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RESUMEN

El siguiente trabajo se realizé con el objetivo de determinar el efecto de
plaguicidas quimicos empleados en Phaseolus vulgaris L. sobre la esporulacion,
germinacién, colonizacion radicular y patogenicidad de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae. Los experimentos se realizaron en los laboratorios de
Fisiologia Vegetal y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
perteneciente a la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas. Las
evaluaciones correspondientes a la cuantificacion del nimero de conidios y la
germinacion de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. y Metharizium anisopliae (Metch.)
Sorok. se realizaron a traves de la camara de Neubauer y un microscopio (400x).
El efecto de los plaguicidas quimicos en la colonizacién radicular inducida por
estos hongos en P. vulgaris se determind mediante el método de inoculacién del
tejido endofitico en un medio de cultivo, mientras que la patogenicidad de estos
entomopatdgenos se determind a través del método del insecto cebo con el uso
de Galleria Mellonella L. Los resultados revelaron que el fungicida tebuconazole,
inhibié la esporulacion y germinacion de los conidios de B. bassiana y M.
anisopliae. Por otra parte, las dos concentraciones de glufosinato de amonio,
tebuconazole y mancozeb, afectaron la colonizacion radicular y la patogenicidad
inducida por B. bassiana y M. anisopliae en P. vulgaris y G. mellonella,
respectivamente. Ademas, se demostré que los tratamientos de espirotetramat,
diazinon, abamectina y etilen bis de zinc no afectaron la esporulacién,
germinacion, colonizacién y patogenicidad de B. bassiana y M. anisopliae. Estos

resultados contribuirdn al manejo integrado de plagas y enfermedades.
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1. INTRODUCCION

Los hongos son, después de las bacterias, el mayor grupo de microorganismos
colonizadores del suelo. Entre ellos, las especies entomopatdgenas juegan un
papel importante como uno de los factores naturales que controlan las
poblaciones de insectos plaga (Bajan et al., 1995). Se ha estimado que
alrededor del 90% de los artropodos que dafian las plantas, pasan al menos
parte de su ciclo de vida en el suelo (Gaugler, 1988; Klingen y Haukeland,
2006). Los insectos plaga que hayan muerto en el suelo como resultado de una
micosis, son fuente de indculo y sus esporas son diseminadas con ayuda de
factores bidticos y abidticos. Es por esto, que la presencia, abundancia y
patogenicidad de los hongos entomopatégenos esta condicionada por un gran
namero factores ambientales, asi como las practicas agricolas producidas por
la actividad humana (Tkaczuk et al., 2012).

Recientemente se ha comprobado que los hongos entomopatégenos también
actian como enddfitos en la naturaleza (Vega et al., 2009). Estos hongos se
han aislados de tejidos de un gran namero de cultivos como son Z. mays
(Wagner y Lewis, 2000), Theobroma gileri L. (cacao de monte) (Evans et al.,
2003), Papaver somniferum L. (adormidera) (Quezada-Moraga et al., 2006),
Coffea arabica L. (café) (Posada et al., 2007), Sorghum spp. (Tefera y Vidal,
2009), Phaseolus vulgaris L. (frijol coman) (Akuste et al., 2013), Cucumis melo
L. (melon) (Jaber y Salem, 2014) y Allium cepa L. (cebolla) (Muvea et al.,
2015).

Otras de las estrategias empleadas en el control de insectos plaga consiste en
la diseminacién del patdgeno a través de insectos cebos. Estos insectos son
previamente infectados en los laboratorios y posteriormente colocados en los
agroecosistemas donde pueden transmitir el patégeno a otros insectos no
infectados (Akuste et al., 2013).

Actualmente el principal método de control utilizado por los productores para la

reduccion de las plagas y las enfermedades es el uso de plaguicidas quimicos,
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Introduccion

a veces empleados de forma excesiva. Ligado a esto, estda el gran
desconocimiento que existe en cuanto al efecto que producen estos
plaguicidas en la esporulacién, germinacion, colonizacién radicular y
patogenicidad de los hongos entomopatégenos que viven de forma natural en

el suelo.
Dada esta problematica nos trazamos la siguiente hipotesis:

Si se conoce el efecto que producen los plaguicidas quimicos empleados en
agroecosistemas de Phaseolus vulgaris sobre la esporulacién, germinacion,
colonizacion radicular y patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae, se podran tomar medidas en cuanto al uso racional de estos

guimicos y la conservacion de estos hongos entomopatdégenos.

