicos y
productos agricolas.
L.- Se sembré cada una de las cepas de M. anisopliae y P. fumosoroseus por sextuplicado en tubos de
ensayo con agar SA inclinado y se incubaron a 28°C durante una semana.
2.- Se prepararon los productos agricolas a ensayar, esterilizandolos en autoclave, con luz UV, o por
filtracion dependlendo de sus caracteristicas fisicas, y se realizaron soluciones stock de cada producto
de acuerdo a las concentraciones descritas en las tablas 3,4, 5y 6. Dada las caracteristicas de algunos
productos, éstos se usaron sin esterilizar, pero preparados con agua, recipientes y materiales estériles.
3.- Se esterilizd medioc APD y al enfniarlo a 45-50°C, se le adicioné 1 ml del stock de las
concentraciones del producto a probar, o su equivalente en mi del producto concentrado, 0, gramos de
* polvo por cada 100 ml de medio, para ajustar a cada una de las concentraciones del plaguicida y
producto quimico a experimentar (Tablas 3, 4, S y 6). Las concentraciones probadas estan
fundamentadas de acuerdo a las especificaciones de los fabricantes para su uso en campo (Tabla 2).
4.- El medio APD conteniendo el producto, se agité circularmente con el fin de que su distribucion

fuera lo mas homogénea posible. Posteriormente se vertio en cajas de Petri de 15 x 50 mm. Stempre se
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Tabla 3. Concentraciones y métodos de esterilizacion de los adherentes/surfactantes utilizados en las

pruebas de compatibilidad in vitro,

L

Plus

de agua (0.5 %) ***

ok

100 ml de medio (1 %) *

membrana de 0.20 ym

= = S — = = ]
Producto Concentracion I * Concentraciéon II * Esterilizacion
B T0.75 ml de pra;:to, en 10[1.50 ml de producto,_e.n 10 | Filtracion por membrana de
Kavtar ml de agua (0.075 %) ** ml de agua (0.150 %) ** 020 pm
0.75 ml de producto, en 10{1.50 ml de producto, en 10 [ Filtracién por membrana de
|L Adhefix mi de agua (0.075 %) ** ml de agua (0.150 %) ** 0.20 um 4h
0.75 ml de producto, en 10} 1.50 ml de producto, en 10 [ Filtracion por membrana de
Adhefix 12| ml de agua (0.075 %) ** ml de agua (0.150 %) ** 0.20 um
1.25 ml de producto, en 10| 2.5 ml de producto, en 10 ml | Filtracion por membrana de
Kinetic ml de agua (0.125 %) *** | de agua (0.250 %) *** (.20 um
Ir 1.25 ml de producto, en 10|2.5 mi de producto, en 10 mi | Autoclave a 121 °C, 15 min, o
Citowett mi de agua (0.123 %) *** | de agua (0.250 %) *** membrana de 0.20 um
2 ml de producto, en 10 ml |4 ml de producto, en 10 ml| Filtracién por membrana de I
Inex-A de agua (0.2 %) ***+ de agua (0.4 %) **+** 0.20 pm
Penetrator- |5 ml de producto, en 10 ml| ! mt de producto, por cada { Autoclave a 121 °C, 15 min, o

* El porcentaje en el paréntesis indica la concentracion final de} pr.;d:'cto enelm

** Dosis usada en campo para aplicacion terrestre, en un volurnen de 200 1 de agua.
*** Dosis usada en campo para aplicacion terrestre, en un volumen de 100 | de agua.
**** Dosis usada en campo para aplicacion terrestre, en un volumen de | | de agua.

edio de cultivo solido.

Tabla 4. Concentraciones y métodos de esterilizacion de los fertilizantes utilizados en las prucbas de

compatibilidad in vitro.

— — = — = — — =
Producto Concentracién I * Concentracion H * Esterilizacion
= = = — = — L === =
Ferulizante |5 g de producto, en 10 ml de 8-g de producto, en 10 ml de |

IF Arcoiris | agua (0.5 %) ** agua (.8 %) ** 24 hrs luz UV
7.5 ml de producto, en 10 [ 2.5 ml de producto, por cada
|___Musol _ mldeagua(0.75 Yo) ** 100 m! de medio (2.5 Yo) ** |24 hrs luz UV . ]

* El porcentaje en el paréntesi:ndica Ia concentracion final del promto en el medio de cultivo sohdo.

** Dosis usada en campo para aplicacion terestre, en un volumen de 100 1 de agua.
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Tabla 5. Concentraciones y métodos de esterilizacién de los insecticidas quimicos utilizados en las

pruebas de compatibilidad in vitro.

q — — — ——
Producto Concentracién I * Concentracion I * Esterilizacién :“
Biometa |5 ml de producto, en 10 ml |75 ml de producto, en 10 minguna, se preparo el stock en
600 de agua (0.5 %) ** ml de agua (0.75 %) ** recipientes v agua estéril 4‘
5 ml de producto, en 10 m! | 7.5 ml de producto, en 10
Diazinon- {|de agua (0.5 %) ** ml de agua (0.75 %) ** Ninguna, se preparo el stock en
Bio 25 | 7.5 ml de producto, en 10 | ml de producto, por cada | recipientes y agua estéril
ml de agua (0.75%) ** 100 ml de medio {1 %) **
I ml de producto, por cada | 1.25 ml de producto, por
Biothion | 100 ml de medio (I %) ** | cada 100 ml de medio Ninguna, se preparo el stock en
500 5 ml de producto, en 10 ml | (1.25 %) ** recipientes y agua estéril

(1.5 %) **

de agua (0.5 %) ** 7.5 ml de producto, en 10
|L ml de agua (0.75 %) **
Corsair | 1.7 ml de producto, en 10 2.95 ml de producto, en 10 | Ninguna, s¢ preparo el stock en
340 CE | ml de agua (0.170 %) ** ml de agua (0.295 %) ** recipientes v agua estéril
Biosulfan | 1 ml de producto, por cada | 1.5 ml de producto, por Ninguna, se preparé el stock en
35 100 ml de medio (1 %) ** | cada 100 ml de medio recipientes y agua estéril

24 hrsluz UV.Enla

* El porcentaje en el paréntesis indica ta concentracion fin

al del producto en el medio de cultivo sélido.

** Dosis usada en campo para aplicacion terrestre, en un volumen de 200 | de agua.

Tabla 6. Concentraciones v métodos de esterilizacion de los fungicidas utilizados en las pruebas de

compatibilidad in vitro.

Sevin 80 (7.5 g de producto, en 10ml {1 gde producto, en 100 ml | concentracién de 1 % se agregé el
PH de agua (0.75 %) ** de medio (1 %) ** polvo al medio a 45 -50°C
Dipterex | 5 g de producto, en 10 ml de | 8.75 g de producto, en 10 24 hrs lnz UV
L_80PS agua (0.5 %):: ml de agua (0.875 %) i _ . i

Producto Concentracion | * Concentracién I * Esterilizacion =|l
= — — —— — — = —
0.5 g de producto, en 10 ml | 0.5 g de producto, en 100 ml ] 24 hrs luz UV.Enla
Benlate | de agua (0.05 %) ** de medio (0.5 %) ** concentracién al 0.5 % se agregé
el polvo al medio a 45 - 50°C
2.5 g de producto, en 10 ml |2 g de producto, en 100 ml | 24 brs luz UV, En la
Biocaptan | de agua (0.25 %) ** de medio (2 %) ** concentracion al 2.0 % se agregd
L3500 | _ _ _ L _| el polvo al medio a 45 -50°C

*El porcenta}é_en el parént;;is indica la concentracion final del producto en el medio de cultivo sélido.
** Dosis usada en campo para aplicacion terrestre, en un volumen de 100 | de agua.
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utiliz un testigo sin producto en cajas de Petri con medio APD adicionado de agua (1 m! por 100 ml
de medio).

