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EFECTO DEL INSECTICIDA HERALD (PIRETROIDE) SOBRE LA
VIRULENCIA Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DE Verticillium lecanii in vitro

RESUMEN

Todos los cultivos agricolas son atacados por plagas y las pérdidas
resultantes van desde el 47% o 60% (Sankar, Dahiya y Singh, 2005) y hasta el
79% en campos experimentales (Alean et al., 2004).

Los insecticidas quimicos empleados para controlar las plagas han
traido como consecuencia el surgimiento de problemas tales como la
resistencia de plagas, asi como la contaminacion del ambiente y su
acumulacion en productos destinados para la alimentacion humana (Faria y
Wraight, 2001). Muchos de estos productos quimicos son toxicos para el
hombre y los animales; desde el punto de vista ambiental, ocasionan
disminucién del potencial del control natural de la poblacién de la plaga
efectuado por depredadores, parasitoides y patégenos (Loureiro et al., 2002).

Los aspectos mas importantes del control quimico de plagas incluyen el
desarrollo de nuevos métodos que permitan evitar la resistencia de los
insectos blanco, asi como suprimir el surgimiento de plagas secundarias,
resultado de la eliminacion de especies benéficas afectadas por insecticidas de
amplio espectro; reducir riesgos a los agricultores y consumidores debido al
uso de compuestos quimicos que son altamente tdxicos y/o de toxicidad
cronica; evitar dafiar especies no blanco como peces y otros organismos de
vida silvestre en ambientes naturales y abatir la persistencia de estos
compuestos quimicos en el ambiente (Faria y Wraight, 2001; Gonzalez-Zamora
et al., 2004; Jazzar y Hammad, 2004; Pimentel y Perkins, 1980; Stansly, Calvo
y Urbaneja, 2004).

En México las plagas representan grandes pérdidas para los agricultores
(Barranco-Florido et al, 2002) y la necesidad de reducir el uso de insecticidas
quimicos en su combate aumenta la posibilidad de usar el control biolégico
microbiano (Ahmadi, Askary y Ashouri, 2004). El éxito del hongo Verticillium
lecanii como biorregulador de las poblaciones de plagas (Fave et al., 2005;
Yarkulov, 2002), se debe a que su cultivo permite obtener esporas que al
germinar sobre el insecto plaga, ejercen una presion mecanica y ocasionan la
infeccion dada por un proceso enzimatico, degradan su cuticula y causan su
muerte. V. lecanii tiene accion sobre pulgones, mosquitas blancas de
invernaderos, afidos y escamas (Barranco-Florido et al., 2002).

El control biolégico de plagas con hongos entomopatégenos es una
alternativa prometedora pero no para aplicarse como medida Unica, sino como
parte de una estrategia de manejo integrado de plagas, introduciendo
simultdneamente varios enemigos naturales de los insectos (Faria y Wraight,
2001). Por ello ha surgido un marcado interés por conocer el efecto perjudicial



de los plaguicidas quimicos sobre los hongos entomopatdégenos,
principalmente aquellos con posibilidades de éxito en programas de manejo
integrado de plagas (Ahmadzadeh y Hatami, 2003; Ghosh et al., 2004; Javed y
Matthews, 2002).

Dentro de este contexto, durante el desarrollo del presente trabajo se
evaluo el efecto del insecticida Herald (piretroide) sobre la virulencia y actividad
de algunas enzimas del hongo entomopatdégeno Verticillium lecanii in vitro con
base en el ICDF (indice de crecimiento y desarrollo fungico) y la prueba de API
ZYM. Los resultados demostraron que al realizar una mezcla directa del
insecticida y el hongo el numero de unidades formadoras de colonias decrecio
en un 45.6% y la germinacion disminuy6 en un 43% en el ensayo simulando un
tanque de aspersion; la virulencia presentd un retraso en el desarrollo y
crecimiento del hongo sobre la ninfa en el bioensayo (menor ICDF que el
testigo) y la actividad enzimatica de quitinasas y proteasas de V. lecanii se vio
reducida.



EFFECT OF HERALDpgv; (PYRETHROID) INSECTICIDE ON VIRULENCE
AND ENZIMATIC ACTIVITY OF Verticillium lecanii in vitro.

ABSTRACT

All crops are attacked by pests and losses amount to 47 and 60%
(Sankar, Dahiya and Singh, 2005) reaching up to 79% in experimental crops
(Alean et al., 2004).

The chemical insecticides used to control the pests have brought about
problems, such as resistance of the pests, as well as pollution to the
environment and their accumulation in products meant for human consumption
(Faria and Wraight, 2001). Many of these chemicals are toxic to humans and
animals, and from an environmental point of view they diminish the potential of
the natural control exerted by predators, parasites and pathogens (Loureiro et
al., 2002).

The most relevant aspects in pests control are summarized in the next
points: it is necessary to develop new methods to compete against pests
resistance to previous chemicals; to control secondary pests emerged as the
result of beneficial species reduction due to the use of broad-spectrum
insecticides; to reduce the risk to farmers and consumers caused by use of
extremely toxic chemical compounds and/or chronic toxicity; to avoid damage to
non-target species in natural environments, such as fishes and wild-life; and
their persistence in the environment (Faria and Wraight, 2001; Gonzalez-
Zamora et al., 2004; Jazzar and Hammad, 2004; Pimentel and Perkins, 1980;
Stansly, Calvo and Urbaneja, 2004).

In Mexico, agricultural pests represent great losses for the farmers
(Barranco-Florido et al., 2002) and the need to reduce the use of insecticides in
pests control has increased the possibility of using biological control (Ahmadi,
Askary and Ashouri, 2004). The success of the fungus Verticillium lecanii as a
bioregulator of pest populations (Fave et al., 2005; Yarkulov, 2002), is based
on the fact that its culture permits to obtain spores, wich by germinating on the
insect, produce infections and through a purely enzymatic process, degrade the
insect’s cuticle causing its death. V. lecanii acts on mites, whiteflies, aphids
and scales (Barranco-Flolrido et al., 2002).

The biological control of pests with entomopathogenic fungi is a
promising alternative, not to be used as sole measure, but as part of an
integrated pest management program, employing simultaneously several
natural enemies (Faria and Wraight, 2001). Therefore, great interest has
developed on knowing, the harmful effect of chemical pesticides on
entomopathogenic fungi, mainly those with possibility of success in biological



control programs or integrated pest management (Ahmadzadeh and Hatami,
2003; Ghosh et al., 2004; Javed and Matthews, 2002).

The aim of this research was to evaluate the effect of Herald (pyrethroid)
on the virulence and production of enzymes of the entomopathogenic fungi
Verticillium lecanii in vitro. The present results denmostrate that the use of a
direct mixture of the insecticide and the fungus affects the viability and virulence
of V. lecanii.



INTRODUCCION

Después de los afios 40, con la introduccion al mercado de los
plaguicidas sintéticos, decay0 el interés por el uso de otros métodos de control.
Con el paso del tiempo el uso desmedido de insecticidas quimicos ha
ocasionado graves problemas como son la acumulacion de residuos toxicos en
mantos freaticos, la aparicibn de variedades resistentes de insectos y el
desarrollo de plagas secundarias; repercusiones en la salud del hombre y la
fauna silvestre y domeéstica; desequilibrios en el funcionamiento de las redes
troficas, produccion de generaciones de plaguicidas cada vez mas agresivos y
uso de dosis més elevadas dando con ello como resultado el abatimiento de la
biodiversidad y el equilibrio de los agrosistemas (Mier et al., 2004).

Los plaguicidas son sustancias perjudiciales que sélo deben ser usados
cuando sea necesario, aplicAndolos en las dosis adecuadas y como
complemento junto con otras estrategias de control y no como medida Unica. A
este respecto, en las ultimas décadas ha surgido el interés por los hongos
entomopatdégenos como valiosos recursos naturales para ser usados como
herramientas en el manejo integrado de plagas (Mier et al., 2004). Dentro de
esta tematica se desarrollo el siguiente sustento tedrico.

PLAGUICIDAS QUIMICOS

Plaguicida, en un sentido amplio, es cualquier sustancia o mezcla de
sustancias que se destinan para controlar cualquier plaga, incluidos los
vectores de enfermedades humanas y de animales, asi como las especies no
deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la produccion
agropecuaria y forestal [Comision Intersecretarial para el Control y Uso de
Plaguicidas Fertilizantes y Sustancias Téxicas (CICOPLAFEST), 1994].

Para un uso practico de la definicion determinaremos que los plaguicidas
son sustancias que sirven para combatir a los parasitos de los cultivos, ganado,
animales domésticos y del hombre (Yufera y Carrasco, 1980).

Los plaguicidas se clasifican segun la CICOPLAFEST (1994) con base
en distintos criterios incluyendo:

1) Concentracion del ingrediente activo y composicion quimica que ejerce la
accion plaguicida.

a) Plaguicida técnico: maxima concentracion de fabricacién para preparar de
éste la formula a aplicar.

b) Plaguicida formulado: mezcla de uno o mas plaguicidas técnicos con uno o
mas ingredientes como ‘“inertes”, cuya finalidad es dar estabilidad al
ingrediente activo, constituye la forma usual de aplicacion de los
plaguicidas.

2) Organismos que controlan: insecticidas, acaricidas, fungicidas, bactericidas,
antibiéticos, herbicidas, nematicidas, rodenticidas, molusquicidas,
atrayentes y esterilizantes de insectos.

3) Modo de accion, el ingrediente activo puede ser:



a) De contacto: actuan principalmente al ser absorbidos por los tejidos
externos de la plaga, como la nicotina que penetra la cuticula.

b) De ingestion: actian dentro del estomago del insecto, por ejemplo el
arseniato de plomo que es téxico cuando se ingiere.

c) Sistémico: al aplicarse en plantas o animales se absorbe y traslada por su
sistema vascular a puntos remotos del lugar donde se aplica y en los cuales
actua.

d) Fumigante: se difunde en estado gaseoso o de vapor y penetra por todas
las vias de absorcion, como el acido cianhidrico, que entra como gas a
través de los espiraculos.

e) Repelente: impide que las plagas ataquen.

f) Defoliante: ataca la maleza de los cultivos.