Para cumplimentar la anterior hipotesis nos trazamos el siguiente objetivo

general:

Determinar el efecto de plaguicidas quimicos empleados en Phaseolus vulgaris
L. sobre la esporulacién, germinacién, colonizacion radicular y patogenicidad

de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.
Del cual se derivan los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de plaguicidas quimicos empleados en el Phaseolus
vulgaris sobre la esporulacion y germinacion de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae.

2. Determinar el efecto de plaguicidas empleados en Phaseolus vulgaris sobre
la colonizacién radicular inducida por Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae en Phaseolus vulgaris.

3. Evaluar el efecto de plaguicidas empleados en Phaseolus vulgaris sobre la

patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Potencialidad de los plaguicidas quimicos en el control de plagas y

enfermedades.
2.1.1 Insecticidas

Los insecticidas quimicos han sido una herramienta importante para el manejo de
los insectos plagas de los bosques canadienses. Aplicaciones aéreas de
insecticidas, comenzaron desde los afios 1920 y se ha expandido ampliamente
después de la segunda guerra mundial con la adopcion del DDT, primeramente
para la eliminacion de Choristoneura fumiferana Clemens. (Lepidoptera:
Tortricidae) y otros insectos defoliadores. Después de esto, se alcanzaron
progresos significativos con el desarrollo de nuevos insecticidas quimicos y
formulaciones que incluian Fenitrotion y Tebufenozide, asi como una nueva
tecnologia de aplicacion de insecticidas contra varios insectos plaga. Sin embargo,
la oposicion a la aplicacion de estos insecticidas en los bosques, ha provocado
una significativa reduccién en el nimero de insecticidas registrados en Canada.
Después de 1920, se ha avanzado en la adopcion de nuevos insecticidas,
formulaciones y tecnologias que no afecten al resto de los organismos y sus

subsecuentes ecosistemas (Holmes y MacQuarrie, 2015).

Se ha evaluado la efectividad de Espinosad, Imidacloprid, Clorfenapir, Novaluron,
Abemectina, Espiromesifen, Ciflutrina, Metiocarbamato y Azadiractina en el control
de Scirtothrips dorsalis Hood. (Trip de los chiles). Sin importar el nimero de
aplicaciones que se utilizaron, Clorfenapir fue el mas efectivo en la reduccion los
niveles poblacionales de adultos y larvas de S. dorsalis, segido por Espinosad e
Imidacloprid. La efectividad de los otros insecticidas fue inconsistente (Seal et al.,
2006).

Earias bittella Fab. Es una plaga clave del algodonero (Gossypium hirstium L.) en
Pakistan. Para la reduccion de los niveles poblacionales de este insecto, se han
hecho evaluaciones para determinar el nivel de tolerancia de los mismos a

diferentes insecticidas quimicos del grupo de los Piretroides y de los
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Organofosforados. Los resultados demostraron, que una aplicacion alternada de
insecticidas con diferentes modo de accién, puede reducir la tolerancia que
muestra E. bittella a estos insecticidas cuando son aplicados por si solos (Ahmad y
Arif, 2008). Por otra parte, Phenacocus solenopsis Tinsley. es una plaga
devastadora G. hirstium, asi como de muchos otros cultivos. Este insecto plaga ha
desarrollado la habilidad de ser resistente a diversos insecticidas quimicos. En un
experimento de laboratorio se aplicaron los insecticidas nitenpyram, acetamiprid y
benzoato de emamectina con el objetivo de controlar los niveles poblacionales de
P. solenopsis. Los insectos mostraron mayor tolerancia a los tratamientos basados
en acetamiprid. (Saddiq et al., 2015).

En el cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) se aplicaron los insecticidas
guimicos acetamiprid, lufenuron, imidacloprid, novaluron, triflumuron y piriproxifen
para evaluar su efecto sobre las diferentes etapas de desarrollo de Trichogramma
pretiosum (parasitoide de huevo). La aplicacion de piriproxifen durante el periodo
de huevo-larva de T. pretiosum fue ligeramente perjudicial a la capacidad de
parasitismo de las hembras de la generacion F1 y la tasa de emergencia de
adultos de la generacion F1 y F2. Las aplicaciones de acetamiprid resultaron
ligeramente perjudiciales en el ciclo de vida de este parasitoide. Sin embargo, los
insecticidas novlafuron y triflumuron cuando se aplicaron en los estadios
inmaduros de T. pretiosum fueron inofensivos para las generaciones F1 y F2
(Carvalho et al., 2010).