5.- Se efectud un pozo en el centro de la caja de Petri con el agar impregnado con el producto a
ensayar. Una vez hecho el pozo se colocaron 50 pi de la suspension de 1 x 10° conidios/ml de cada
hongo, la suspensién de los hongos fue aplicada individualmente en cada concentracion de los
productos estudiados. Se hizo de manera similar para las cajas testigo con agua estéril, y todas fueron
incubadas a 28°C. Los diferentes tratamientos y el testigo siempre se realizaron por triplicado.

7.- El diametro de las colonias fue medido diariamente en mm (trazando un plano cartesiano por debajo
de las cajas de Petri, y tomando un valor por cada eje), a lo largo de 10 dias posteriores a la siembra del
hongo, momento en que el testigo llegaba aproximadamente al borde de |a caja.

8.- Con base en el crecimiento del hongo en los medios se calculé el porcentaje de inhibicion para cada

concentracidn, con respecto al testigo, utilizando la siguiente formula;

% Inhibicién (% I) = 100 X [Diametro colonial testivo - Diametro colonial problema]

Didmetro colonial testigo

9.- Todos los experimentos se repitieron un minimo de tres veces.

10.- Los datos en porcentaje de inhibicion se sometieron a analisis estadistico.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa estadistico para cémputo de disefios
experimentales FAUANL (Facultad de Agronomia de la Universidad Autonéma de Nuevo Ledn),
versidn 2.1. Se sometieron los datos a un analisis de varianza factorial (A x B) con un disefio
completamente al azar para detectar diferencias significativas entre los tratamientos. Al existir
diferencias entre los tratamientos se aplicé la prueba de Tukey. Se utilizaron para ello los valores del
crecimiento colonial de 3 experimentos con 3 repeticiones. Los datos se trabajaron en porcentaje de
inhibicién al dia 10 de cada grupo de productos Y concentraciones, asi cdmo los valores del testigo.
Mediante este modelo a un nivel de significancia de 0.05 se analizaron por separado los datos de los
adherentes/surfactantes, fertilizantes, insecticidas y fungicidas, segn el hongo con su respectivo grupo

de valores testigo.
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Morfologia

Ademas del crecimiento colonial de cada hongo en cada tratamiento se observaron tanto la
morfologia macroscopica colonial de los hongos, como la morfologia microscopica de hifas y conidios
con respecto al testigo. La observacion al microscopio se hizo a partir de preparaciones tefiidas con azul
de algodon. Ademas se realizd la resiembra de los hongos en medio libre de productos, una vez

concluidos los experimentos de compatibilidad.
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. RESULTADOS

Los productos agricolas ensayados se escogieron tomando en cuenta diferentes factores.
Primero, el uso de agentes microbianos para el control biologico necesitd una éptima dispersién de
éstos sobre el cultivo de aplicacién donde se encuentra el insecto plaga a combatir. Por lo cual se
ensayaron adherentes y surfactantes con los hongos estudiados para establecer su compatibilidad con
estos productos, que contienen ingredientes activos lubricantes, humectantes y dispersantes. Segundo,
un grupo mas de agroquimicos cominmente usados por el agricultor es el de los fertilizantes quimicos,
que son una fuente de elementos inorganicos importantes para obtener una mejor calidad y rendimiento
de sus cultivos. A la fecha no existen reportes del efecto de estos productos sobre los entomopatogenos
estudtados, por lo cual se buscé establecer su compatibilidad con éstos. Tercero, los insecticidas
quimicos ensayados son utilizados actualmente en el control quimico de las plagas de la mosca pinta y
mosquita blanca. Se busca con este tipo de pruebas la compatibilidad de estos hongos entomopatdgenos
con las formulaciones comerciales utilizadas en el campo, sobre todo con aquellos insecticidas de
menor toxicidad para el hombre y de menor contaminacién del ambiente. Finalmente, también se
ensayaron fungicidas ya que son otro grupo de agroquimicos utilizados ampliamente en el campo
contra hongos fitopatdgenos que atacan diversos cultivos. La presente investigacion conciemne a hongos
entomopatogenos como agentes microbianos y por lo tanto se evalud in vitro el daiio de estos productos
sobre éstos.

Previo a la realizacién de los experimentos para observar la compatibilidad de los hongos
estudiados con los productos agricolas se hicieron diferentes ensayos para probar el mejor método a
utilizar asi como el medio, temperatura y agente dispersante 6ptimos para Hevarlos a cabo.

Se ensay6 el método de utilizar discos de crecimiento micelial de ambos hongos puestos sobre
el medio de cultivo (Li y Holdom, 1994; Silva-Romero y Mier 1996), sin embargo, M. anisopliae
present6 problemas al colocar fos discos de micelio al centro del agar de las cajas Petri, ya que los
conidios se espolvoreaban en el medio de cultivo, tapizando asi el medio con una infinidad de colonias.
P. fumosoroseus no presento este problema creciendo la colonia a partir de un disco de micelio al
centro de la caja Petri. Ademas, con este método no se logra una cuantificacién de la siembra wnicial, y
por lo tanto se ensayd con suspensiones de conidios de concentracion conocida en un pozo central

previamente hecho en el medio de cultivo de la caja, lo que impidio que los conidios de Metarhizium se
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esparcieran y se pudiera medir el didmetro colonial con exactitud. Se hizo lo mismo con P.
Jfumosoraseus para igualar las condiciones experimentales.

Para probar el medio 6ptimo a utilizar en los diferentes experimentos posteriores, se probaron
los medios YG, YPG y APD, observando un crecimiento micelial adecuado en los tres medios de
cultivo. Sin embargo, por facilidad de preparacion, una buena esporulacién y un buen crecimiento
micelial con ambos hongos, se decidié utilizar el medio de cultivo APD para todas las pruebas de
compatibilidad.

Con respecto a la temperatura de incubacion se ensayo el crecimiento de los hongos a 26-28°C,
35y 37°C. Se aplicaron los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, como el uso del medio APD,
practicando un pozo central en el agar y se sembraron 50 ul de una suspension de 1 x 10° conidios/mi
en las cajas de Petri de 15 x 50 mm. Se observo un buen crecimiento de ambos hongos a 28°C. P.
Jumosoroseus no crecié a 35°C mientras que M. anisopliae si mostrd crecimiento pero con una
morfologia colonial en roseta. Ninguno de los dos hongos crecié a 37°C. Por lo tanto, se incubaron los
cultivos a 28°C para todos los ensayos.

Para evaluar si el tween 20 y 80, utilizados como agentes dispersantes en las suspensiones,
tenian un efecto adverso o no sobre el hongo, se ensayaron en las mismas condiciones descritas con
antenoridad, usando como testigo una suspension de los hongos con agua destilada. No se encontraron
diferencias entre el tamafio del didmetro colonial testigo de agua destilada y las demas suspensiones
elaboradas a diferentes concentraciones de tween. A partir de este ensayo se utilizo tween 80 al 0.05%
para la elaboracién de las suspensiones de los hongos entomopatogenos, en todos los experimentos
posteriores.

De acuerdo al andlisis de resultados de los ensayos preliminares, todos los experimentos
posteriores se realizaron en cajas de Petri desechables de 15 x 50 mm de didmetro con medio APD, y
un pozo central sembrado con 50 pl de una suspension de conidios de 1 x 10° /ml de cada hongo. Los
cultivos se incubaron a 28°C durante 10-12 dias.