4) Composicidn quimica:

a) Compuestos inorganicos: son compuestos que carecen de carbono, como
los derivados de cobre, azufre, zinc y aluminio.

b) Compuestos organicos: son aquellos que contienen atomos de carbono en
Su estructura quimica. La mayoria son de origen sintético, fabricados a
partir de compuestos quimicos basicos; algunos son extraidos de plantas
por lo que se conocen como botanicos.

c) Plaguicidas biolégicos: se llama asi a los virus, microorganismos o
derivados de su metabolismo, formulados como insumos que pueden
controlar una plaga en patrticular.

5) Persistencia: conforme al tiempo que transcurre entre su aplicacion y la
degradacion ambiental del compuesto, los plaguicidas se clasifican en:
ligeramente persistentes, menos de cuatro semanas, poco persistentes, de
cuatro a 26 semanas, medianamente persistentes, de 27 a 52 semanas,
altamente persistentes, mas de un afio y menos de 20 afos, persistentes,
mas de 20 afios.

TOXICIDAD DE LOS PLAGUICIDAS

La toxicidad se establece mediante experimentacibn en modelos
animales, donde los mas utilizados son ratas y ratones. La expresion
cuantitativa de la toxicidad es representada mediante la dosis letal media
(DLso), que corresponde a la cantidad de plaguicida necesario para causar la
muerte del 50% de los individuos que constituyen el lote del ensayo (Ortiz,
1999).

Las toxicidades DLsy pueden hacer referencia a la toxicidad oral aguda
(administracién del insecticida en la dieta), cronica (partes por millon del téxico
presente en la dieta alimenticia por varios dias en que se observan los efectos)
o dérmica (se establece mediante la absorcion del toxico por pincelacién sobre
la piel) (Ortiz, 1999).

INSECTICIDAS PIRETROIDES

El pelitre ha sido uno de los derivados vegetales mas empleados como
insecticidas, especialmente en aplicaciones domésticas, pero su utilizacion en
la agricultura ha sido mas bien escasa por carecer de la estabilidad requerida
(Barbera, 1989).



Las plantas productoras de pelitre pertenecen a la familia de las
compuestas e incluyen la especie Chrisanthemum (Pyrethrum) cinerasiefolum.
El extracto de pelitre, se obtiene empleando como disolventes éter de petréleo,
dicloroetileno y otros. El valor reside en su contenido de piretrinas, cuya
férmula general es:

HsC CHz O
RIN | |
/ C=CH-CH - CH-C-O-X
R2

R1 y R2 representan radicales organicos u otros; x corresponde a un grupo
alcohol. Quimicamente el &cido crisantémico es metil-propenil-dimetil-
ciclopropancarboxilico, y el pirétrico es carbometoxi-propenil-dimetil-
ciclopropancarboxilico (Barbera, 1989).

En los ultimos 15 afios las investigaciones realizadas con respecto a las
piretrinas (estructura, relaciones entre estructura, actividad y fotélisis) han
conducido al desarrollo de una serie de nuevos productos denominados
piretroides y que han alcanzado un gran auge. Asimismo se logré estabilizar en
parte a los piretroides y se han desarrollado dos nuevos productos (Barbera,
1989): aquellos que conservan el anillo de dimetil-ciclopropano presente en las
piretrinas naturales y los que carecen de dicho anillo originando otras
estructuras. En ambos el grupo X de las piretrinas ha quedado sustituido por el
fenoxilbencilico (insecticida Herald) que es un piretroide con radical alcohol
diferente y con ciclopropancarboxilico, soluble en agua, cuya estructura es la

siguiente:
Me
X6
C-OCH -0+
o IMONO

El fenpropatrin tiene como ingrediente activo (RS)-alfa-ciano-3
fenoxibencilcicloprocarboxilato, equivalente a 375 g de ia I

De acuerdo con la CICOPLAFEST (1994), el fenpropatrin es un
plaguicida de uso pecuario, doméstico, jardineria y urbano. Formulado contra
insectos tales como homépteros y é&fidos, es un insecticida de contacto con un
modo de accién sistémico, que al aplicarse en aerosol sobre el insecto llega al



sistema nervioso. Por su composicion quimica es clasificado como organico y
con una persistencia de menos de cuatro semanas, 0 sea ligeramente
persistente. Por su efecto hacia el hombre se considera ligeramente toxico. No
se puede mezclar con productos de reaccion alcalina fuerte.

MODO DE ACCION Y METABOLISMO DE LOS PIRETROIDES

Tanto las piretrinas como los piretroides sintéticos actian de modo
similar sobre el sistema nervioso central, produciendo hiperexcitacion y
paralisis con pérdida de coordinacion, convulsiones, postracion y muerte. El
metabolismo de todos estos productos parece ser similar, eliminandose
rapidamente después de ser ingerido por los animales, sin ser persistentes ni
acumularse en el organismo. El camino general de su degradacion es la
escision del grupo éster formandose el acido y el alcohol correspondientes; la
parte acida puede transformarse en lactona o derivados hidroxilados o
conjugados, en tanto que el alcohol puede pasar a aldehido, &cido y
conjugados. La misma degradacion es aplicable a los piretroides en el suelo,
donde también sufren hidrélisis escindiéndose el éster en dos partes, acida y
alcohol donde participa la accion microbiana (Barbera, 1989).

PROBLEMAS PLANTEADOS POR EL DESARROLLO DE LOS PLAGUICIDAS
QUIMICOS. MOVILIDAD Y PERSISTENCIA EN EL AMBIENTE

El uso de los plaguicidas en la produccion agricola y en especial en los
tratamientos del suelo, tiene gran importancia por la interaccién plaguicida-
suelo-agua, y por el potencial de impacto adverso de estas sustancias en el
ambiente ya que, especialmente en lo que concierne a la aplicacién aérea, un
porcentaje considerable del producto llega al suelo o a los cuerpos de agua. Lo
mismo puede ocurrir con el lavado ocasionado por las lluvias, o bien como
consecuencia del arrastre provocado por el viento, sobre todo en los
tratamientos realizados en el follaje. La persistencia de un plaguicida en el
ambiente se refiere a la duracién de éste, sin cambio molecular, a partir del
momento de su aplicacion. Esta caracteristica, aunada a su movilidad, aumenta
el riesgo de los productos quimicos contra el ambiente y la salud de los
organismos (Ortega-Cesefa et al., 1994).

FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA PERSISTENCIA DE LOS
PLAGUICIDAS

Diversos factores influyen en la persistencia de los plaguicidas, algunos
ejemplos son el clima, tipo de suelo, contenido de materia organica y
microorganismos presentes. Es importante destacar la necesidad de llevar a
cabo investigaciones que profundicen acerca de la persistencia de los
plaguicidas en el medio en que se aplican, con el objetivo de evaluar
adecuadamente los riesgos que representan para el ambiente, los seres vivos y
el bienestar del hombre (Ortiz, 1999).

El principal mecanismo de degradacion ambiental de los plaguicidas es
la fotodescomposicion. La mayoria de ellos, especialmente los piretroides, se



descomponen modifican su estructura molecular por efecto de las radiaciones
solares (CICOPLAFEST, 1994).

La descomposicion quimica de los plaguicidas de efectia por medio de
una serie de reacciones tales como la oxidacion, reduccion e hidrdlisis, las
cuales tienen lugar en el suelo, el aire o el agua. Mediante estas reacciones se
pueden descomponer o modificar algunos plaguicidas y activar otros, dando
lugar a la formacion de compuestos inactivos o de otros potencialmente mas
peligrosos para la vida que el producto original (Madigan et al., 1998; Ortiz,
1999).

Los plaguicidas se adhieren a la superficie de los coloides del suelo por
lo que en los suelos arcillosos se adsorben mas fuertemente (CICOPLAFEST,
1994).

DESEQUILIBRIOS ECOLOGICOS OCASIONADOS POR LOS PLAGUICIDAS
QUIMICOS

La eliminacidbn de una especie en un sistema ecolégico da como
resultado la multiplicacion de las que competian contra ella. La aplicacion de
insecticidas ha provocado la eliminacion de depredadores y, con ello, la
multiplicacion desorbitada de las poblaciones de otros tipos de insectos, en
muchos casos dafiinos, poco afectados por el insecticida. Por ejemplo, el uso
del DDT (diclorodifeniltricloroetano) y HCH (hexaclorociclohexano) en frutales
produjo aumentos espectaculares en las poblaciones de algunos acaros. Otros
desequilibrios ecoldgicos se producen a causa de la dispersion de los
tratamientos, que, al afectar la fauna silvestre dan lugar a la disminucién
continua de la poblacién de algunas especies (Yufera y Carrasco, 1980).

También son afectados por los plaguicidas la flora y la fauna de las
zonas en gque se realizan las aplicaciones, e incluso aquellos de las regiones
mas alejadas. Se ha encontrado DDT en la grasa de pingtinos. Estos residuos
han llegado hasta estas zonas arrastrados por el viento, por las corrientes
marinas y a través de las redes tréficas. Los plaguicidas al ser ingeridos no son
metabolizados y debido a su persistencia y a su solubilidad en las grasas se
acumulan en el tejido adiposo. Dado que las cadenas biologicas de los
depredadores comienzan con los organismos mas pequefios y terminan en los
animales mayores, en éstos Ultimos se encuentran cantidades elevadas de
dichos productos quimicos (Turusov, Rakitsky y Tomatis, 2002).

Asi por ejemplo, después de tratamientos masivos con plaguicidas
toxicos se ha observado una mortalidad relevante en ciertas especies de aves,
asi como alteraciones en el cascaron de los huevos. Cuando las areas tratadas
estan cerca de los rios y lagos se observan desequilibrios en el plancton, asi
como la disminucién de la poblacion de crustaceos (Allan et al., 2005).

Los pdajaros de algunas regiones mueren en ocasiones por ingerir
insectos o granos contaminados con plaguicidas. Se ha demostrado que dichas
aves son especialmente sensibles a algunos plaguicidas organoclorados
(Yufera y Carrasco, 1980). Ciertas aves carnivoras (halcén, aguila, pelicanos)
han acumulado una gran cantidad de hidrocarburos clorados en sus tejidos,



productos que causan transtornos en la conducta y atraso de la crianza,
fracaso de la cria y produccién de huevos tan fragiles que se rompen durante la
incubacion (Ortega-Ceseiia et al., 1994).