Por otra parte, seis grupos diferentes de insecticidas i.e. Ripcord® 10 CE, Siron®,
CE, Confidor®, 20 LS, Metomyl® 20 CE, Regent®, 50 CS, y Tracer® 240 CS, fueron
evaluados para encontrar el mas efectivo en el control de Helicoverpa armigera en
tabaco (Nicotiana tabacum L.). Todos los tratamientos fueron significantes en el
control de la plaga. Basados en el nivel de infeccion, los insecticida Tracer 240®
CS y Methomyl® 20 CE fueron los mas recomendados y promisorios en el manejo

de H. armigera en este cultivo (Badshah et al., 2011).
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En Brasil, se aplicaron diferentes concentraciones de Tiametoxan y nematodos
entomopatdégenos en el cultivo de la cafia de azucar (Saccharum officinarum L.)
para el control de Sphenophorus levis Vaurie Col. En este sentido, no se
encontraron diferencias significativas entre el empleo de este quimico sintético y el
empleo de nematodos entomopatégenos en la reduccion de los niveles

poblacionales de esta plaga (Leite et al., 2012).

Plutella xylostella L., se ha tratado con mezclas de insecticidas del grupo de los
Piretroides para ver el posible efecto sinérgico de estas mezclas. Como resultado,
existio una variacion en la respuesta de este insecto plaga tratado con lambda-
cialotrina, profenofos, benzoato de emamectina y lufenuron. Cuando se mezclaron
los insecticidas lambda-cialotrina con benzoato de emamectina se pudo observar
gue existi6 un efecto sinérgico, mientras que otras mezclas presentaron efecto

antagonico (Nasir et al., 2013).

Bemisia tabaci Genn. es una plaga importante en las regiones tropicales y
subtropicales. Para la disminucién de los niveles poblacionales de este insecto, se
ha evaluado el efecto de dosis subletales de pimetrocina y neemarin. En
condiciones de laboratorio estos insectos han sido sumergidos en una dilucién de
estos insecticidas. Los andlisis de su ciclo de vida revelaron que existieron
diferencias significativas en cuanto al potencial reproductivo de estos insectos una
vez tratados con los insecticidas. Los menores valores en este sentido se
obtuvieron con las aplicaciones de pimetrocina, mientras que neematrin causo
mayores afectaciones en la actividad reproductiva de B. tabaci (Jafarbeigi et al.,
2014).

2.1.2. Fungicidas

Se ha comprobado la efectividad de los fungicidas carbendazim, flutolanil,
mancozeb, metalaxyl+Mancozeb, pencycuron, thiram+tolclofos-methyl vy
thiophanate-methyl a concentraciones entre los 50 a 800 ppm sobre hongos del
suelo. Los resultados revelaron que carbendazim a una concentracién de 100 ppm

inhibié completamente el crecimiento radial de Fusarium solani (Mart.) Sacc.,
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Fusarium oxysporum Schltdl, Rhizoctonia solani Kihn, Macrophomina phaseolina
(Tassi). Goid y Sclerotinia sclerotiorum. (LiB) DE BARY Ademas, el resto de los
fungicidas mostraron un mayor efecto inhibitorio al aumentar su concentracion
(Elshahawy et al., 2015).

El tebuconazol y el carbendazim son los principales fungicidas utilizados en las
practicas agricolas, y su potencial toxicolégico ha recibido especial atencion.
Cuando altas concentraciones de cada uno de estos fungicidas son aplicados al
suelo, se ve afectada la disipacion de los mismos. Sin embargo, la aplicacién de
ambos fungicidas en conjunto o separados pero a bajas concentraciones, no

afecta la respiracién ni los procesos enzimaticos del suelo (Wang et al., 2016).

Formulaciones de carbendazim, benomyl, thiophanate methyl y methyl 4-(2-(2-
dimethylamino acetamide) phenyl)-3- thioallophante fueron comprobado contra R.
solanii. Todos los fungicidas causaron inhibicion del crecimiento miceliar de este
hongo fitopatégeno (Taneja y Grover, 2008). En Tunisia, los fungicidas
tradicionales para el control de R. solani no han sido del todo efectivos y no ha
satisfecho a los productores. Por esta razén se evalué el efecto de Monceren®
(pencycuron) y Amistar® (azoxystrobin) en el control de esta enfermedad. Los
resultados revelaron que estos dos nuevos fungicidas fueron efectivos en el
control de R. solani. Ademas, las semillas de Solanum tuberosum L. tratadas con
Amistar® proveyeron una mayor proteccion en los dos afios de experimentacion
(djébali et al., 2010).