Con respecto a las pruebas de compatibilidad entre adherentes/surfactantes y M. anisopliae, los
resultados mostraron los menores % I con los coadyuvantes Kinetic a ambas concentraciones (0.125 y
0.250 %), 22.6 y 23.8 %, y Penetrator (0.5 y 1 %), con 18.3 y 27.7 % respectivamente. El mayor % I se
observé con el humectante Citowett a ambas concentraciones (0.125 y 0.250 %) con % I de 60.2 y
61.7 % respectivamente. Con el resto de los adherentes/surfactantes el hongo presenté porcentajes de

inhibicién intermedios del 28.6 al 52.6 % (Tabla 7, Figura 6). El analisis de varianza aplicado a los
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento micelial de M. anisoplige obtenido con diversos
adherentes/surfactantes a las dos concentraciones (menor y mayor) de acuerdo a las especificaciones del

fabricante para su uso en campo.

Medias del porcentaje de inhibicién (% )*

Concentracion Concentracién
menor %1 mayor %1

Citowett 0.125 % 60.2 A Citowett 0.250 % 61.7 A
Adhefix. 0.075 % 473B Adhefix 0.150 % 526B
Inex-A 0.200 % 458B Inex-A 0.400 % 50.2B
Kaytar 0.075 % 359C Kaytar 0.150 % 429C
Adhefix 12 0.075 % 286D Adhefix 12 0.150 % 325D
Kinetic 0.125 % 22.6 DE Penetrator 1 % 27.7DE
Penetrator 0.5 % 183E Kinetic 0.250 % 238E
Testigo 0F Testigo 0F

*Medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba de
Tukey, P <0.03).

Tabla 8. Porcentaje de inhibicién sobre el crecimiento micelial de P. fizmosoroseus obtenido con diversos
adherentes/surfactantes a las dos concentraciones (menor y mayor) de acuerdo a las especificaciones del

fabricante para su uso en campo.

Medias del porcentaje de inhibicién (% I)*

Concentracién Concentracién
menor %1 mayor %l

Citowett 0.125 % 418 A Inex-A 0.400 % 452 A
[nex-A 0.200 % 371 A Citowett 0.250 % 448 A
Adhefix. 0.075 % 256B Kaytar 0.150 % 352B
Kaytar 0.075 % 243BC Adhefix 0.150 % 28.7B
Penetrator 0.5 % 17.4 CD Penetrator 1 % 194C
Kinetic 0.125 % 153D Kinetic 0.250 % 16.4 CD
Adhefix 120.075% i10.7D Adhefix 120.150% . 93D
Testigo 0 E Testigo 0 E

*Medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba de
Tukey, P < 0.05).
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datos en % I del crecimiento de M. anisopliae con adherentes/surfactantes, muestra diferencias entre
‘ellos (Apéndice: Tabla 13). Se aplico la prueba de Tukey (P < 0.05) que mostré diferencias
significativas entre los productos (Tabla 7). Kinetic y Penetrator (a ambas concentraciones) son los dos
adherentes/surfactantes que presentan el efecto menos perjudicial, mientras que Citowett fue el mas
inhibitorio sobre el crecimiento del hongo. No se observaron diferencias entre ambas concentraciones
empleadas.

De manera similar, P. fumosoroseus mostr6 los menores % I, con el humectante Adhefix 12 a
ambas concentraciones (0.075 y 0.150 %) 10.7 y 9.3 % respectivamente, con el coadyuvante Kinetic a
ambas concentraciones (0.125 y 0.250 %), 153 y 16.4 % respectivamente, y con el coadyuvante
Penetrator a las dos concentraciones (0.5 y 1 %), 17.4 y 19.4 %. La mayor inhibicién del crecimiento de
P. fumosoroseus la mostraron Citowett a ambas concentraciones (0.125y 0.250 %), 41.8 y 44.8 %, al
igual que el surfactante Inex-A con % I de 45.2 y 37.1 %. Con el resto de los adherentes/surfactantes el
hongo presenté porcentajes de inhibicion intermedios de 24.3 a 37.1 % (Figura 6). El analisis de
vananza indicé diferencias (Apéndice: Tabla 14), por lo cual se aplico la prueba de Tukey (P < 0.05)
que mostrd diferencias significativas entre los productos (Tabla 8). Los productos que presentaron el
efecto menos perjudicial sobre el crecimiento del hongo fueron Adhefix 12, Kinetic, y Penetrator en
ambas concentraciones, en tanto que Citowett e Inex-A fueron los mas inhibitorios sobre el crecimiento
del hongo.

El aspecto morfolégico de las colonias durante el experimento fue diversa. M. anisopliae con el
coadyuvante Kinetic (0.125 %) que present6 el menor % I, mostré una morfologia colonial similar a la
del testigo (Figura 7). Con el resto de los productos el hongo presentd diversas alteraciones
morfologicas..El mas evidente fue al utilizar el surfactante Inex-A a la concentracion del 0.4 % (50.1 %
I), donde la colonia presenta el menor crecimiento, el hongo crecié de manera aterciopelada y
abombada, sin produccién de pigmento en la superficie (Figura 8);.31 observar al microscopio se
observaron conidios solamente en el centro de la parte inferior de !a colonia. Con el humectante
Citowett que presenté el mayor % 1 (63.7) a la concentracidon de 0.25 %, la colonia de poco
crecimiento, mostré una colonia de bordes sinuosos, poco pigmento central y abundante micelio aéreo
(Figura 9). P. fumosoroseus no presentd mayores alteraciones morfologicas de las colonias, no
tmportando el grado de inhibicién, excepto cuando se utilizé Penetrator (0.5y 1 %) conun % 1Ide 15.7
y 16.7 respectivamente donde la colonia mostré una forma cerebriforme aplanada (Figura 10). Con

respecto al estudio de las caracteristicas microscépicas de hifas y conidios, M. anisopliae exhibi6 una
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Figura 7. Comparacion de la colonia testigo de M. anisopliae a la izquierda y la colonia similar en
medio impregnado con el coadyuvante Kinetic 0.125 % a la derecha. A los 10 dias de crecimiento, a 28°C.

Figura 8, Comparacion de la colonia testigo de M. anisopliae a la izquierda vy la colonia aterciopelada,
abombada, sin pigmento en medio impregnado con el surfactante Inex-A 0.4 % a la derecha. A los 10 dias
de crecimiento, a 28°C.




Figura 9. Comparacion de 1a colonia testigo de M. anisopliae a la izquierda y la colonia de bordes

$INuosos, poco pigmentada, y micelio aéreo en medio impregnado con el humectante Citowett 0.250 % a
la derecha. A los 10 dias de crecimiento, a 28°C,

Figura 10. Comparacion de la colonia testigo de P. firmosoroseus a la izquierda y la colonia cerebriforme

aplanada en medio impregnado con el coadyuvante Penetrator 0.5 % a la derecha. A los 10 dias de
crecimiento, a 28°C.




morfologia normal tipica con respecto al testigo excepto en el caso del surfactante Inex-A al 0.2 y04%
(45-30 % I) donde se observd abundancia de micelio con respecto a la cantidad de conidios lo que
sugiere una menor esporulacion. P. firmosoroseus mostré un aspecto morfoldgico de apariencia normal
con respecto al testigo, aunque en las muestras al microscopio se observaron cantidades variables de
contdios. Por ejemplo, con el coadyuvante Kinetic al 0.250 % (12.1 % I), se observaron grandes
acumulos de conidios al compararlo con e} control (Figuras 11 y 12).

Al finalizar los experimentos al dia 10-13, todas las colonias de cada hongo provenientes de los
medios impregnados con los surfactantes/adherentes probados se resembraron en APD. Los resultados
mostraron una recuperacion de las caracteristicas morfologicas macroscdpicas de aquellos que habian
mostrado alteraciones, asi como el ritmo normal de crecimiento colonial al compararlas con los testigos.