Los compuestos organofosforados como el malation, paration, diazinén y
carbamate son mas venenosos pero menos persistentes, y por accion de los
factores ambientales el veneno puede ser transformado en sustancias
inofensivas (Ortega-Cesefa et al., 1994).

Recientemente fue analizado el efecto de los piretroides deltametrin,
alfacipermetrin y ciflutrin presentes en el estiércol de las vacas, sobre la fauna
del estiércol. Los resultados mostraron que los niveles de contaminacién por
estos productos retrasan la crianza de los escarabajos (Vale et al., 2004).

DESCOMPOSICION DE LOS INSECTICIDAS QUIMICOS POR
MICROORGANISMOS

Los plaguicidas que se han comercializado con la finalidad de controlar
diferentes plagas contienen diversos productos quimicos, como los acidos
clorogenixialquilcarboxilicos, ureas sustituidas, nitrofenoles, triacinas,
fenilcarbamatos, compuestos organoclorados y organofosforados. Algunas de
estas sustancias son utilizadas como fuentes de carbono y son oxidadas a
COg,; otros productos son empleados como donadores de electrones para
algunos microorganismos del suelo. Si una sustancia puede ser mineralizada
por un microorganismo, terminar4 desapareciendo del suelo, accién que es
normalmente deseable porque evita que se acumulen cantidades toxicas del
compuesto. Sin embargo, incluso los compuestos quimicos de moléculas muy
parecidas pueden diferir grandemente en cuanto a su degradabilidad (desde 1,
4 u 8 semanas hasta 8 o 10 afios).

La tasa de descomposicion de los insecticidas esta influenciada por una
variedad de factores ambientales como la temperatura, pH, aireacion y
contenido de materia organica en el suelo. Algunos plaguicidas clorados son
tan recalcitrantes que persisten en el ambiente edafico hasta por mas de diez
afos. La eliminacion de un plaguicida de un ecosistema no significa
necesariamente que haya sido degradado por los microorganismos, Sino
también a través de la volatilizacion, lixiviacion o degradacién quimica
espontanea (Madigan et al., 1998), que es lo que sucede con los piretroides
(Barbera 1989).

La degradaciéon de un plaguicida depende en gran medida de la
naturaleza de la molécula, y en el caso de los compuestos arométicos, al
incrementarse el nimero y tipo de grupos de sustitucion en los anillos de
benceno, aumenta el grado de persistencia. Las sustituciones amino, metoxi,
cloro y nitro confieren resistencia al atague microbiano, mientras que las
carboxi e hidroxi lo hacen en menor grado; las sustituciones meta confieren
mayor resistencia que las orto y para (Deacon, 1990).

Un hecho interesante es que los diversos compuestos artificiales no se
utilizan como fuente Unica de carbono o energia, empero, son metabolizados



por microorganismos en presencia de una fuente de carbono facil de obtener
como la glucosa. Este fenbmeno se denomina cometabolismo y parece ser el
resultado de un modo de accion no especifico de algunas de las enzimas que
intervienen en el metabolismo normal, o de algunos pasos de oxidorreduccién
no enzimaticos en los que intervienen agentes reductores generados durante el
metabolismo normal. De esto se puede derivar un aumento o una disminucion
en la persistencia del contaminante (Bull citado por Deacon, 1990). Este
fendmeno se puede considerar como secundario en la nutricion de los hongos,
pero pruebas recientes indican que la degradacion fungica de la lignina también
implica el cometabolismo y esto es esencial para su nutricion (Deacon, 1990;
Madigan et al., 1998).

EFECTO DE LOS INSECTICIDAS EN LOS HUMANOS

La gente esta expuesta a los plaguicidas en una variedad de contextos,
por ejemplo a través de los alimentos y del agua, evidentemente a causa del
aire contaminado y a través del contacto por exposicion de la piel. Ello da como
resultado que se encuentren comunmente residuos de plaguicidas en los
tejidos humanos, pero sus efectos epidemiolégicos no han sido bien
documentados. Hay una variedad de efectos que ocurren ya sea a corto,
mediano o largo plazo (Ortega-Ceseiia et al., 1994). A este respecto, en Brasil
se han detectado residuos de plaguicidas tales como endosulfan y HCH en la
leche cruda (Ciscato, Gebara y Spinosa, 2002).

Los plaguicidas quimicos pueden causar cambios en los
encefalogramas, alteraciones neuroldgicas, pueden inducir el Parkinson y la
epilepsia. La exposicion a los insecticidas ha estado correlacionada con la
hipertension, el alto contenido de colesterol en la sangre y las altas
concentraciones de vitamina A en el suero sanguineo, asi como con el
incremento de enfermedades cardiovasculares. Muchos insecticidas pueden
reducir la fertilidad y causar en ocasiones esterilidad, alergias y enfermedades
en el higado. En estudios en laboratorio se observé que varios insecticidas
estan implicados como teratbgenos o mutagénicos en humanos, asi como en la
incidencia del cancer y en el surgimiento de aberraciones cromosomales en los
linfocitos (Oehme y Pickrell, 2003; Ortega-Ceseiia et al., 1994).

El piretroide Herald (Fenpropatrin) puede desarrollar en personas
sensibles sensacién de hormigueo en la regién periorbital facial. En casos de
intoxicacion provoca irritacion de mucosas buconasales, salivacién y ataques
convulsivos, segun las indicaciones en el producto ( Valentygy de México S. A.
de C. V.).

RESISTENCIA DE LOS INSECTOS A LOS PLAGUICIDAS QUIMICOS

Tan pronto como se introdujeron los insecticidas para el control de
plagas, las poblaciones de insectos comenzaron a tener grandes presiones por
los quimicos y desarrollaron mecanismos de resistencia. De esta forma, en
1914 en EUA se reportd la resistencia del pulgbn de San José al DDT
(Pimentel y Perkins, 1980).



Los insectos desarrollan mecanismos bioquimicos de defensa frente a
los plaguicidas dando lugar a la aparicion de poblaciones resistentes. Este
fendmeno empezo a ser conocido hacia el afio 1950 y a partir de ese momento
se ha incrementado el nUmero de comunicaciones cientificas al respecto. Los
casos mas conocidos son los de la resistencia de la mosca doméstica y el
escarabajo de la papa al DDT, en los que estan implicados los sistemas
enzimaticos del insecto. El problema no sélo involucra al DDT sino que
posteriormente se ha descrito resistencia de las plagas a los insecticidas
fosforados y a casi todos los demas tipos. Para soslayar el efecto de la
resistencia se puede realizar una rotacion de plaguicidas o emplear productos
sinérgicos (Yufera y Carrasco, 1980).

La resistencia a los quimicos que incrementa las pérdidas econémicas
causadas por plagas porque el grado de control declina a lo largo del tiempo,
porque los costos del control aumentan debido a los requerimientos de
tratamientos suplementarios y porque son requeridos nuevos estudios para
desarrollar compuestos que los reemplacen (Mier et al., 2004).

CONTROL BIOLOGICO

Los ejemplos individuales del uso de enemigos naturales para el control
de plagas han existido por cientos de afios, pero el control biol6gico emerge
como un método cientifico sélo después del siglo XIX. Esto fue debido a la
emergencia de nuevos conceptos llevados en tales materias como las
relaciones entre especies, su evolucion, presiones de poblacién, la lucha por la
existencia y por otra parte, por la urgente necesidad de solucionar serios
problemas presentados por las plagas exoticas en diferentes partes del mundo
(Huffaker y Messenger, 1976).

La idea de usar enfermedades para controlar insectos nocivos fue
sugerida por Luis Pasteur en 1870, en relacion con el control de Phylloxera. El
primer intento de aplicacion practica fue hecho por cientificos franceses o por
aquellos que trabajaban en Francia como Giard d'Herelle y Metshinikoff
(Novozhilov, 1988).

El término control biologico fue propuesto primero por Smith en
1919 para definir el uso de enemigos naturales (ya sea introducidos o
manipulados de otra manera), para el control de insectos plaga. El alcance de
la aplicacion del control biolégico se ha expandido firmemente desde el uso de
insectos entomdfagos contra insectos plaga, hasta el uso de un amplio
intervalo de organismos como pulgas, caracoles, ocasionalmente vertebrados y
plantas tan diversas como hierbas, arbustos y arboles, asi como hongos y
algas (Huffaker y Messenger, 1976).

De esta forma el control biolégico se define como la accién de
organismos parasitos, depredadores y patdgenos (enemigos naturales), que
mantienen la densidad de poblacion de otro organismo a nivel inferior de aquel
gue ocurriria en su ausencia (Jazzar y Hammad, 2004). Es un método seguro y



econdmicamente productivo (van Lenteren, 1992), ademas, reduce la
dependencia a los quimicos que son caros y contaminan el ambiente
(Ghewande, 1990).

CONTROL MICROBIANO

Una de las estrategias mas atractivas que se emplean como parte del
control biolégico de insectos es el control microbiano, que se puede definir
como la utilizacion de microorganismos, introducidos por el hombre, capaces
de provocar enfermedades en los insectos plaga, con la ventaja de que la
mayor parte de los microorganismos no dafan a otros animales o a las plantas
(Jazzar y Hammad, 2004).

Entre los microorganismos susceptibles de ser usados como control
biolégico estan los hongos parasitos, que son aquellos que invaden plantas o
animales vivos; se alimentan y multiplican dentro y a expensas del hospedero
causando anormalidades fisiologicas o la destruccién del mismo, hecho que
culmina con la enfermedad marcada por cambios detectables en la funcion o
en la morfologia (Madigan et al., 1998).

Los primeros microorganismos descritos por ocasionar enfermedades en
los insectos fueron los hongos, denominando micosis a estos sintomas o
patologias (Valenzuela, 1987).

La especificidad del grupo al que atacan los hongos entomopatégenos
es bastante variable, pues se trata de un grupo heterogéneo adaptado a
medios mas ricos en proteinas y viven soélo en insectos hospederos. Los
entomopatdégenos incluyen géneros como Beauveria, Metarhizium,
Sorosporella, Cephalosporium, Verticillium y otros (St. Leger et al., 1997).