El cultivo del tabaco también se ve afectado por R. solani, por esta razén se ha
estudiado el efecto de los fungicidas Bavistin® (carbendazim 50% WP)
Companion® (carbendazim 12% + mancozeb 63% WP), Dithane-M 45 (mancozeb-
75%), Indofil-Z-78® (zineb 75%), Kavach® (chlorothalonil 75% WP), Kocide 101®
(copper hydroxide-77%), Mateo® (metalaxyl 8% + mancozeb 64% WP), Ridomil-
Gold® (metalaxyl-M 4% + mancozeb 64% WP), Roko® (thiophanate methyl 70%
WP), Score® (difenoconizole 25% EC) and Tilt® (propiconozole 25% EC), en la

reduccion de esta enfermedad. Los fungicidas Bavistin®, Companion®, Score® y
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Tilt® resultaron los de mejor efecto en la reduccion del crecimiento micelial de este

hongo (Seerna et al., 2010).

2.2 Principales plaguicidas quimicos empleados para el control de plagas y

enfermedades del frijol comuan.

Los insecticidas quimicos han permanecido como un componente fundamental en
la regulacion de plagas agricolas. Sin embargo, constituyen motivo de discusiones
y controversias debido al cambio de actitudes y percepciones de las empresas y
grupos agroecologistas en cuanto a su empleo (Lu et al., 2012). Curiosamente, el
uso de estos insecticidas sintéticos se ha incrementado principalmente en paises
desarrollados y en vias de desarrollo. Este incremento se ha posibilitado a pesar
de la popularidad que ha alcanzado el uso de organismos genéticamente
modificados, asi como al creciente empleo del control biologico (Oliveira et al.,
2014).

Dentro de las tacticas existentes para el control de insectos plaga, el uso de
insecticidas quimicos convencionales sigue siendo la mas empleada y efectiva
(Panizzi, 2013). Dentro de estos insecticidas los piretroides y los organofosforados
tienen similar efecto sobre Nezara viridula L. y Acrosternum hilare Say., mientras
gue Euschistus servus Say. ha mostrado ser mas tolerante ante el efecto de estos
insecticidas sintéticos (Temple et al., 2009). Por otra parte, estudios conducidos en
laboratorio han demostrado que P. guildinii es menos susceptible que N. viridula a
los insecticidas quimicos (Temple et al., 2011).

Algunos insecticidas sintéticos son efectivos sobre huevos de insectos. El Acefato,
Lambda-cihalotrina y Tiametoxam pueden provocar hasta el 100% de mortalidad
de las puestas de huevos de los insectos. En la agricultura se emplea el acefato
(Orthene 97®), beta-ciflutrin (Baythroid XL®), acefato+beta-ciflutrin, bifentrin
(Brigade 2EC®), lambda-cihalotrina (Karate Z®), lambda-cihalotrina+tiametoxam
(Endigo ZC®), tiametoxam (Centric 40 WG®) y espinosad (Tracer®). para el control
de huevos de insectos (Koppel et al., 2011). El binfentrin provoca el menor grado
de eclosion de las ninfas y larvas, por lo que va acompafiada de una mayor

mortalidad. Ademas tratamientos de bifentrin, seguido en orden por Beta-
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ciflutrin+acefato y acefato, resultan ser promisorios como ovicidas, mientras que
Espinosad no es tan efectivo en este sentido. (Brown et al., 2012).

En este mismo sentido, se ha evaluado la eficacia de insecticidas
organofosforados, piretrioides y neonicotinoides en el control de plagas agricolas
de diferentes ordenes (Hemiptera, Coledptera y Thysanoptera). Los adultos del
pentatbmido A. hilare, es altamente susceptible a un gran nimero de insecticidas
quimicos, excepto al acefato (organofosforado) y al acetamiprid (neonicotinoide),
mientras que las ninfas si son susceptibles a tratamientos de este insecticida. Por
otra parte, el tiametoxam y el acetamiprid (ambos del grupo de los
neonicotinoides) resultan promisorios para el control de plagas (Kamminga et al.,
2009). En un experimento para determinar la susceptibilidad de P. guildinii ante un
grupo de insecticidas empleados para su control en los Estados Unidos de
America y Brasil, emplearon dosis medias de Lambda-cihalotrin, Acefato,
Metamidofos, Imidacloprid y Timetoxam, siendo los dos ultimos, los Unicos en ser
efectivos en el control de insectos con aparato bucal picador-chupador (Baur et al.
2010).