Con respecto a las pruebas realizadas con los fertilizantes foliares, ambos hongos resultaron ser
compatibles con los productos, ya que exhibieron un % de inhibicion de 0 al 3.7 (Figura 6). Tomando
en consideracion el 100 % de crecimiento del testigo al dia 10, la colonia del hongo crecida en el medio
con Musol a ambas concentraciones mostré un crecimiento del 103 % paraM. anisoplic‘ze, ydel 116 %
para P. fumosoroseus a ambas concentraciones; el fertilizante Arco iris mostré un 122 %. de
crecimiento para este mismo hongo a ambas concentraciones, lo que sugiere un efecto benéfico positivo
de estos fertilizantes sobre el crecimiento del hongo. El analisis de varianza aplicado para M. anisopliae
con fertilizantes, indicé la existencia de diferencias minimas (Apéndice: Tabla 15). Al aplicar la prueba
de Tukey (P < 0.05) esta mostrd diferencias significativas, solamente para la mayor concentracién del
fertilizante Arco iris (Tabla 9). Con P. fumosoroseus, la prueba de Tukey (P > 0.05) no mostrd
diferencias significativas entre los productos, y el testigo (Tabla 10). En general los fertilizantes
exhibieron un comportamiento de crecimiento muy similar a los testigos de ambos hongos.

El aspecto morfologico colonial de ambos hongos con los fertilizantes permaneci6 inalterable,
exhibiendo la misma morfologia que la de los testigos (Figuras 13 y 14); asi como también la
morfologia microscopica. La colonia de P. fumosoroseus presentd una coloracion ligeramente amarilla
con el fertilizante foliar Musol a ambas concentraciones (0.750 y 2.500 %).

Los resultados de las pruebas con los insecticidas quimicos mostraron diversos valores en los
porcentajes de inhibicién del crecimiento fingico en los medios de cultivo mmpregnados segun el
producto probado. La tabla 2 presenta los datos de estos quimicos que solamente se recomiendan para

una u otra plaga, ya sea la mosca pinta (cuyo control biolégico se efectia con M. anisopliae) 6 la
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Figura 11. Aspecto microscopico normal del testigo de 2. Jumosoroseus. Se observan hifas y conidios
(375X). A los 10 dias de crecimiento, a 28°C.

Figura 12. Aspecto microscopico de P. fimosoroseus en medio impregnado del coadyuvante Kinetic
0.250 %, con acumulos de conidios (250X). A los 10 dias de crecimiento, a 28°C.




Tabla 9. Porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento micelial de M. anisoplige obtenido con diversos

fertilizantes a las dos concentraciones (menor y mayor) de acuerdo a las especificaciones del fabricante para su

uso en campo.

Medias del porcentaje de inhibicion (% I)*

Concentracién Concentracion

mernor %I mayor %1
Musol 0.75 % 14 A FF.A 0.800% 37A
FF.A0.500 % 02A Musol 2.5 % 22B
Testigo oA Testigo 0B

*Medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba de

Tukey, P <0.05).

Tabla 10. Porcentaje de inhibicién sobre el crecimiento micelial de P. firmosoroseus obtenido con diversos

fertilizantes a las dos concentraciones (menor y mayor) de acuerdo a las especificaciones del fabricante para su

uso en campo.

p

Medias del porcentaje de inhibicion (% [)*

Concentracién Concentracién

menor %1 mayor %1
F.F.A 0500 % 0.3A F.F.A. 0.800 % 04A
Musol 0.75 % 0.0A Musol 2.5 % 0.0A
Testigo 0A Testigo oA

*Medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba de

Tukey, P <0.05).
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Figura 13. Comparacién de la colonia testigo de M. anisopliae a la izquierda y la colonia similar en

medio impregnado con el fertilizante foliar Arco iris 0.8 % a la derecha. A los 10 dias de crecimiento. a
28°C.

Figura 14. Comparacion de la colonia testigo de P. fumosoroseus a la izquierda y la colonia similar en

medio impregnado con el fertilizante foliar Musol 0.75 % a la derecha. A los 10 dias de crecimiento, a
28°C.




mosquita blanca (que se controla bioldgicamente con P. fumosoroseus). Ademas se indican las
concentraciones de los productos segun las especificaciones del fabricante para cada una de las plagas
mencionadas anteriormente.

Los ensayos efectuados con M. anisopliae e insecticidas quimicos (Tabla 11) mostraron los
menores % I con el organofosforado Dipterex a ambas concentraciones (0.5 y 0.875 %) con un % I del
27.2'y 40.7 respectivamente y el insecticida piretroide Corsair (0.170 y 0.295 %) con % Ided2ly
52.4 respectivamente. Los mayores porcentajes de inhibicién con este mismo hongo ocurrieron con el
insecticida organofosforado Biothion a ambas concentraciones (1y 1.25 %) con un valor respectivo de
94.7y 100 % y la concentracion mas alta del insecticida organofosforado Diazinon (0.75 %) con un % [
de 84.7. El resto de los productos generd % I del 52.1 al 84.7 (Figura 15). El analisis de varianza
aplicado para los datos en % I de crecimiento de M. anisopiiae COI‘] insecticidas quimicos, indica la
existencia de diferencias entre ellos (Apéndice: Tabla 17). Se aplicé la prueba de Tukey (P < 0.05) que
mostré las diferencias entre los productos (Tabla 11). Los insecticidas que presentaron efecto menos
perjudicial sobre el crecimiento del hongo fueron Dipterex y Corsair; mientras que los mas inhibitorios
y perjudiciales sobre el crecimiento del hongo fueron Biothion y Diazinon. No se encontraron
diferencias entre la menor y mayores concentraciones utilizadas en el estudio.

P. fumosoroseus presentd los menores porcentajes de inhibicion con el insecticida
organofosforado Biometa a ambas concentraciones (0.5 y 0.75 %) con un % [ de 105 y 16.4
respectivamente; con las dos del organoclorado Biosulfan (1 y 1.5 %) con un valor respectivo de
inhibicion del 31.7 y 37.2 %. Los mayores % I de este hongo fueron mostrados con los dos insecticidas
organofosforados Biothion (0.5 y 0.75 %), con valores de inhibicion respectivos de 100 % para ambos;
Diazinon (0.75 y 1 %), con valores de inhibicion respectivos de 84.0 y 100 %; los porcentajes de
inhibicion del 100 % indican que el hongo no exhibié ningln tipo de crecimiento, o sea, que fue
totalmente inhibido por las dos concentraciones de Biothion utilizadas, asi como con la mayor
concentracion de Diazinon (Tabla 12). Los restantes insecticidas quimicos generaron para este hongo
porcentagjes de inhibicion de 38.0 a 69.6 % (Figura 15). El analisis de varianza aplicado indic la
existencia de diferencias (Apéndice: Tabla 18), por lo cual se aplico la pruéba de Tukey (P < 0.05) que
mostré diferencias significativas entre los productos estudiados (Tabla 12). Biometa no mostrd
diferencias significativas con respecto al control con la menor concentracién, Los insecticidas que

presentaron ¢l efecto menos perjudicial sobre el crecimiento del hongo fueron Biosulfan y Biometa;
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Tabla 11. Porcentaje de inhibicién sobre el crecimiento micelial de M. anisopliae obtenido con diversos
insecticidas a las dos concentraciones (menor y mayor) de acuerdo a las especificaciones del fabricante para su

uso en campo,

Medias del porcentaje de inhibicion (% D*

Concentracion Concentracién
menor %1 mayor %1

Biothion 1 % 947 A Biothicn 1.25 % 100.0 A
Diazinon 0.5 % 71.7B Diazinon 0.75 % 34.7B
Biosulfan 1 % 66.1B Biosulfan 1.5 % 675C
Sevin 0.75 % 52.1C Sevin 1 % 66.6 C
Corsair 0.170% 421D Corsair 0.295 % 524D
Dipterex 0.5 % 272E Dipterex 0.875% 407 E
Testigo 0 F Testigo 0 F

*Medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba de
Tukey, P < 0.05).

Tabla 12. Porcentaje de inhibicion sobre ¢l crecimiento micelial de P. Jumosoroseus obtenido con diversos

insecticidas a las dos concentraciones (menor y mayor) de acuerdo a las especificaciones del fabricante para su

uso en campo.