Conocer con detalle el proceso por el que un hongo entomopatdgeno
ataca al insecto es de gran importancia para su empleo en biocontrol. Los
hongos a diferencia de los virus y bacterias, no requieren ser ingeridos para
ocasionar una enfermedad sino que penetran a través de los espiraculos y
particularmente, a través de la superficie del integumento de los insectos.
Después de un periodo de sobrevivencia en ausencia del huésped, deben
tener la capacidad de responder de manera especifica para adherirse y
penetrar la cuticula rompiendo barreras por accion fisica y enzimatica (St.
Leger, 1995).

El proceso de patogénesis incluye la morfogénesis relacionada con la
infeccibn asi como la produccion de enzimas que ocurre cuando faltan
nutrimentos extracelulares: de esta forma, el agotamiento de los reservorios
hace necesario para el patdégeno establecer una relacion nutricional con el
hospedero (St. Leger et al., 1997).

Dentro de la infeccién se distinguen al menos nueve fases (Barranco-Florido
et al., 2002):

1) Adhesién de la unidad infectiva a la epicuticula del insecto.



2) Germinacion de la unidad infectiva en la cuticula.

3) Penetracion de la cuticula, ya sea por tubos germinales o por ganchos
infectivos formados a partir de un apresorio.

4) Multiplicacién del hongo en su fase levaduriforme (blastosporas) en el
hemocele.

5) Produccidon de metabolitos toxicos.

6) Muerte del huésped.

7) Crecimiento del hongo en su fase micelial, con invasién de practicamente
todos los 6rganos.

8) Emergencia de las hifas desde el interior, a través de la cuticula, hacia el
exterior del insecto

9) Produccién de las unidades infectivas sobre el insecto, en el exterior.

La epicuticula es delgada y contiene lipidos serosos (acidos grasos Yy
parafina); la procuticula es aun mas delgada y estd compuesta por quitina
embebida de proteinas. La degradacion de éstas involucra la participacion de
diversas enzimas y la presion mecanica ejercida por el crecimiento hifal (St.
Leger et al., 1997).

POTENCIAL DE Verticillium lecanii PARA EL CONTROL DE PLAGAS

Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas es un hongo entomopatégeno bien
documentado; se ha observado que desarrolla epizootias entre sus hospederos
mas comunes (afidos y escamas) en regiones tropicales y subtropicales (Hall
1981; Lourencao, Miranda y Alves, 2001).

Este hongo, con base en su clasificacion taxonémica pertenece a los
Hifomicetes, la Clase de los Ascomicetos, que se caracterizan por producir sus
conidios en conidiéforos solitarios o agrupados en sinemas o en esporodoquios
pero, caracteristicamente nunca producen esporéforos mas complejos (Herrera
y Ulloa, 1990). Siguiendo con el sistema de clasificacion, el género Verticillium
esta incluido en el Orden Moniliales y en la Familia Moniliceae, que presentan
micelio y conidios hialinos o ligeramente pigmentados (Talbot, 1971).

El género Verticillium anteriormente se conocia como Cephalosporium,
pero Gams en 1971, lo reexamind y ubicd un grupo compuesto por un gran
namero de especies entomopatégenas en una nueva seccién: Verticillium sec.
Prostrata. Estos hongos tienen como caracteristica principal la apariencia
aterciopelada o algodonosa y micelios aéreos que ocasionalmente pueden
contener fidlides de verticilios (Hall, 1981). EI nombre del género se deriva del
latin verticillus, que significa verticillo o rodaja y del sufijo diminutivo ium en
alusion al arreglo verticiliado de las fialides en el conidiéforo que pueden estar
dispuestas en verticilios primarios, secundarios y de mayor orden a lo largo del
eje principal o ramas del conidiéforo. Los conidios (fialosporas) son
unicelulares, hialinos y estdn embebidos en mucilago, por lo que forman bolas
gleoides en los apices de las fidlides (Ulloa y Herrera, 1994).

Recientemente, Zare y Gams (2001) sugirieron que las especies
clasificadas como Verticilium sec Prostrata, especialmente V. lecanii y V.
psalliotae, fueran transferidas al género Lecanicillium, con base en el analisis



filogenético de las secuencias ITS (espaciadores transcritos internos). Pero
Sugimoto et al. (2003), emplearon ademas de los ITS, secuencias IGS
(espaciadores intergénicos), regiones de DNA ribosomal, pequefas
subunidades de rDNA mitocondrial, asi como genes codificadores de una
B—tubulina y una histona 4 para caracterizar morfolégica y genéticamente a V.
lecanii y concluyeron que se requieren mas investigaciones para determinar las
diferencias. Asimismo consideraron que V. lecanii debia seguir con la misma
nomenclatura hasta que hubiera mas elementos para justificar el cambio.

Verticillium lecanii cuando se cultiva sobre medio sdlido forma colonias
de 18 a 22 mm de diametro después de 10 dias, de color blanco o amarillo
palido, de apariencia algodonosa aterciopelada; con fidlides puntiagudas, de
tamafio muy variable, sencillas o en pequefios grupos de verticilos en micelio
aéreo. Los conidios se forman en las puntas terminales de las fidlides; son de
forma cilindrica a elipsoidales con terminaciones simétricas redondeadas (Hall,
1981).

Existen bioplaguicidas basados en conidios o blastosporas de diferentes
cepas de V. lecanii, por ejemplo Mycotal, Vertalec-Koppert (Sugimoto, Koike y
Nagao, 2001) y Microgermina (Osborne y Landa, 1992). Estos productos han
estado sujetos a varias pruebas de toxicidad requeridas para su registro y
aprobadas por varias autoridades alrededor del mundo. En México, Mier et al.
(1994) realizaron investigaciones sobre la infectividad de V. lecanii en cobayos
y ratones; los analisis micologicos e histopatoldgicos de tejido hepatico,
riilones, bazo y pulmén, pusieron de manifiesto la inocuidad de V. lecanii al ser
inoculado por via intraperitoneal en estos mamiferos.

En estudios realizados a trabajadores expuestos a bioinseticidas como
V. lecanii encontraron una sensibilizacion de las inmunoglobulinas IgE, pero
IgE anti-Verticillium lecanii no muestra correlacion y concluyen que la
exposicién a bioinsecticidas puede conferir un riesgo para los trabajadores
mediante sensibilizacion IgE, que es necesario identificar los componentes
alergénicos en las preparaciones, asi como llevar a cabo estudios con testigos
(no expuestos) y en estudios posteriores analizar la relacion entre parametros
de salud y sensibilizacion (Doekes et al., 2004).

En Alemania al analizar muestras del agua de mantos freaticos para
consumo humano, se detecté la presencia de flora fangica (Aspergillus,
Acremonium, Exophiala, Penicillium, Phialophora y V. lecanii) en las muestras
dentro de las tuberias de agua, a diferencia de las tomas domésticas, indicando
gue no todos los hongos que tienen acceso al sistema hidraulico son capaces
de sobrevivir dentro del mismo por largos periodos (Gottlich et al., 2002).

PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA DE Verticillium lecanii

Verticillium lecanii es un hongo interesante y peculiar, porque ademas de
ser un parasito de insectos, también infecta otros hongos. De manera
especifica es muy comun encontrarlo en las pustulas formadas por las royas y
algunas cenicillas pulverulentas cuando ambos patégenos rompen la superficie
de plantas superiores para esporular. Forma una marafia micelial en la



superficie de estas pustulas y penetran muchas esporas, pero no dafia la
planta. Las esporas de los hongos y los insectos comparten varias
caracteristicas como hospederos de V. lecanii: presencia de quitina en las
paredes en la cuticula; sintesis de trehalosa y manitol como fuentes de carbono
y acumulacion de lipidos y glucégeno como principales reservas de energia
(Ghewande, 1990).

En diferentes reportes se ha registrado la infectividad de V. lecanii contra
escarabajos, afidos, larvas de lepidopteros, homodpteros, nematodos y moscas
blancas de invernadero en ensayos de laboratorio (Faria y Wraight, 2001; Hall,
1989; Houle et al., 1987; Jazzar y Hammad, 2004; Kim, Kim y Roberts, 2005;
Lezama y Mellin, 1991; Meyer y Meyer, 1996; Mier et al., 1991; Puterka et al.,
1994; Shaw et al.,, 2002; Vidal et al., 2003; Wang et al., 2004; Yokomi y
Gottwald, 1988), en los que se demuestra un porcentaje de mortalidad, desde
el 78% hasta un 100% con dosis de 10% 10% 10° 10° 10" conidios ml™,
obteniendo tiempos letales medios (TLso) de 5 a 9 dias segun la plaga. Por ello
varios autores afirman que V. lecanii puede tener un papel destacado en la
regulacion de las plagas a través de su aplicacion en programas de control
bioldgico.

El proceso de infecciébn de V. lecanii ha sido descrito por Askary,
Benhamou y Brodeur (1997; 1999) a la luz de la microscopia electronica
empleando como marcador el complejo aglutinina de germen de trigo-oro-
ovomucoide. Los autores indican que el parasitismo en &fidos incluye los
siguientes eventos: (i) adherencia del conidio a la cuticula del insecto a través
de una delgada matriz mucilaginosa, (ii) germinacion del conidio y produccién
de micelio que coloniza la superficie de la cuticula; (iii) penetracion de los tubos
germinativos dentro de la cuticula 24 h después de la aplicacién; (iv) desarrollo
lateral extensivo de las hifas acompafiado de una pronunciada degradacion de
las capas de la cuticula a las 72 h; (v) produccién de blastosporas e invasion
masiva de los tejidos del insecto; (vi) asimilaciébn de los nutrimentos y
acumulacion de lipidos en las células del hongo y (vii) produccion de
conidioforos y emergencia del hongo desde el cadaver del insecto.

La penetracion y colonizacion de la cuticula por el hongo es el resultado
de la accién enzimatica y presion mecanica; la produccién de enzimas que
degradan la cuticula es una propiedad determinante para la patogenicidad de
los hongos hacia los insectos. Existe una serie de genes que estan
involucrados con la patogenicidad de los hongos. Algunos estan involucrados
en la deteccion directa o indirecta de la presencia del huésped, otros en la
inactivacion de sus defensas y otros mas en la produccién de toxinas
(Barranco-Florido et al., 2002; St. Leger, 1995). En V. lecanii se han
identificado enzimas que trabajan secuencialmente: durante las primeras 24
horas son producidas las esterasas y enzimas proteoliticas como
endoproteasas, aminopeptidasas Yy carboxi-peptidasas, seguidas por
exoquitinasas (N-acetilglucosamidasa), endoquinasas y lipasas (Bidochka y
Khachatourians, 1994; St. Leger, 1995).