Después del afio 2000, con la reduccion del precio de los insecticidas
convencionales, se adopt6é el aumento del uso de piretroides. Debido a esto, se
evidenci6é una reduccion en cuanto a los principios del manejo integrado de plagas
y el control de las mismas empez6 a fallar. EI nimero de aplicaciones de
insecticidas sintéticos convencionales, se hizo cada vez mayor y comenzé la
resistencia de los pentatomidos y otras plagas a estos productos, asi como las
afectaciones a los enemigos naturales. El cultivo en G. max, la situacién del
manejo integrado de plagas volvié a ser como el de los afios 1970, cuando se
empleaban hasta cinco aplicaciones de insecticidas por estacion de cultivo
(Panizzi, 2013).
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2.3 Hongos entomopatdégenos como controladores de insectos
2.3.1 Generalidades de los hongos entomopatdégenos

Los hongos microscopicos fueron los primeros patdgenos de insectos en ser
empleados como control microbiano. Aproximadamente el 80% de las
enfermedades de insectos tienen como agentes etiolégicos a los hongos. La
ocurrencia de estos hongos en condiciones naturales, tanto enzodtica como
epizooticamente es un factor importante en la reduccion de las poblaciones de
plagas (Alves, 1998). La mayoria de los hongos entomopatdégenos presentan
crecimiento macroscopico sobre la superficie de sus hospederos, sin embargo
algunas especies no producen crecimiento superficial o producen muy poco. Su
crecimiento y desarrollo estan limitados principalmente por las condiciones
ambientales externas, en particular, alta humedad relativa (Optima para
germinacién, por encima de 95%) y temperatura (entre 20 y 30° C) adecuada para
la esporulacion y germinacion de esporas. Las enfermedades causadas por estos

hongos son denominadas “micosis” (Alean, 2003).
2.3.2 Modo de accién de los hongos entomopatégenos

Los hongos son patégenos de amplio espectro, pueden infectar diferentes
estadios de desarrollo del hospedero, como huevos, larvas, pupas y adultos,
siendo esta caracteristica la mas deseable y peculiar. La mayoria son altamente
especializados en la penetracion via tegumento, que los coloca en ventaja cuando
son comparados con otros grupos de patégenos que solo ingresan al insecto por
via oral, penetrando a través del mesenterio (Alves, 1998). El proceso de infeccion
de los géneros Beauveria y Metarhizium fue descrito en tres etapas por Tanada y
Kaya (1993). La primera etapa consiste en la adhesion y germinacion de las
esporas sobre la cuticula del insecto, la segunda es la penetracién dentro del
hemocele, mientras que la Ultima se basa en el desarrollo del hongo que culmina
con la muerte del insecto. En estudios posteriores, este proceso infectivo se ha
descrito en seis etapas (Zimmermann, 2007; y da Silva et al., 2015). Estas etapas

incluyen: 1 Adhesion, en la cual los conidios se adhieren a la cuticula del insecto



Revision Bibliogrdfica

empleando proteinas especializadas; 2: Germinacion y formacion del apresorio; 3:
Penetracion a través de la cuticula; en esta fase los patégenos producen enzimas
como proteasas, quitinasas y lipasas que ayudan a su introduccion dentro del
hemocele; 4: Represion de las defensas inducidas por el hospedante, a veces por
la produccion de nuevas destruxinas; 5: Proliferacion dentro del hospedante;
generalmente el patdgeno produce blastosporas o hifas; y por dltimo, 6:
Crecimiento externo a traves de los espiraculos y la cuticula del insecto; aqui se
producen nuevos conidios infectivos los cuales son diseminados por factores
bidticos y abioticos.

La superficie de la cuticula de los insectos estd compuesta en gran medida por
lipidos antimicrobianos, fenoles, enzimas inhibitorias, proteinas y otros
compuestos que hacen de la cuticula una gran barrera contra la incidencia de
predadores y patdgenos. Los hongos entomopatdgenos tienen que vencer esta
barrera o reprimir estas defensas que imponen los insectos para lograr una
virulencia efectiva (Pedrini et al., 2013). De esta manera, la virulencia de los
hongos, es frecuentemente relacionada con una rapida germinacion y crecimiento
sobre la cuticula. Las altas tasas de germinacion del entomopatégeno, puede
aumentar la probabilidad de infeccion antes que las esporas sean eliminadas de la
cuticula. La composicibn de la cuticula, estd también asociada con la
susceptibilidad de los hongos entomopatdgenos. En este sentido, los insectos que
poseen una mezcla de cadenas lipidicas saturadas, son mas susceptibles a la
incidencia de los hongos que aquellos con predominio de cadenas insaturadas o la
presencia de algunos compuestos con funcion antibidtica, tales como los

derivados de las quinonas o cadenas de lipidos cortas (da Silva et al., 2015.).