Medias del porcentaje de inhibicién (% D*

Concentracién Concentracion
menor % I mayor %1

Biothion 0.5 % 1000 A Biothion 0.75 100.0 A
Diazinon 0.75 % 839B Diazinon 1 % 100.0 A
Dipterex 0.5 % iB0C Dipterex 0.875% 69.6B
Biosulfan | % . 31.7C Biosulfan .5 % 372cC
Biometa 0.5 % 105D Biometa 0.75 % 16.4 D
Testigo 0D Testigo 0 E

*Medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba de
Tukey, P < 0.05).
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ruentras que los mds inhibitorios y perjudiciales sobre el crecimiento del hongo fueron Biothion y
Diazinon. Ademas se observaron diferencias significativas entre las concentraciones baja y alta de
Diazinon y Dipterex.

El aspecto morfolégico de las colonias a lo largo de este experimento fue variable. El hongo M.
anisopliae con el piretroide Corsair a la concentraciéon de 0.17 % (43.2 % 1) y el organofosforado
Dipterex a la mas baja concentracién 0.5 % (28.4 % I), presentaron morfologia y tamafio colonial
distintos con respecto al testigo, mostrando el primero una colonia de menor crecimiento con micelio
aereo abundante (Figura 16) y con el segundo, una colonia totalmente aplanada extendida y sin
pigmentacion (Figura 17). Con el resto de los productos el hongo presentd alteraciones morfolégicas
vanables. Otro ejemplo de alteraciones morfologicas evidentes es con el insecticida metilcarbamato
Sevin al 1 % (70.1 % I) y con el organoclorado Biosulfan al 1% (67.2 % I). El primero de estos
presenté una colonia de menor crecimiento con aspecto aterciopelado abombado, sin produccién de
pigmento superficial, y las capas internas del micelio presentaron cierto grado de pigmentacion por la
presencia de conidios (Figura 18). El organoclorado Biosulfan generd una colonia pequefia con bordes
irregulares, con pigmentacién irregular y con esferas de micelio blanco superficial (Figura 19). Al
utilizar el organofosforado Biothion al 1% (95.0 % I), que presento el mayor % I en M. anisopliae, 1a
colonia fue pequefia, no pigmentada y de color blanco (Figura 20). Por otro lado P. fiumosoroseus no
presenté mayores alteraciones coloniales, salvo el menor tamafio de la colonia con respecto al testigo
(Figura 21). Con respecto al estudio de las caracteristicas morfologicas microscopicas de hifas y
conidios, M. anisopliae exhibié una morfologia normal tipica con respecto al testigo excepto en el caso
del piretroide Corsair a ambas concentraciones 0.170 y 0.295 % (43.2 y 53.4 % I respectivamente)
donde se observaron hifas onduladas con respecto a las hifas del testigo (Figura 22 y 23). El hongo P.
Sumosoroseus mostré un aspecto morfolégico de apariencia normal tanto de conidios como de hifas,
aunque en las muestras del organoclorado Biosulfan a ambas concentraciones 1 y15%(318y373%
L, respectivamente) se apreci6 una menor cantidad de conidios.

Al concluir el experimento al dia 10-13 se tomo una muestra de las colonias de ambos hongos
crecidas en cada plaguicida y concentracién y se resembraron en APD. Las caracteristicas morfolégicas
macroscopicas alteradas mostraron una total recuperacion a su caracteristica normal, asi como el ritmo
de crecimiento colonial. Con la excepcion de M. anisopliae, cuya resiembra en APD del

organofosforado Dipterex a ambas concentraciones 0.5 y0875% (284 vy 424 %1 respectivamente),
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Figura 16. Comparacion de la colonia testigo de M. anisopliae a la izquierda y 1a colonia con abundante

micelio a¢reo en medio impregnado del piretroide Corsair 0.170 % a la derecha. A los 10 dias de
crecimiento, a 28°C.

Figura 17. Comparacion de la colonia testigo de M. anisopliae a la izquierda y la colonia aplanada sin
pigmento en medio impregnado del organofosforado Dipterex 0.5 % a la derecha. A los 10 dias de
crecimiento, a 28°C.
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Figura 18. Comparacién de la colonia testigo de M. anisopliae a la izquierda y la colonia aterciopelada,

abombada, sin pigmento superficial en medio impregnado del metilcarbamato Sevin 1 % a la derecha. A
los 10 dias de crecinuento, a 28°C.

Figura 19. Comparacion de la colonia testigo de M. anisopliae a la izquierda y la colonia con bordes y

pigmento irregular, esferas de micelio blanco superficial, en medio impregnado del organoclorado
Biosulfan 1 % ala derecha. A los 10 dias de crecimiento, a 28°C.
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Figura 20. Comparacion de la colonia testigo de M. anisopliae a ta izquierda y la colonia pequefia y sin
pigmento en medio impregnado del organofosforado Biothion ! % a la derecha. A los 10 dias de
crecimiento, a 28°C.,

Figura 21. Comparacton de la colonia testigo de P. fumosoroseus a la izquierda y la colonia pequefia en

medio tmpregnado del organofosforado Diazinon 0.75 % a la derecha. A los 10 dias de crecimiento, a
28°C.
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Figura 22. Aspecto microscopico normal del testigo de M. anisopliae (1250X). A los 10 dias de
crecimiento, a 28°C.

Figura 23. Aspecto microscopico de M. anisopliae (1281X) en medio impregnado con el organofosforado
Corsair 0.170 %. Se observaron hifas onduladas durante el tiempo de exposicidn. A los 10 dias de
crecimiento. a 28°C.
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dio origen a colonias de aspecto normal con una pigmentacién mas tenue de la coloracion caracteristica
del testigo.

En lo concemiente a las pruebas realizadas con los fungicidas, ambos hongos resultaron ser
totaimente incompatibles con los productos, ya que exhibieron un % I de 100 (Figura 24). Se observo

una ausencia de crecimiento colonial con todos los fungicidas y concentraciones utilizadas para ambos

hongos (Figuras 25y 26 ).
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Figura 25. Comparacion de la colonia-del testigo de M. anisopliae a la izquierda y ningun crecimiento del
hongo en medio impregnado con el fungicida Benlate 0.5 % a la derecha. A los 10 dias de crecimiento, a
28°C.

Figura 26. Comparacion de la colonia testigo de P. fiunosoroseus a la izquierda y ningun crecimiento del
hongo en medio impregnado del fungicida Biocaptan 2 % a la derecha. A los 10 dias de crecimiento. a
28°C.




DISCUSION

El objetivo principal de las pruebas de compatibilidad con los hongos entomopatogenos y las
formulaciones comerciales utilizadas en el campo, es poder seleccionar la mas apropiada en cuanto a su
compatibilidad con el micoinsecticida. La suma de efectos sobre la poblacién plaga, tanto del agente
biolégico como de agentes quimicos selectivos de baja toxicidad, redituara en el control de la poblacion
de insectos plaga por debajo de lo que pudiera considerarse de importancia econémica,

En los ensayos preliminares se llevaron a cabo una serie de pruebas para encontrar el mejor
metodo para conducir los experimentos de manera éptima. Con respecto a los métodos empleados por
otros autores (Soper et al., 1974; Sosa et al., 1984; Carrién et al., 1990; Martinez-Ferrer et al, 1991;
Li & Holdom, 1994; Mietkiewski y Gorski, 1995 y Silva-Romero y Mier, 1996) que llevaron a cabo
pruebas similares in vitro con hongos entomopatégenos y agroquimicos reportan, entre otros factores,
el uso del medio agar de Sabouraud y/o el medio APD. En el presente trabajo se efectué una seleccion
del medio Optimo a utilizar en los diferentes experimentos, y se decidi6 utilizar el medio de cultivo
APD para todas las pruebas de compatibilidad por facilidad de preparacién, y la observacion de una
buena esporulacién y crecimiento micelial con ambos hongos, ademas de no presentar problemas al
mezclarlo con los diferentes productos ensayados. Por otro lado, los mismos autores, sembraron el
hongo, en la mayoria de los casos, con un disco micelial de 5 mm o un cuadrado de micelio de la misma
magnitud, otros reportan el empleo de suspensiones de conidios agregadas directamente al medio sin el
uso de un pozo central. Estos métodos no permiten tener una suspensién fingica inicial exacta
uniforme. Entre las referencias no se encontré ningin trabajo que emplee un pozo central en el agar
para la siembra de una suspension de conidios con una cuantificacion inicial, tal como se efectud en la
presente investigacion. |