Las lipasas, proteasas y quitinasas juegan un papel fundamental en la
infeccién. Las proteasas tienen un papel decisivo por el hecho de que las



proteinas constituyen alrededor del 70% de la cuticula. Durante la penetracion
cuticular, el hongo pasa a través de diferentes ambientes a los cuales responde
con procesos adaptativos bioquimicos y de diferenciacion celular para formar
una serie de estructuras morfolégicas especificas. Por ejemplo, M. anisopliae
desarrolla apresorios en la superficie de la cuticula, ganchos de infeccion en la
epicuticula, hifas en la procuticula y blastosporas en el hemocele (St. Leger,
1995).

PLAGUICIDAS QUIMICOS EMPLEADOS JUNTO CON Verticillium lecanii

Olmert y Kennet (1974) estudiaron in vitro la accion de 14 insecticidas
quimicos ( fluorosilicato de sodio, endosulfan, Omite™, triclorfon,
clorobenzilato, diazinon, ethion, azinfosmetil, cloropirifos, aceite parafinico,
supracide, diclorvos, carbanil, Levanola™)en hongos entomopatégenos como
Beauveria bassiana, Verticillium lecanii y Verticillium sp. y observaron que esos
productos inhibian el crecimiento de Verticillium sp. Sin embargo, Hassan et al.
(1988) demostraron que los plaguicidas Dursban S., Ambush C., Basudine V.,
Perfektion, Phosdrine W10, Dimercrom 2, Milgo-E, Gesaprim 50, Fusilade y
Roundapson son inocuos para V. lecanii.

El grupo de Carrion y colaboradores (1990) evaluaron in vitro el efecto
del tridimefén y el oxicloruro de cobre sobre el crecimiento de V. lecanii, y
observaron que éstos productos redujeron la densidad micelial y la produccién
de conidios. Los autores también describieron la formacién de anillos de
inhibicién de V. lecanii.

En México, Mier et al. (1999), analizaron el efecto de tres insecticidas
(lambda-cialotrina, permetrina y metamidofos) y un fungicida (benomilo) en
diferentes cepas de V. lecanii. Los autores observaron cambios morfolégicos
atipicos en las colonias, tales como de coloracién (de blanco a café claro) y de
apariencia (de algodonosa tomé un aspecto similar al cuero), con anomalias en
la conidiacién y en la organizacion hifal, modificaciones que se revertieron
cuando se cultivaron en medio libre de plaguicidas. Por su parte Batista,
Almeida y Lamas (2001) reportaron que el insecticida tiametoxam es
compatible con V. lecanii cuando se aplica en dosis subletales.

Fournier y Brodeur (2000), realizaron una investigacién con el fin de dar
alternativas de control de afidos empleando un insecticida sintético, azadiractin
(Bio Neem), jabon y V. lecanii, determinando que los &fidos son susceptibles a
los tres tratamientos.

Javed y Matthews (2002) aplicaron el insecticida diafenthiurén junto con
los parasitoides Encarsia formosa y Eretmocerus eremicus y V. lecanii contra
la mosquita blanca obteniendo un buen control de la plaga y recomendandolo
para ser usado en programas de manejo integrado.
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La withzacion confuata de un rorregulador natural como Lerciffinm fecenii ¥ oun ansectieida seivctive podria ser de
utifidad en el control de fa mosquita blanca (Homoptera Alevrodidae), vn programas de mangjo integrads: de plagas Con o
objetv de conocer la compatibilidad i vitro de F fecanir con ol insecticida prretrutde fenpropatrin, se hicieron ensavos en
medios solidos adicionados def insecticida. ¢ mcubando presfamente una suspension fangica de 107 coridios'ol con el
puetroide durante 1o b 4 26°C, simutando un tanque de aspersion La compatibilidad se ¢valud mediante la determinacion
de la siabitidad [unidades formadoras de colonias (LFC) y germmacion], velouidad de aecimiento radial, mon fologia
esputudacion. y ¢l efecto del fenpropatin en la patogenicidad de hongo hacia la mosquita blanca mediante un biocnsayo en
nintas, wepontado como Indice de Crecimiento v Dewarrollo Fangico {ICDY). Los resultados mostraron la inhibicien de ia
viabilidad del hongo en un 435 6% con ef método de UFC. v en un 43.0% con la germunacton (p<0 05). en el ensave
simatande un lanque de aspersion. No se observe ninguna afleracion en la velocidad de crecimiento radial, morfologia v
esporadacion de 1 fecerni. Se encontré un retraso en ¢ desareolto v crecimiento del hongo sobre la nminfz en el bisensayo
{menot HCDE que el testigo). cuando lhe expuesto previamente al insecticida, indicando la incidencia del tenproparrin sohre
fa patogemicrdad do 1. Jecansi, Fste es el primer reporte en Mexieo donde se Investiga el efecto de insecticidas quimicos en
la patogenicidad de hongos entomopatogenos por este bivensave. Se recomienda evitar las mezclas directas del hongo con
el piretrotde en tangues de aspersion. asperjando por separado hongo e insecticida

]

Palabras clave Toerncdlivm lecanii, pirenoide tenpropatrin, compatibilidad. mancio integrado de plagas. control bivlagico

Introduccion fifopatdgenos  (Carrion, 1988, Ghewande, 1990

banda of al, 1994) Alpunas cepas se producen
Verticdlium fecanin (Zamme) Vicpas es un agente parg comerctalmente  como micoinsecticidas, con el
el control bioldgico de insectos  fales como  la nombre de Vertalae para afidos, Mycotal para

mosquits blanca. los pulgones v algunos hongos mosquita blanca y Thriptal para trips, en invernaderos



de Paropa (Gocttel ef i 19907 La utihizacion
conjuma  de biorrepnladores noturaies. como |
fecenne, ¢ nsecticidis quinmeos selectivos de
wxicidad mitada pueden representar una alternatinva
de milidad en programas de mancjo mtegrado de
plagas (MIPY (Alves e af 0 19930 Lo Méxieo. ol
msecticida piretronde fenpropatmn es usado para i
control quimico de Ty mosguita blanca (Homoptera:
Aleyrodidacy. Los prretroides son sensibles al calor v,
por o tanto. su vida wsidual disimnoye conlonme i
emperatura aumenta {Barbera, 1989) 1o cual podiia
finorecer su seleccion  on progranues de MIP que
contemplan fa proteceion ambiental. aunque en la
ctigueia del tabricunte este msechicida aparece conto
tasico para ¢l humano y otros anmales, como peces
y abeas.

JUITILICOS
fepresentan un rigsgo para la salud v el equilibrio de
oy ccoststemas (Restrepo. Y9881 en consecuenaia
existe actualmente un marcado interss por conoger las

La  mayoria  de Jos ansecticidas

repercusiones de los plaguicidas quimicos selectivos
sobre los hongos entomopastopenos {Hassan ef ol
t9vd:  Ravensberg er af . 1994, Saito & Yabuor,
[996) para su utihzacion  conjunta on MIP. [
presente trabajo tiene como objetivo delernanar ¢l
efecto del prretrorde fenpropatrm sobre la viabildad.
el erecimuento radial v la esporelacion, morfolopia v
patopemeidad de I fecann, i vitro, enoun medio de
cultivo  adictonado con ¢l insecticida. asi como en
condiciones que simulan un tanque de aspersion,
incubando al entomopatogeno previaniente con ol
quinnce.

Materiales v Métodos

Hongo. Se uithizo la cepa C de Ferncilliume lecanii
aislada o partir de la mosquita blanca. Trialeurodes
vaporariorum West, de un cultivo de frijol del estado
de Morelos. Mésxico (Mier o7 a0 1991). £ honge es
consetvado eu medio P {dextrosa .5%., sacarosa
I 0%, extracto de levadura 0.5%. peptona 0.05%,
avar 1,8%) a 4°C. cn agua desttada. v en pel de
silice. en ¢f cepanio det Laboratorio de Mierobiologia,
Departamento L \ Aminente,
Universidad  Autdnoma  Metropolitana-Xochnmico.
Su vinulencia es reactivada periddicamente por la
inteceion  en ninfas de mosquita blanca. Para todos
los ensayos se preparo uni suspension de Lo
conidiosml a partir de un cultive del hongo on medio
H mcubado 12 dias a 267C

Hombre v su

2 CGIARCEA FUAREY 18 AL

Condiciones de cultivo con ¢l fenpropatrin. Sc
veddizaron dos tpes priumery
sembrando 1o suspension coradial directamente on
acdwaonado del Herald
{Fenpropatrin: (RS alia crano 5 fenoxibenad 2020 3,
3 oqetramen! ciclopropanocarboxtlato, equinvalente i

de emsavos, <l

mede: H plreirenae

-

375 0 de wd Valent de México, S.A de €V ) a una

"’} a0

concenuacion ol del 0.2%0 v el seeundo
snanteniendo T suspension comndial en contacte con
¢ insecticida al U.2% duranie 16 b en una meubadora
de  agstacion  orbital, tangue  de
BSPLTSION.