2.3.3 Caracteristicas del género Beauveria (Balsamo) Vuillemin

Algunas enzimas han sido caracterizadas para B. bassiana. Por ejemplo en medio
liquido YPDA (Extracto de Levadura Papa Dextrosa Agar), YDA (Extracto de
Levadura Dextrosa Agar), diferentes aislamientos del hongo fueron capaces de

producir y liberar al medio de cultivo una [alfa]-amilasa digestiva. No se
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observaron variaciones en la intensidad de la actividad en esta banda para los
diferentes aislamientos estudiados. Los autores de este estudio revelan que este
es un meétodo simple y sensible que podré usarse satisfactoriamente no solo para
la evaluacién de diferentes hongos entomopatogénicos, sino también, para hacer
una determinacion rapida de posibles variaciones genéticas debidas a la presencia
0 ausencia de una enzima especifica. B. bassiana ha sido aislada como
colonizador endofitico de algunas especies vegetales. También se ha mostrado su
efecto protector en las plantas contra fitopatdgenos o inhibiendo el crecimiento
micelial in vitro de fitopatégenos foliares y de suelo, entre los que se encuentran:
Gaeumannomyces graminis var. tritici; Sclerotium cepivorum, Armillaria mellea,
Rosellinia necatrix; Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani,

Pythium ultimum, P. debaryanum, y Septoria nhodorum.

Clasificacién taxonémica

Agostino Bassi fue el primer cientifico en demostrar en 1935 que Beauveria
bassiana afectaba al gusano de seda BOmbix mori Linnaeus. A partir de este
momento se han descrito varias especies de Beauveria, segun sus caracteristicas
morfolégicas y genéticas, tales como B. bassiana, B. brogniartii, B. amorpha, B.
vermiconia, B. velata y B. calendonica (Willoughby et al., 1998), sin embargo las
més frecuentemente estudiadas son B. bassiana (Balsamo) Vuillemin y B.
brongniartii (De Lacroix) Siemszko.

La clasificacién taxonémica de Beauveria sp. es la siguiente:
Reino: FUNGI

Division: MYCOTA

Subdivision: EUMYCOTINA

Clase: DEUTEROMYCETES

Subclase: HYPHOMYCETES

Orden: MONILIALES

11
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Familia: MONILIACEAE
Género: Beauveria
Descripcion morfoldgica.

El género se caracteriza por presentar un micelio blanco, las fialides estan
representadas por células con una region basal mas voluminosa en el que se
organizan los conidioforos, densamente agrupados en espirales o solitarios
(Figura 1). Las conidias globosas, ovoides, cilindricas, verrugosas curvadas o no,
aparecen sobre las fidlides que pueden ser simples, con algunas ramificaciones en
la parte superior o zigzageante. B. bassiana posee conidias de globosas a
subglobosas (2- 3 x 2.0-2.5 um) y las estructuras conidiéforas forman densos

grupos (Alves, 1998).

Figura 1: Caracteristicas morfolégicas de Beauveria bassiana, a: masa de
conidios; b: células conidibgenas con la base hinchada y dentada. Los raquis
denticulados se extienden apicalmente con conidios formados sucesivamente

sobre cada denticulo (esterigma). (Foto: Yordanys Ramos).
Antecedentes de la actividad entomopatégena de Beauveria spp.

Cabrera y Pinedo, (1994) evaluaron una formulacién comercial del hongo B.
bassiana para el control del “gorgojo de la chupadera” Eutinobothrus gossypii
Costa Lima, (Coleoptera: Curculionidae) plaga del algodonero, encontrando que el
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insecto es susceptible a una dosis de 0,35% del producto, en condiciones de
laboratorio; mientras que en el campo la eficacia del producto solo se presentd en
plantas de algoddén provenientes de semillas en las que se obtuvieron buenos
resultados a la semana de aplicacion, sin embargo en plantas provenientes de
soca (brote de la planta de algodon cortada luego de la primera cosecha),la

poblacién de larvas no fue afectada por el producto.