La temperatura de incubacién mas cominmente citada para los experimentos in vitro varia
entre los 22 y 28°C segun la especie. En las pruebas preliminares de eleccion de la temperatura de
incubacion realizadas en el presente trabajo, se observd un buen crecimiento de M. anisopliae y P.
Jumosoroseus a 28°C. Sin embargo a 35°C, P. fumosoroseus no crecié mientras que M. anisopliae
presenté poco crecimiento; y a 37°C ninguno de los hongos mostré crecimiento, aunque McCammon y
Rath (1994) reportan haber encontrado cepas de M. anisopliae que germinan a esta temperatura. Los

resultados del presente trabajo coinciden con otros autores que indican, en general, que la germinacion
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de las esporas de los hongos entomopatdgenos esta comprendida entre los 5 - 35°C, con un optumo para
la germinacion, crecimiento micelial y esporulacién entre los 25 - 30°C (Samson et al, 1988).

Otra de las pruebas preliminares realizadas en la presente investigacion fue el efecto del tween
20y 80 en el crecimiento de los hongos, al ser usados como agentes dispersantes en las suspensiones.
Silva-Romero y Mier (1996) encontraron que el tween 80 al 0.5 % tenia un efecto negativo sobre la
viabilidad de los conidios de V. Jecanii en suspension, por lo que todas las suspensiones de sus
experimentos las efectuaron con agua. En el ensayo de este trabajo no se encontraron diferencias, entre
el tamafio del didmetro colonial testigo de agua destilada y las demas cajas donde se inoculé con las
suspensiones elaboradas a diferentes concentraciones de tween, por lo que se sigui6 empleando el
tween como agente dispersante, que produce una suspension homogénea de conidios.

De acuerdo con el andlisis estadistico tanto M. anisopliae como P. fumosoroseus mostraron
compatibilidad vanable con varios de los adherentes/surfactantes estudiados. M. anisopliae podria
utilizarse con Penetrator y Kinetic, que aunque presentaron un efecto significativo con respecto al
testigo (P < 0.05), son los que exhibieron los menores porcentajes de inhibicién sobre el crecimiento del
hongo. La recomendacion seria emplear las dosis minimas, y probablemente dosis menores a las
concentraciones minimas utilizadas en este estudio para mejorar la compatibilidad del hongo con estos
productos. Se deben evitar las mezclas del hongo con los humectantes Citowett, Adhefix y el
surfactante Inex-A ya que estos productos generaren las mayores inhibiciones sobre el hongo a las dosis
utihizadas. P. fumosoroseus podria utilizarse con Kaytar a la dosis minima, Penetrator, Kinetic y
Adhefix 12 a ambas concentraciones que aunque todos estos productos tuvieron un efecto significativo
con respecto al testigo (P < 0.05) son los que presentaron los menores porcentajes de inhibicién sobre el
crecimiento del hongo. La recomendacién principal seria el empleo de ambas concentraciones
ensayadas en el presente trabajo o dosis intermedias de la concentracién menor y mayor. Este hongo
mostrd también la mayor inhibicién del crecimiento con el humectante Citowett,

Con base en los resultados con adherentes/surfactantes, el hongo M. anisopliae siempre mostrd
mas susceptibilidad a estos productos, al comparar sus porcentajes de inhibicién con los de P.
Jumosoroseus. Alves (1986) menciona los resultados de la compatibilidad del hongo M. anisopliae a
adherentes, indicando que el hongo es moderadamente compatibie con los adherentes Extravon 200 L
(alquil-fenol-poliglicol éter), Colombina L (éter poliglicolico de nonilfenol), Esapon L (sulfonatos de
sodio de ésteres de acidos grasos y alcoholes de cadena larga y abietato de dietileno glicol), Sandovit L

(éter poliglicolico aromatico) e Tharaguen L (polietileno 2 fenil-éter); los tres primeros a las dosis
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mediana y minima; y con los dos productos restantes, con base a las dosis minimas, recomendadas por
el fabricante. Sugiere entonces, la mezcla entre este hongo con el 50 % de la dosis minima. Estos
resultados coinciden con algunos de los adherentes/surfactantes ensayados con la misma especie de
hongo en el presente trabajo.

Ambos hongos estudiados fueron totalmente compatibles con los fertilizantes utilizados por lo
que se recornienda su uso, a las dosis estudiadas en este trabajo. En algunos casos, la colonia del hongo
superd el tamafio de la del testigo al décimo dia de crecimiento, lo que sugiere que los fertilizantes
proporcionan elementos inorganicos que favorecen el mejor crecimiento de los hongos ensayados.

La compatibilidad de diferentes hongos entomopatogenos con insecticidas quimicos en medio
impregnado ha sido llevada a cabo por diversos autores. Soper et al. (1974) trabajaron insecticidas
quimicos con Entomophthora spp. y con el fitopatogeno Alternaria solani; ambos resultaron ser
compatibles con el demeton (organofosforado). Sosa-Goémez et al. (1984) con Hirsutella thompsonii
encontraron que el hongo fue compatible con el carbofenotién (organofosforado, descontinuado) ya que
fue el que menos afecto el crecimiento colonial de las tres variedades del hongo a las dos
concentraciones que usaron; por el contrario no recomendaron el dicofol-tetradifén (organoclorado,
descontinuado), el clorobencilato (benzilato) y metidation (organofosforado) por los efectos negativos
observados sobre el crecimiento colonial de las cepas a las dos concentraciones ensayadas y por el daifio
al ambiente de estos quimicos. Ademas, indican que el metidation es letal para las cepas a las dosis
ensayadas. Li & Holdom (1994) que trabajaron con el hongo M. anisopliae reportan compatibilidad con
carbofuran (carbamato) y aldicarb (carbamoiloxima) a todas las dosis ensayadas; y variaciones en la
compatibilidad con clorpirifos  (organofosforado),  etoprofos (organofosforado), fenamifos
(organofosforado), al usar la concentracién mayor en el medio de cultivo, Mietkiewski y Gorski (1995)
obtuvieron que los hongos M. anisopliae, B. bassiana, P. Jumosoroseus y P. farinosus son compatibles
con la alfa metrina (piretroide), pirimicarb (dimetilcarbamato), y dimetoato (organofosforado), todos
ellos a las dosis més baja y de uso en campo; los dos dltimos productos son letales para el hongo a la
concentracion 10 veces mas alta a la de uso comun en el campo. Silva-Romero et al. (1996) con
Verticillium lecanii indican que este hongo es compatible con los tres productos ensayados (a dos
diferentes dosis), los productos fueron la permetrina (piretroide), el metamidofds (organofosforado), y
la A cialotrina (piretroide), aunque recomiendan para el campo, la mezcla entre la permetrina y el hongo

V. lecanii por ser la de menor efecto dafiino para el hongo, asi como para el hombre y el ambiente.
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En el presente trabajo, en los experimentos del hongo M. anisopliae con insecticidas quimicos,
el mejor crecimiento radial se observé con la menor concentracién del triclorfon (organofosforado)
seguido de la mayor del mismo y la concentracion mas baja de la permetrina (piretroide). La
recomendacién seria utilizar subdosis de la menor concentracién de triclorfon e inclusive probar
subdosis de la menor concentracion de la permetrina. Estos productos son dos de los que Alves (1996)
recomienda utilizar en subdosis con M. anisopliae para el control de cercopideos en gramineas, por ser
fa permetrina compatible y el triclorfon moderadamente compatible en el estudio realizado por él.