Ffecto del insecticidua sobre la viabilidad del
hoengo. S¢ determmo el porcentaje de imbibwcion de
las unidades tormadoras de colonias (8. FCy v de
contdios senntnados. Para 1o deternamacion de lax
IFC se sembraron aliouotas g partin de diducwones de
la suspension consdial: para o
dircetarsente en el medio Hoadicionada def prectronde.

stimutando un

PHILICT STy Y
v para of seeundo se tomaron alicuetas det matnue con
[a suspension conidial meubada proevimmenie 16 hcon
el insecticida. y se sembraron en cajas con ¢l medio
(o Para cada ensayo  se utilizaron tosbgos sn
insectivida. Se caiculo el porcentye de inlubicion
{%ly de las VFC aplicando fa formula siguiente
Yol Q{--l: L;-&t'!sil.e!.la.l!fn‘-'- x oo
L Cne

Para la determinacion de la capacidad perminativa
se tornaon alicuotas de 0.2 ml de las suspensiones
comdiales de los dos mwsmos  ensayos  arriba
mieticionados y se sembraron por extenson e cajs
de Petri conteniendo una capa fing del medio H Cada
4 i ose cortaron fragmentos cuadrados de LY am de
lado, sc observaron 100 conidios al mcroscopio
optico a un awnento de 400x, v s¢ determino  a
proporcion de los conidios germinados ¢ las 24 h en
comparacion con ¢l testigo sin insceticida para cada
cosavo. FF calenlo del %ol se yaalizo con la nusma
tonnula uulizada para fas UHC
Efecto del insecticida sobre la velocidad  de
crecimicento radial, morfologia v esporulacion del
hongo. "ara observar ¢l efecto del fenpropatnn sobre
la velocidad de crecimiento radial, s sembraron
alicuotas de SUpl de fa suspension comdial, de los
epsavos menciohados anteriormente,  en cavidades
practicadas en el centro de cajas de Pern con medio
.y se incubaron durante 13 Jias a 2007, Se Hevdron
a cabo medictones cada fercer dial alos 15 dias s¢
compard el diametre de Ja colonia con y o sin
insecticida de cada uno de los ensavos. Se observe.
ademas, fa macro y micro mocfolopia de las colontas
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del lioneo con v aesectieida. fa prucbha de
cepotnbrcron seorealtss solamente w partie de I
suspension conidialb del serundo ensayo donde el
holiga ¢ mantuvo preveunenie en contacto con i
in-ectrerdi durunte 1O B partr de esta suspension
s tonniron ahicuotas de SO pl se sembraron en cajas
con medio 1w ose ncobaren 1S dias a0 20 O Los
conidios producidos se cosecharon con Tween 80 al
D05 L se cuaniienron en cantarg de Neobaner, Se
conparo la produceion de comdios en medio T con
el testizo sin previr meubacion con ¢l msecueida

Ilecto del imsecticida sobre la patopenicidad del
hongo hacia la mosquita blanca. Se llevo u cabo en
unn hioewusce con mintas de 10 vaporarim pory
aiedio de la determinacion de! indice de Crecimiento
v Desarrotlo Fangeeo (10D} desento por [ anda et
af V1O98 Parg osti prueha e oetilizg 1o suspension
conidil el honpo incubada previamentie 16 h con
fenpropattin sumvlande un tangue de aspuasion. Para

o estudio se escogieron las wmntas que presentaron las
caracterativas del estudio cuatro demifa (Orteg,
1992 | anda ef of 0 1993) la observacion se inzo ¢n
Brevemente, o
hrocnsive se Hevo a cabo depositando gotas con asy
calibrada (0.003 mlipota) de ta suspension conidiat
Pt 10T condios Anldd

MICTOsCOPIG  CsereoncOpico,

con v osin incubacon con ¢l
tfenpropani, en un porlaobjetos esténl Las nintas
providniente seheccionindas se depostaion en el contro
de cada gote v tas faniniilas se mcubaron en camara
Burmeda 2 20 C con una lummesidad corespondiente
al awle dinmoche. Cada suspension comidial - se
chsave con 300 ninfas. Estas tueron observadas en el
mictoscopo compuesto a las 24, 48, 72 y 96 b el
desarrollo {ungico en ¢l msecto fue evaluado con
base on ung eseala de 0 a 300 v comparado con nintas
testigdr cubfertas de una suspension del hongo sm
mcubacion con el msectiada, ELICDE corresponde a
la siguienie escala. 0.0 minla rodeada de conidios
no cerninados: 05 - genminaoon de conidios con
uno o dos tubos perminativos en el area cercana a la
mmty;, 1.0 crecimicnte de tubos pernnnalivos y
presencia de hifas: 1.5 = crecnmento imicial del
honeeo onentado al insecto v primer contacto de las
fdus con la ninlu, 2.0 crecuniento miceital dentro y
en la superficie y area alrededor de la mnfar 2.5
micie de la esporalacion. comdios que cubren la
superiicie de la ninta: 3.0 - esporulacion completa,
ninti cubieria con micehio y conidios del hongo.
Andgtisis estadistico, Cada ensayo se realizd por
mplicado. v 10dos fos experimentos se repiticron tres
veces por sepaiado. Los resultados se sometieron a

un analisis de vananza a un mvel de sipnificancta del

—n
R

Resuaftados v Discusion

I a mavoria de los trabajos paa determnar ob electo
de los plagmedas quices en Dot
cutomepatoeenos se ha Hevado a cabo en pliscas de
agar (HMassan of of | 19990 Saino & Yabuta, 1996,
Ravensherp, er /. 19900 Smocmbargo. Aoderson v
Roberts {1983 demostraron que ta mhibicion de
hongos entomopatogenos por iscetividas quimicos
aumenta cuando estos se nezclan enun tangue de
aspersion. Por Jo tmto, oste teabyjo s realizo
ehilizando dos metodos: el de la adicion del producto
en placas de apar. v of del comtacto del hongo con el
producto por 16 b stmulando un tangue de aspersion,
parg observar las diferencias de inlobicion eitre
ambos metodos,

1 clecto del tenpropatnm sobre 1o viainhdad de T
feverds caleulado en porceatgge de inlubroaon de fas
LFC y genminacion de conidios s muestra en la
Tably 1

Se observd una mayor nhibicion en wnbas
pruebas cusmdo tos comdios fucron meubados con ¢l
pietrotde durante (6 b osimulande on tangue de
aspersion, que cuando [os comdios s¢ pusicion €n
comtacto con ¢ medio impregnado con insecticida
(p70.03) Anderson v Roberts (19853} demostraron
que  en Boaevernd bavswria o whibicion por
piretroides, tamibnén
aummenta por ¢l contacto con el insechicida en o
ranque de mercla. Por oo lado, ol ctecto del
fenpropatrin observado  sobie la viabilidad de 1
fecanii podria sex un indicador de sus repercusiones
en campo sobre diversos hongos emomopatogenos y

permetrma vy fenevalerato

la nicobiota benéiica en general,

il efecto det prretroide sobre of crecimiento rudial
y la esporulacion del hongo  no mostrd mnguna
diferencia significativa entre los conidios expuestos o
no al fenpropatrin. Alves ef «f. (19931 al probar la
compatibilidad  de  fenpropatnin, - entre  otros
msccticidas. con 1 fecani en placas de o apar,
cncontraron  que este producto tue de oz nas
selectivos por provocar una  inlibicion menor en el
creemuente v o esporulaoin del hongo, 1o que
concucrda con los resultados de este trabmpo. Al
analizar las  caracteristicas macroscopieas de las
colonias asi como la microscopin de las estructuras
fungicas  entre los  conidios cstudiados, no  se

encontraren  alteractones  por el comacto con ¢l
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Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de Ia viabilidad de Verticittium Jecanii por efecto del insecticida
piretroide fenpropatrin,

Viabihidad Condios on med:

O 9.8

6.0}

Gicniminaaian

T( .-t'!ni‘.i“'il]I.:.I“L.'-:.l_;.l.‘:{;‘.f [ '!'l.“_ T
“LTC Umidides formadeonas de colomas
msectickdin To que concuerda con nuestros resultados
artibin mencionados, no
mbirbncian

niuesiran
del

fox cuales

doel crecimento vepctativo hongo.
Unlizando diferentes plaguicidas quimicos. Carrion
of afo (1990 v Ner feomn pers.) observaron
alteraciones morfologicas en L. fecann ocasionadas
por ¢l trataniento del hongo con mriadimefon v
axiclorure lambda-cialotrma,
permetima voanetanidofos, respectivamente., 1o cual
coticidio con ty mbabncion del crecimiento del hongo
por estos plagucidas.

Fa prucbha del ICDE deserita por Landa er af
f1904) ha recomendada para estudios  de
compatibilidad con agroquitmcos por estos autores,
va que esoun brioensavo de unhdad para discemir la
repercuston de estos productos sobre la palogenicidad
del hongo sobre o wsecto plaga, antes de ser
utilizado en campo. Los resultados de este bioensayo
con ¢ fenpropatrin pueden observarse en la fieura 1,
Las fotos de fa columna de la izquierda corresponden
al testigo sin insecticidis. on comparacion con la
columna de la derecha que corresponde al hongo con
insecticidis (tratamientoy. a las 24, 48, 72 v 96 h de
duracion del boensayo. A las 24 h, se observo una
diferencia en ¢l HCDE, en fa cual ¢f testigo miaestra un
ICDE de |5 en comparacion con 0.5 correspondiente
al tratamiento. La figura la  {lestigo)  muestea
conidios, comdios germinados cercanos a la ninfa, asi
como conidios ¢ hifus en 1a superficie del insecto que
muestran el primer contacto det hongo con el insecto:
en la Nigura b firatamicnto) selumente se observan

de cobie, v oo

sido

alpunos conudios germmados en el drea cercana u Ia
minfia. A lus 48 hodel ensava, el 1CDE alcanza un
valor de 240 en el lestigo. en comparacion a 1.0 del
fratanuento. Lo ficurs 1o flestive) muestra hifas
dentro de e minti, v o lgura Id (rstmmiento)
condios, contdios permumados ¢ hifas alrededor de la

-

mnfa. A Tas 72 hodel bioensayo. el 1CDF del testigo

Adicionado de fenpropaima”

Parcentaje de ntnlicion

1 Conmndios incohadis 161

Con tenpropatrin

A50

3340

alcanza 2.5 en comparacion a 1S del tratanvento n
la figwrs e {estigo} se pucde obsenvar 1o ninti
cubietta de micelio con mmae de esposubicion.
nuentris gue en o figura U (tratamientod se imtona o
crecimients de los comdios ¢ hifas en L saperticie
det msceto, de maners stmitar o {a fivora 1o del
testigo. A das 96 he el 1ODFE def resuoo alcanza o
valor minnno de 3.0, que corresponde a b imvasion
compiety de Ja minta por el hongao. que despues de
colomzar ¢l msecto vuelve a sali a la superficie o
esporular. n comparacion, los conidios tratados con
el tenpropatrin, solo aleanzan al mismo tiempo de O
h.an ICDE de 2.5 gue corresponde @ la ninfa cubnerig
con  nneelio pero con
esporulacion, La figwra 1p (lestigo) muestra la minty
cubierta por completo con micelio mientras que en L
figura Th {tratanucuto) se observa micelio con nicres
de esporulacion,