Luz et al., (1998) evaluaron diferentes cepas de los hongos B. bassiana y M.
anisopliae para el control de Triatoma infestans Klug (Hemiptera: Reduviidae) a
una humedad relativa cercana a la saturacion y a 25 °C, registrando una
mortalidad en ninfas del tercer estadio cercana al 100% a los 15 dias después del
tratamiento. Asimismo se pudo notar en dicho estudio, que los aislamientos de B.
bassiana causaron una mortalidad mas alta en comparacién a los aislamientos de

M. anisopliae.

Willoughby et al., (1998) realizaron aislamientos de B. bassiana mediante el
empleo de medios selectivos y evaluaron su virulencia sobre el “gorgojo de la raiz
del trébol” Sitona lepidus Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae). Aislaron 3 cepas
de B. bassiana identificadas como F267, F268 y F269. Las cepas F267 y F268
fueron empleadas en los bioensayos, empleando una alta concentracion: 1013
conidias/ha de cada cepa. La cepa con mayor patogenicidad fue F267, que mostré
100% de mortalidad de adultos a los 29 dias después de la aplicacion. Con F268,
la misma aplicacion resulté en solo 80% de mortalidad a los 48 dias, sin embargo
para este tiempo la mortalidad de los controles habia alcanzado el 40%.

Lecuona et al., (2001), evaluaron el efecto de 8 cepas de B. bassiana sobre larvas,
pupas y hembras adultas de la “mosca de la fruta mexicana”, Anastrepha ludens
Loew (Diptera: Tephritidae). La mortalidad de los estados inmaduros fue baja, de
2-8 % en larvas y 0% en pupas. Sin embargo, niveles muy altos de mortalidad
fueron obtenidos para moscas adultas, con valores de 100, 98 y 98% para las
cepas Bb16, Bb24 y Bb26, respectivamente. Los valores de CL50 para las tres
cepas evaluadas fueron de 3,12 x 10° a 9,7 x 108 conidias/mL. El TL50 fue de 2,8,
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3,7 y 4,2 dias para las cepas Bbl6, Bb26 y Bb24, respectivamente, con un
promedio de TL50 de 4,4 dias para todas las cepas. El porcentaje maximo de

esporulacion registrado fue de 66,4 a 74,7% para las cepas mas virulentas.

Batta (2007) compar6 el efecto de dos cepas de B. bassiana formulada y no
formulada y su efecto biocida sobre Scolytus amygdali Geurin-Meneville
(Coleoptera: Curculionidae), los resultados obtenidos de ambas exposiciones
indican que el tratamiento de adultos de S. amygdali con el hongo formulado
presenté un porcentaje de mortalidad media mas alta cuando se compar6 con el
tratamiento del hongo no formulado. La mortalidad registrada fue de 81,2 a 100%
a los 10 dias después del tratamiento con el hongo formulado y de 66,7% de
mortalidad a los 10 dias después del tratamiento con el hongo no formulado.

Este hongo ha sido efectivo en el control de numerosos insectos, se encuentra
entre lo que tienen mayor rango de hospedantes. Las especies principales son
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin; Beauveria brongniartii (Saccardo) Pech y
Beauveria amorpha Samson y Evans (Humber, 2012)

En los casos de control exitoso en América Latina estdn Cylas formicarius
Fabricius, Cosmopolites sordidus Germar., Hypothenemus hampei Ferrari,
Heterotermes tenuis Hagen Solenopsis spp. (Castifieiras et al, 1982, Jimenez,
1998, Alves, 1998). En Cuba, se produce con tecnologias artesanales y se
obtienen un biopreparado que se destina al control de varias de las plagas citadas.

B. bassiana es un agente de control biolégico para artropodos plaga. En el
proceso de desarrollo de un agente de control biolégico como producto, es
necesario el estudio de su modo de accion, los metabolitos que en él participan y
su expresiéon en las cepas del hongo, a fin de garantizar conocimiento Gtil para la

seleccién, optimizacion de la produccién, formulacion e identidad de la cepa.
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2.3.4. Caracteristicas generales de Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
Sorokin.

El género Metarhizium presenta conidias alargadas, de color verde, producidas en
forma aglomerada a partir de fidlides; las conidias son ramificadas en forma
simple, en pares o verticilos, estan en forma alineada formando una capa
esporogena. La pared celular de este hongo ofrece propiedades lipofilicas puesto
que su capa bilipidica estd compuesta especialmente por acidos grasos poli
insaturados que contienen de 16 a 18 carbonos (Griffin, 1981). M. anisopliae
presenta un crecimiento micelial que puede ser flojo o firme, con una apariencia
acolchonada y con estructuras conidiales (Figura 2). Las conidias estan
frecuentemente unidas formando la estructura conocida como sinemata. La
formacion de esta sinemata se debe probablemente a una necesidad ecoldgica
para habitar sobre el hospedero ya que no es muy frecuente su presencia cuando

el hongo se cultiva en medios artificiales (Griffin, 1981).