El mejor crecimiento radial de P. fumosoroseus se observé con las dos concentraciones del
metamidofos (organofosforado), seguido de las dos del endosulfan (organoclorado), y la concentracién
mas baja del triclorfon (organofosforado). Se recomienda el empleo de metamidofos a las
concentraciones estudiadas en el presente trabajo o subdosis de ambas concentraciones dada su
similitud en porcentaje de inhibicién. Con endosulfin se recomiendan subdosis de ambas
concentraciones ya que son muy similares los porcentajes de inhibicién y triclorfon en subdosis de la
minima. P. fumosoroseus al igual que M. anisopliae fueron incompatibles con diazinon y malation,
ambos organofosforados, y dariinos al ambiente.

Los datos anteriores muestran que la compatibilidad e incompatibilidad in vitro de los hongos
entomopatogenos con insecticidas quimicos es variable, ya que puede abarcar diferentes ingredientes
activos de grupos toxicoldgicos diversos, sin sugetir que un determinado grupo afecte de manera
particular este grupo de hongos; en el presente trabajo, los organofosforados Biothion y Diazinon
fueron los que generaron los mayores porcentajes de inhibicién sobre ambos hongos. Un factor
destacado por Anderson y Roberts (1983) con B. bassiana y Li & Holdom (1994) con M. anisopliae es
la formulacion de los productos comerciales, ya que mencionan que la inhibicién de los hongos por
estos productos se puede deber en gran medida a la formulacién mas que por el ingrediente activo. En
el presente trabajo se utilizaron los insecticidas quimicos formulados, atendiendo las indicaciones tal
como se emplean en el campo.

La compatibilidad e incompatibilidad de los hongos imperfectos y hongos entomopatégenos a
estos productos quimicos parece estar en funcién de las concentracioneé utilizadas como sugieren
Soper et al. (1974), Li & Holdom (1994), Mietkiewski y Gorski (1995), y Silva-Romero ef al. (1996).
Estos autores coinciden en indicar que la tolerancia de estas especies en medio impregnado con
insecticidas quimicos esta en funcién de la concentracion pues a menor porcentaje de ingrediente activo

o concentracién del producto la tolerancia es mayor y viceversa. Este comportamiento fue observado en
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la mayoria de los casos del presente trabajo, ain en productos que fueron considerados incompatibles
para los hongos pero que presentaron crecimiento colonial..

Entre los resultados observados en este trabajo, destaca el organofosforado malatién a las dosis
ensayadas que abati6 totalmente el crecimiento micelial de los dos hongos estudiados comportandose
de manera similar a un fungicida; el organofosforado metidation con el hongo H. thompsonii tuvo
igualmente un efecto totalmente inhibitorio a las dos concentraciones ensayadas segiin Sosa-Gémez ef
al (1984). Sin embargo, es importante mencionar que Yendol y Hamlin (1973), citados por Clark ef al.
(1982), observaron que la inhibicion provocada en campo por los plaguicidas es claramente menor que
la provocada por las mismas dosis en estudios de laboratorio.

Anderson y Roberts (1983) observaron en estudios de invernadero que la aplicacion del hongo
y del insecticida por separado, aminora los efectos inhibitorios sobre el hongo, por lo que recomiendan
utilizarlos de esta manera. Li & Holdom (1994), Mietkiewski y Gorski (1995) y Sosa-Gémez et al
(1984) con diferentes hongos, asi como con diferentes cepas del mismo, observaron la influencia tanto
intraespecifica como interespecifica que puede presentar un mismo insecticida. Mietkiewski y Gorski
(1995) en el mismo trabajo, plantean que la velocidad de crecimiento de los hongos entomopatégenos
en medio de cultivo impregnado con insecticidas quimicos puede estar asociada con el hospedero vy el
habitat de donde se aislé el microorganismo, ya que encontré diferencias en las compatibilidades de
acuerdo al habitat de la cepa (agricola y forestal). Li & Holdom (1994) observaron que M. anisopliae
es mas tolerante a insecticidas que a fungicidas, lo cual es similar para el presente estudio como en
otros relacionados.

Los estudios de compatibilidad in vitro de hongos entomopatdgenos con insecticidas quimicos
han marcado la pauta para establecer si existe o no un efecto sinérgico entre estos hongos y los
productos quimicos en campo para £l combate de una determinada plaga. Un ejemplo de sinergismo
hongo/insecticida quimico, es la compatibilidad del hongo Paecilomyces fumosoroseus con el
organoclorado endosulfan, con un efecto sinérgico entre el hongo y este ingrediente activo en el control
de la mosquita blanca (Bemisia tabaci) en el campo (Torres-Sanchez y Cardenas-Cota, 1996). Otro
ejemplo es el que encontraron Kaakeh et al. (1996) con imidacloprid y el hongo M. anisopliae, donde
observaron un efecto sinérgico sobre la cucaracha alemana Blatella germanica. Sin embargo, ain no se
tiene la formulacion y método de aspersion més adecuado para la aplicacion conjunta del hongo e
ingrediente activo en el manejo de esta importante plaga; estos estudios se llevaron a cabo tanto en el

laboratorio como en el campo.



Con respecto al grupo de fungicidas, existen diversos trabajos que muestran la incompatibilidad
de estos productos con los hongos entomopatogenos. Estos productos son ampliamente utilizados en el
campo, ya que los hongos fitopatogenos son una verdadera plaga durante la estacion Huviosa Silva-
Romero er al. (1996) encontraron que el fungicida benomil fue incotnpatible para V. lecanii,
impidiendo el crecimiento micelial atin a concentraciones inferiores a las especificaciones del producto
para su uso en campo (0.05 mg/fl). Li & Holdom (1994) obtuvieron similares resultados con M.
anisopliae, el cual fue incompatible con los fungicidas ensayados propiconazol, procloraz, flusilazol
(del grupo de los conazoles) y carbendazim (benzimidazol) que fueron toxicos para el crecimiento del
hongo aun a la més baja concentracion de i.a. (0.0001 %). Soper et al. {1974) encontraron que benomil
(benzimidazol), hidréxido de cobre (cobre), maneb (ditiocarbamato), metiran (ditiocarbamato) a las
dosis usadas en el campo inhiben todas las especies de Entomophthora spp. En el presente trabajo se
ensayaron dos fungicidas, benomil al 0.05% (benzimidazol) y captin 0.25 % (phthalimida), ambos
porcentajes corresponden a las concentraciones mas bajas ensayadas y al igual que los otros autores
anteriores, se observd una inhibicion total del crecimiento micelial de ambos hongos. Cabe mencionar
que no siempre el efecto de un fungicida es totalmente inhibitorio al crecimiento micelial, pues
Martinez-Ferrer et al (1991) encontraron que el control in vitro con los fungicidas para el hongo
fitopatégeno Acremonium spp. fue nulo o no efectivo con el cobre, carbamatos, derivados del acido
ftalico, derivados de benceno, antifungicos clasicos, carboxinas, fenilamidas, antificomicetos del suelo y
productos especificos anti-rhizoctonia. Soper et al. (1974) encontraron que el clorotalonil (clorofenil), a
las dosis usadas para el campo es compatible con Entomophthora spp. En este mismo ensayo el
fitopatogeno Alternaria solani no se vio afectado por el benomil el cual inhibié su crecimiento micelial
un bajo porcentaje con respecto al control. Carrién et al (1990) con V. lecanii encontraron que la
densidad micelial del hongo se ve afectada a concentraciones mayores de los fungicidas triadimefon
(conazol) y oxicloruro de cobre (cobre) mas que a las menores, aunque su ensayo fue sélo cualitativo.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con los de Li & Holdom (1994), Silva-
Romero ef al. (1996) y Martinez-Ferrer ef al. (1991) por lo cual también se recomienda, no utilizar
.hongos entomopatdgenos al mismo tiempo que fungicidas ya que abaten totalmente el crecimiento
micelial alin a las concentraciones mas bajas.