LY resultado det boensayvo (1CDE) en mintas de
nosquita blanca mostrd que cl fenpropatiin provoed
un retraso cw el crecimiento y desamollo del hongo ¢n
la minfa nfectada  durante ¢ rranscurso del
experimente on comparaciom ¢on ¢l testiga. Por
giemiplo, ¢l ITCDE de 1.5 se alcanzo hasta las 72 hen
el fratarento (Fig. HY, mremras gue con el testigo se
alcanzd a lus 24 h (Figo Ta) En ol iratamiento. o las
96 h, ¢l ICDFE correspondid a 2.5, mientras que en ol
testigo se habtu ya alcanzado el valor maxuno de 3.0,
Este es el primer reporte en México donde <e idiliza
este bioensayvo  para amvestigar el efece de
msecticidas quimicos en fa patogenicidad de hongos
SNLOMOPHOECION,

o solamente dg

AL aphcar osle blocasavo, Landa o0 af (1993
encontraron que fue de unlidad para probar el efecto
de diferemes mseeticrdas en ¢l desarrollo fingico de
Puaccilomyvees fumosarosens contra wnfas de cuarto
estadio de Hennsia areenttfolie. Vs mieresante que

estos aotores comparan la patogemadad de tres
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Tongos  cntomopatogenos, 2 fumosorosens, |
fecan o 2 basvana en mindas de mosquita blanca
VO ool encontrando como el mas pathgeno
a7 frmosorasciog porsu 1CDE de 3.0 0 las 120 1 del
brovnsavoe N embarco, on o noestro trabigo.
unhzando la nnsma prueba con la cepa C de I°
fecanit v mntas de cuano estadio de otra especie de
moxquita blanca. 7 vaporariorim, se cnconité un
LWDE de 30 a las 96 h para el testigo. en
caomparacion con un indice de 2.03 a 2 63 que Landa
el al (199) reponan para tres cepas de 1 fecandi,
Estos datos aposan fa unlidad de esta prucha para la
setecc1on de cepas virulentas en el laboratorio, como
fo sngernido por | anda er af. (19947,

FI desarrollo del bioensayo mostrd los diferentes
cventos que seosuceden en laointeraceion entre el
parasito (17 fecanid) v el hospedere (ninfas de
nosquita blancal. como lo son ia orentacion del
honeo hacur ¢l hospedero,  germinacion  de los
conidios en la superticie minfal, 1o prodoccion de
miechio en o supaficic v dentio del aseato, y opor
alivme i colonzacton masiva del inseclo por el
hango que e observa por fa presencia de micelio con
esporalacion completa (Fig. 1a-h). Estos eventos son
consistentes Gon la sccuencia que caracteriza las

..... LN opatopenos (Chamley,
[ 860 espectal  la infeccion  del  afido
Macrosiphum: cuphorbiae por I fecanii (Askary ¢f
al 109G,

Ll etecto dod fenpropatrin sobre 1a viabilidad de V,
fecann padria ser un indicador de sus tepercusiones
e campo sobre drversas hongos biorreguladores v la
nuncobtota benética en gencral.  Los resultados
abtemdos con los dos métodos atilizados en cste
tribajo sugieren que fas pruebas de compatibilidad de
P fecani con agroquimicos sean levadas a cabo en
condicivnes experimentates que sunulen un tanque de
asperston. Detndo a los resultados de las pruebas de
viabilrdad v al bioensayo. se recomtenda la aplicacion
en campo del fenpropatrin,  por separado y en
momentos  diferentes. evitando  ser mezclados
previamente hongo ¢ ipsecticida en tunques  de
aspersion

8 entono

yooen
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TESTIGO 24h TRATAMIENTO

48h

72h

96h

Fig. 1. Prueba de patogenicidad para determinacion del indice de Crecimiento y Desarrollo Fungico (ICDF) de conidios de
Verticillium lecanii, expuestos al insecticida piretroide fenpropatrin durante 16 h, en ninfas del cuarto estadio de la mosquita
blanca Trialeurodes vaporariorum. Las fotos de la columna izquierda corresponden al testigo sin insecticida, y las de la
derecha al hongo con tratamiento, a las 24, 48, 72y 96 h. (a) conidios germinados y no germinados, en la superficie de la
ninfa: ICDF = 1.5 (85 x). (b) inicio de germinacion de conidios, especialmente en el area cercana a la ninfa: ICDF = 0.5 (95
x). (c) hifas dentro de la ninfa: ICDF = 2.0 (90 x); las flechas indican hifas. (d) conidios germinados y no germinados e hifas
alrededor de la ninfa: ICDF = 1.0 (90 x), flechas indican estructuras ninfales. (e) ninfa cubierta de micelio, inicio de la
esporulacion: ICDF = 2.5 (30 x). (f) conidios germinados y no germinados, en la superficie ninfal: ICDF = 1.5 (80 x). (g)
ninfa cubierta por completo con micelio: ICDF = 3.0 (40 x). (h) ninfa cubierta de micelio, inicio de la esporulacion: ICDF =

2.5 (80 x).
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sttidies on tive colbiteral cifects of chemica] msecti-
crdes on entomaopathopenic funge hine consisted mainly m
tiwe descriptean of their effects on fungad crowth and sporu-

Litior. ! Do pesticide’s action on e cnvymatie activity of
Gzt s searecly sadied aspect. Consideriag that the
virnbenee of these natural biorewntators of pests depends. 1o
@ geeat extent, on their ability to synthesize cnzymes that
degrmde the cuticle of insects, ™™ 1t is important 1 know the
cllect of chanient insecticides, widely used in agriculture,
v the enzamatic aetivity of entomopathogenic fungt. This
sty was aimed at analyzing the effeat of a pyrethrod -
secticide, fenpropathein, used for chemical coutrol of the
whitetly (Homoptera: Aleyrodidact. on the envymatic ac-
tivity of strain C ol Ferticillium lecanii, used as a biomnsee-
ticide tor the whitefly, This strain was isolated in Mexico,
s virulence was demonstraied inthe laboratory based on
the 020 mortality on mymphs of Tricleurodes vaporari-
ornn whitefly” its safety tested by infectivity in mamn-
maks,” and s efficiency as o biomsecticide was demon-
strated i oan open ficld bean crop. where it produced a
mortality of 72.7 to 84.3% in difterent-stage nymphs of 72
vanercrioras (Mier, personal comimurication).

Strain O of V. fecanii was preserved in L medium
(0.5% dextrose, | 0% sacarose, 0.3% yeast extract, 0.05%
peplone, 1.5% agar) and also as o spore suspension in dis-
Giiled water, both at 4°C. in the Microbiology Laboratory,
Department EI Hombre v su Ambiente, Universidad
Autonoma Metropolitana- Xochimileo. A snspension of 1o*
conidiwml was prepared from a } lecanii culture {medium
(1 incubated tor 12 davs at 2690, and used tor all assavs.
For enzymatic determination, the fungus was grown m lig-
Gid culture in Gupta medium’ (0.06% MgS0,, 0.03%
NaCl 1 S% KELPO, |, 0.001% FesOg, 0.001% Zns0; pH
6.0 wnd, supplemented with 1.0% gelatine, 1.0% glucose,
0.6% NOSNag on a rotary shaker st 150 rpm and 26°C for
12 davs. The Jiquid median was supplemented with Fer-
ald 375 Uenpropathring (RE e cane3 phenosvbenryl-

T

-etrametingd evclopropaacarboxyiate, equivakent to
ool b AL Vadent de Mexieos SUA die O Y at o linal

concentralion ol 0 2%, The supomaiant was obtained by

centrifugation at 2000 g. 10 min, Exocnzymus were dote:-
mined in the supornatant wsing the APT ZYM test hit sys-
tem (hioMdricus Mexico, S A0 semi-quantitative iius-
method desigmed for the researchy of enzyniztiv aetvl-
ties "™ Brieflv, test strips were mocubined with 63 pl el
ture fluid in cach well, and mcubhated for 4 hoat 26°C. k-
7ame activity was determined by color reactions after adid-
ing the APl ZYM reagents A and B, and according 1o the
sensitivity of the method indicated in the kit incloded color
chart, where the approxiniate number of free nanomuoics
(nmol), may be known frum the color strength: 1 ocorre-
sponds 1o the liberation of S nmol. 2 w0 18 nmol, 30 20
nmol, 4 1o 30 nmol and 5 1o 40 or more nmol. Restlts were
compared with those obtained with the fungus incubated i
the same culture conditions without insecticide {control).
Assays were performed in triplicate and the expermient

s performed on three separate occasions m order o n
vestigale the reproducibility ol the results,

All exoenzymes tested are depicted on Table 1, reveal:
ing inhikition ol enzimatic activities when the funguy swas
incubated with {enpropathrin, in all the enzymes detected
in the fungus. The highest color intensity detected in ¥
lecanii supernatant without insectictde {control) was {or
leucine  arylamidase  (protease)  and N-acetyl-[3-
glucosaminidase {(chitinase). These two enzymies showed
the greatest inhibition swhen the fungus was incubhated with
fenpropathrin. Results showed that 17 {ecanii contact with
the pyrethroid influences protease and chitinase activiiles,
enzymes involved an the degradation of the cpicuticle of
inscets.”™ Fudhermore, St Leger® sugpested that proteases
initiate insect cuticle degradation, and recent studies ol
aphid invaston by ¥ leeanii® provided further evidence of
chitinase activity during cuticle cofonization by ihis lun-
cus, Variations in pathepenicity of Vo fecani refoted.
among, other charcteristics, to cnzymatic activities evi
denee the probable repercussions of this chiemical nsecti-
cide on natural hioregulaters. This s the fivst report i
Mexica an the effect of @ chemical msecticide on the enzy-
matice activities of a0 entomopathogente fuinnos,
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DISCUSION

Los plaguicidas quimicos son sustancias perjudiciales que solo deben
ser usados cuando sea necesario, aplicandolos en las dosis recomendadas y
manejandolos como complemento de otras estrategias de control de plagas y
no como alternativa (Mier et al., 2004). Debido a lo anterior se hace necesario
el estudio de la compatibilidad de hongos entomopatdogenos con insecticidas
para ser utilizados en programas de manejo integrado de plagas (Mier et al.,
1999).