Las alteraciones morfologicas de las colonias observadas sobre todo en M. anisopliae con
insecticidas quimicos son también mencionadas por Silva-Romero y Mier (1996) con V. lecanii en

presencia de los insecticidas quimicos: permetrina, metamidofés, y la A cialotrina. Sin embargo, al
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resembrar los hongos estudiados en medios libres de agroquimicos, las colonias recuperaron la
morfologia colonial caracteristica. Este comportamiento fue observado asimismo por Silva-Romero y
Mier (1996), Carrion et al. (1990) con V. lecanii y Soper et al. (1974) con Entomopthora spp.

El analisis de los datos encontrados sugiere que los hongos M. anisopliae y P. fumosoroseus
pueden ser usados en combinacién con la mayoria de los adherentes/surfactantes y todos los
fertilizantes, ya que ambos mostraron crecimiento normal al incluir estos productos en el medio de
cultivo. Con los insecticidas quimicos se observd una inhibicién del crecimiento, por lo que las
combinaciones que se hagan con estos productos deben ser realizadas cuidadosamente, usando para
ello concentraciones menores a las especificadas por los productos, y solamente en casos necesarios.

Tomando en cuenta la toxicologia de los insecticidas quimicos utilizados expuesta en Worthing
y Hance (1991), con base en la DLso oral aguda para ratas y el porcentaje de inhibicién de estos
productos en el presente trabajo, se sugiere subdosis de permetrina (piretroide) para la aplicacion en
campo cuando también se vaya a utilizar el hongo M. anisopliae como un control microbiano. Este
producto representa un menor riesgo para la salud humana y vertebrados. Aunque estadisticamente el
triclorfon a dosis minima resulté ser menos inhibitorio para el hongo, este producto es un riesgo para la
salud humana de acuerdo a su toxicologia. Al utilizar P. fiumosoroseus como control microbiano, los
resultados sugieren aplicaciones alternativas con endosulfin (organoclorado) a las subdosis de la
concentracién mayor y minima, pues los porcentajes de inhibicion de ambas concentraciones resultaron
ser bastante similares. Este producto representa un menor riesgo para la salud humana y vertebrados,
Hemandez y Berlanga (1995), (citados por Torres-Sanchez y Cardenas-Cota, 1996) encontraron un

efecto sinérgico con el hongo en el control de la mosquita blanca en campo. Aunque las concentraciones
| estudiadas de metamidofds en el presente trabajo resultaron tener un menor efecto inhibitorio sobre el
hongo, que con el biosulfan, es un producto que representa un alto riesgo para la salud humana.

Por ultimo, no se recomiendan realizar mezclas de estos hongos con los fungicidas (benomil y
captan) ya que los efectos de estos sobre su 'crecimiento mostré una elevada inhibicién ain a bajas
concentraciones.

Estudios posteriores en campo podran establecer si existe o no un efecto sinérgico entre los

hongos estudiados y los productos quimicos compatibles encontrados.
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CONCLUSIONES

L. Metarhizium anisopliae presentd una mayor susceptibilidad que P. fumosoroseus a los insecticidas
quimicos.

 Las mejores compatibilidades de acuerdo a los % I del crecimiento observados fueron:

Adherentes /surfactantes: Penetrator, Kinetic.

Fertilizantes: Fertilizante foliar Arco iris y Musol.

Insecticidas: Dipterex (organofosforado) y Corsair (piretroide).

Fungicidas: Ninguno.

+ La morfologia colonial se observo alterada con algunos adherentes/surfactantes e insecticidas

quimicos.

2. Paecilomyces fumosoroseus presentd una mayor resistencia a los insecticidas quimicos que M.
anisopliae.

 Las mejores compatibilidades de acuerdo a los % I del crecimiento observados fueron:

Adherentes /surfactantes: Adhefix 12, Kinetic, Penetrator y Kaytar.

Fertilizantes: Fertilizante foliar Arco iris y Musol.

Insecticidas: Biometa {organofosforado) y Biosuifan (organoclorado).

Fungicidas: Ninguno.

* La morfologia colonial no se observé alterada con la mayoria de productos estudiados con la

excepcion del surfactante/adherente Penetrator.
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APENDICE

Tabla 13. Andlisis de varianza factorial con las medias de los porcentajes de inhibicién de M. anisopliae con

adherentes/surfactantes.

F.V. G.L. S.C CM. F P>F *
FACTOR A 7 47097 984375 6728.283691 334.5905 0.000
FACTOR B l 605.468750 605.468750 30.1093 0.000
INTERACCION 7 318.125000 45.446430 2.2600 0.033
ERROR 128 2573.953125 20.109009
TOTAL 143 50595531250

* Existe diferencia entre tratamientos (P < 0.05)

Tabla 14. Andlisis de varianza factorial con las medias de los porcentajes de inhibicion de P. Sfumasoroseus con

adherentes/surfactantes.

FV. G.L S.C. CM. F P>F *
FACTOR A 7 283973320313 4056.760010 133.5814 0.000
FACTOR B 1 397.929688 397.925688 13.1031 0.001
INTERACCION 7 539.960938 77.137276 2.5400 0.017
ERROR 128 3887.257813 30.369202
TOTAL 143 33222.468750

* Existe diferencia entre tratamientos (P < 0.05)

Tabla 15, Anélisis de varianza factorial con las medias de los porcentajes de inhibicién de M. anisopliae con

fertilizantes.

F.V. G.L. S5.C C.M. F P>F *
FACTOR A 2 43.449409 21.724705 3.1160 0.052
FACTORB 1 27.806679 27.806679 3.9884 0.049
INTERACCION 2 29.863411 14.931705 2.1417 0.127
ERROR 48 334.653198 6971941
TOTAL 53 435.772697

* No existen diferencias entre tratamientos.
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Tabla 16. Anilisis de varianza factorial con las medias de los porcentajes de inhibicion de P. Jumosoroseus con

fertilizantes.

FV. GL S.C CM. F P>F *
FACTOR A 2 1.920000 0.960000 3.1714 0.049
FACTOR B 1 0.001667 0.001667 0.0055 0.939
INTERACCION 2 0.033333 0.001667 0.0055 0.995
ERROR 48 14.530001 0.302708
TOTAL 53 16.455001

* No existen diferencias entre tratamientos (P < 0.5).

Tabla 17. Analisis de varianza factorial con las medias de los porcentajes de inhibicién de M. anisoplige con

msecticidas quimicos.

F.V. G.L. S.C. CM. F P>F *
FACTOR A 6 108392.25600 18065.375000 641.6561 0.000
FACTOR B 1 2156.281250 2156.281250 76.5880 0.000
INTERACCION 6 980.875000 163.479172 5.8065 0.000
ERROR B2 3153.281250 28.154297
TOTAL 125 114682.687500

* Existe diferencia entre tratamientos (P < 0.05)

Tabla 18. Analisis de varianza factorial con las medias de los porcentajes de inhibicién de P. Jumosoraseus con

insecticidas quimicos.

F.V. G.L. S.C. C.M. F P>F *
FACTOR A 5 150159.531230 30031.906250 641.6561 0.000
FACTOR B 1 2623.578125 2623.578125 76.5880 0.000
INTERACCION 5 3336.984375 667.396851 5.8065 0.000
ERROR 96 6477.156250 67.470375 9.8917 0.000
TOTAL 107 162597.250000

* Existe diferencia entre tratamientos (P < 0.05)
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