En este estudio, mediante la aplicacion de estudios fisiolégicos y la
prueba de ICDF descrita por Landa et al. (1994), recomendada para estudios
de compatibilidad con agroquimicos y seleccidon de cepas, se adiciond el
insecticida piretroide Herald, que actualmente es empleado en el campo
mexicano, para conocer su efecto en la viabilidad, velocidad de crecimiento
radial, morfologia, esporulaciéon produccion de enzimas y patogenicidad de V.
lecanii para proporcionar las bases que nos permitan conocer el
comportamiento del hongo en caso de ser aplicado en forma conjunta con el
insecticida en programas de manejo integrado de plagas. Los valores del IDCF
de la cepa C de V. lecanii en ninfas del cuarto estadio de T. vaporariorum,
correspondieron a 3.0 a las 96 h para el testigo, en comparacion con el indice
de 2.03 a 2.63 reportado por Landa et al. (1994) para otra cepa del hongo. Por
lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio apoyan lo planteado por los
autores respecto ala utilidad del ICDF en la seleccién de cepas con base a su
virulencia. Asimismo esta prueba también nos permite evaluar la virulencia del
hongo mediante la determinacion de la tasa de crecimiento y el desarrollo
fungico sobre el insecto durante un periodo de observacion desde las 24 a las
94 h.

Ademas, empleando la técnica del ICDF, coincidimos ampliamente con
lo observado por Askary, Benhamou y Brodeur (1999) en lo que respecta a
cada una de las fases de la infeccion micaética.

Un aspecto que hay que resaltar para estudiar el efecto de los
insecticidas sobre V. lecanii es el de los métodos empleados, ya que existe tal
diversidad en ellos, que la discusion de los resultados obtenidos por los
investigadores se hace compleja; por ejemplo, hay autores que han utilizado
medio sdlido contaminado (Askary, Benhamou y Brodeur, 1999; Batista-Filho,
Almeida y Lamas, 2001; Loureiro et al, 2002; Mier et al., 1999), circulos de las
hojas asperjando el insecticida y los conidios (Ahmadi, Askary y Ashouri, 2004;
Roditakis et al., 2000), o la aplicacion del insecticida y una suspension conidial
directamente en las plantas bajo condiciones de invernadero (Fournier y
Brodeur, 2000; Ludwing y Oetting, 2001; Scholz-Dobelin y Stockmann, 2003).
En los trabajos de Olmert y Kenneth (1974) se emplearon discos de papel con
insecticida y midieron el halo de inhibicion formado, en esta investigacion se
utilizé un medio contaminado y la incubacion de los conidios con el insecticida,
y los resultados obtenidos coinciden con Loureiro et al. (2002), quienes
determinaron que el insecticida fenpropatrin en medio contaminado inhibe el



crecimiento del hongo, aunque Batista-Filho, Almeida y Lamas (2001) sugieren
gue para que los insecticidas sean compatibles con los hongos se apliqguen en
dosis subletales para la plaga y esto impide que cause dafio al hongo. En
nuestro estudio se sugiere que la aplicacién del insecticida sea de manera
independiente a la aplicacion del hongo, ya que el fenpropatrin si retrasa la
infeccion micética como se observé con el ICDF, el cual mostré un retraso de
24 horas en la infeccion con respecto al testigo.

La infectividad de V. lecanii ha sido probada contra escarabajos, afidos,
larvas de lepidopteros, homopteros, nematodos y moscas blancas de
invernaderos (Hall, 1989; Houle et al., 1987; Landa et al., 1994; Lezama y
Mellin, 1991; Mier et al., 1991; Meyer y Meyer, 1996; Puterka et al., 1994,
Yokomi y Gottwald, 1988), en los que se muestra un porcentaje de mortalidad,
desde el 78% hasta un 100%; con dosis de 10% 10% 10° 10°, 10”conidios ml*
y un TLso de 5 hasta 9 dias segun la plaga. Por ello varios autores afirman que
V. lecanii puede tener un papel relevante en la regulacién de las plagas a
través de su aplicacion en programas de control biolégico. Con los resultados
derivados de esta investigacion se determind que la patogenicidad de V. lecanii
contra ninfas del 4° estadio de la mosquita blanca se abate en presencia del
insecticida quimico. La concentracién de conidios (10° mI™), como el tiempo (5
dias) para lograr el 50% de mortalidad, concuerda con los datos calculados
para otras plagas por otros autores (Ahmadi, Askary y Ashouri, 2004; Fournier
y Brodeur, 2000; Wang et al., 2004).

La produccién de enzimas que degradan la cuticula es una propiedad
determinante relacionada con la patogenicidad de los hongos hacia los
insectos. En V. lecanii se han identificado enzimas que trabajan
secuencialmente: primero son producidas las esterasas y enzimas proteoliticas
como endoproteasas, aminopeptidasas y carboxil-peptidasas durante las
primeras 24 horas, seguidas por exoquitinasas (N-acetilglucosamidasa),
endoquinasas Y lipasas (Bidochka y Khachatourians, 1994, Liu et al., 2003; St.
Leger, 1995; St. Leger, Charnley y Cooper, 1986). En este trabajo, con el
sistema de determinacién semicuantitativa de enzimas API-ZYM, se logro
detectar una elevada actividad de proteasas y quitinasas lo que es congruente
con lo que se ha mencionado acerca de que la gran produccién de proteasas
de V. lecanii es la clave principal de su patogenicidad (St. Leger, Charnley y
Cooper, 1986). La presencia del insecticida fenpropatrin (piretroide) disminuyé
fuertemente la produccién de las enzimas de V. lecanii consideradas clave para
la infeccion tales como proteasas y quitinasas. Como se ha demostrado en
estudios de degradacién de la cuticula in vitro, actian primero las proteasas y
posteriormente las quitinasas, y en ausencia de proteasas no se lleva a cabo la
degradacion (St. Leger, Cooper y Charnley, 1986).



CONCLUSIONES

En este trabajo se demuestra el efecto negativo del piretroide Herald
fenpropatrin en diferentes propiedades fisiol6gicas, patogenicidad contra la
mosquita blanca y actividad exoenzimatica del hongo entomopatdgeno V.
lecanii. Ello sugiere que se deben evitar las mezclas directas del hongo con el
piretroide en tanques de aspersion, aplicando por separado hongo e insecticida
en el cultivo a tratar en programas de manejo integrado de plagas.






ANEXO

TRADUCCION DE LOS OBJETIVOS, METODOLOGIA Y PRINCIPALES
RESULTADOS DEL ARTICULO:

Garcia-Juarez, Martha, Conchita Toriello, Teresa Mier. 1999. Effect of the
insecticide fenpropathrin on exoenzyme production in Verticillium lecanii
(Zimm.) Viégas. Revista Latinoamericana de Microbiologia 41: 215-216.



EFECTO DEL INSECTICIDA FENPROPATRIN EN LA PRODUCCION DE
EXOENZIMAS EN Verticillium lecanii (ZIMM.) VIEGAS.

OBJETIVO: Analizar el efecto de un insecticida piretroide, fenpropatrin, usado
para el control quimico de la mosquita blanca (Homoptera:Aleyrodidae) en la
actividad enzimética de la cepa C de Verticillium lecanii, usado como
bioinsecticida contra la mosquita blanca.

METODOLOGIA: La cepa C de V. lecanii fue preservada en medio H (0.5%
dextrosa, 1.0% de extracto de levadura, 0.05% peptona, 1.5% agar) y también
como suspension de conidios en agua destilada, ambos a 4°C, en el laboratorio
de Microbiologia del Departamento del Hombre y su Ambiente de la
Universidad Autbnoma Metropolitana-Xochimilco. Se preparé una suspension
de 10°® conidios ml™ del cultivo de V. lecanii (medio H), incubada por 12 dias a
26°C y usada para todas las pruebas. Para la determinacion enzimatica, el
hongo se cultivd en medio Gupta (0.06% MgSQO,, 0.05% NaCl, 1.5% KH,;POy,,
0.001% FeSO4, 0.001% ZnSO4, pH 6.0 y suplementado con 1.0% gelatina,
1.0% glucosa, 0.6% NO3Na), en una incubadora de agitacion orbital a 150 rpm
y 26°C por 12 dias. EI medio liquido fue adicionado con Herald 375
(fenpropatrin: (RS)-a-ciano-3-fenoxibencil 2,2,3,3 tetrametil
ciclopropancarboxilato, equivalente a 375 g a...i./l, Valent de México. S.A. de
C.V.) a una concentracion final de 0.2%. Se obtuvo el sobrenadante
centrifugando a 2000 g, 10 min. Las exoenzimas del sobrenadante fueron
determinadas usando la prueba de API ZYM (bioMérieux México, S.A.), un
micrométodo semicuantitativo disefiado para determinar la actividad
enzimatica. Las galerias fueron inoculadas con 65 umol del sobrenadante e
incubadas por 4 h a 26°C. La actividad enzimatica fue determinada mediante el
color de la reaccion después de adicionar los reactivos A y B del API ZYM, de
acuerdo a los colores dados por una tabla que contiene dicho sistema, los
nanomoles de cada reaccion corresponden a 1 =5 nmol; 2 = 10 nmol; 3 = 20
nmol; 4 = 30 nmol; 5 = 40 nmol o mas. Los resultados fueron comparados con
los obtenidos con el hongo incubado sin insecticida en las mismas condiciones.
Las pruebas fueron hechas por triplicado y repetidas en tres diferentes
ocasiones.

PRINCIPALES RESULTADOS: La actividad de todas las exoenzimas probadas
muestra una inhibicién cuando el hongo fue incubado con fenpropatrin. La
intensidad mayor detectada en el sobrenadante de V. lecanii sin insecticida
(control) fue para leucina arilamidasa (proteasa) y N-acetil-B-glucosamidasa
(quitinasa). Los resultados muestran que el insecticida en contacto con V.
lecanii interfiere con la actividad de la proteasa y quitinasa, enzimas
involucradas en la degradacion de la epicuticula de los insectos.
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