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de Metarhizium anisopliae, a: masa de
coidios; b-c: cadenas de conidios que muestran la colocacion de las esporas en
las cadenas adyacentes; c: grandes conidiéforos ramificados, integracion de cada
conidio para formar una superficie densa (himenio). (Foto: Yordanys Ramos).
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2.3.5 Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin como agente de control

bioldgico.

Este hongo entomopatdgeno, ha sido encontrado afectando a ninfas de
Cyrtonemus bergi Froeschner (Hemiptera: Cydnidae) (Sanchez y Bellotti, 1997)
sobre adultos de Hypothenemus hampei Ferrari (Gonzalez et al., 1993); sobre
colonias de Atta cephalotes L. (Hymenoptera: Formicidae) (Lépez et al., 1999); en
larvas de Premnotrypes vorax Hustache (Torres y Cotes, 1999), en Metamasius
hemipterus L., y Cosmopolites sordidus Germar (Coleoptera: Curculionidae);
ademas, se ha utilizado en el control de la langosta llanera Rhammatocerus
schistocercoides Rehn (Orthoptera: Acrididae) (Villamizar et al.,, 1996). M.
anisopliae var. Major ha sido aislado de larvas de S. valida en palmas de Tumaco,
ademas se ha encontrado afectando larvas de O. cassina en el municipio de
Puerto Wilches (Calvache, 2002).

Los estudios de M. anisopliae se iniciaron en Cuba en la década de los 70 del
siglo pasado, pero no es hasta 1993 que comienzan a producirse en cantidades
mayores y a utilizarse para el control de plagas de insectos en varios cultivos. Al
igual que B. bassiana, se cultiva sobre soporte solido, basicamente cabecilla de
arroz (Oryza sativa L.), el producto final después del secado queda con la
apariencia de un granulado; el granulo es la pequefia particula de arroz recubierta
de esporas de hongo. En ese estado puede conservarse hasta tres meses a
temperatura de 20 °C. Entre 1993 a 1999 se produjeron 735 toneladas en los
Centros de Reproduccion de Entomofagos y Entomopatégenos del MINAG.
(Pérez, 2008)

La aplicacion puede realizarse en forma de granulo o como una suspension de
conidios. Los conidios pueden ser suspendidos en agua separandolos del soporte
sélido. En este ultimo caso hay que tener la preocupacion de realizar la aplicacion

antes de ese momento comienza la germinacion de los conidios (Pérez, 2008).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Efecto de plaguicidas quimicos sobre la esporulacion y germinacion de

Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
Inoculacion de los entomopatdégenos y aspersion de los plaguicidas

Se realiz6 un experimento en condiciones controladas, para determinar como
influyen algunos plaguicidas quimicos empleados en P. vulgaris sobre la
germinacion y esporulacion de B. bassiana y M. anisopliae. Para esto se utilizo la
cepa de B. bassiana Bb-18, suministrada por el Centro de Reproduccién de
Entomoéfagos y Entomopatdégenos perteneciente a la Empresa de Cultivos Varios
“Valle del Yabu”, Villa Clara, mientras que en el caso de M. anisopliae se utilizo la
cepa Ma-30 proveniente del Centro de Reproduccibn de Entomoéfagos vy
Entomopatégenos de la Empresa Arrocera Sur del Jibaro, Sancti Spiritu.

Ambos hongos entomopatdgenos fueron inoculados en un medio de cultivo de
Papa Dextrosa Agar (PDA) (BioCen, La Habana) con 0,4 g L de cloranfenicol en
placas de Petri (9 cm de diametro). Posterior a la inoculacion se asperjaron sobre
los hongos inoculados, siete plaguicidas quimicos a dos concentraciones
(concentracién media y concentracion recomendada) segun recomendaciones del
MINAG (2014) (Tabla 1). Las placas fueron incubadas durante 72 h en una
camara climatica (TP, modelo RTOP-310D, China) a 25 °C, completa oscuridad y

75% de humedad relativa (HR). El experimento cont6 con cuatro réplicas.

Para determinar la esporulacion y germinacion de los conidios se aislaron los
hongos entomopatégenos procedentes de cada uno de los tratamientos y estos
fueron observados a un microscopio (400x, Speed fair, China). El criterio para la
confirmacion de la esporulacion fue la formacién de esporas, mientras que el de la
germinacion fue el crecimiento del tubo germinativo. Ademas se realizaron
conteos de conidios para determinar el efecto de estos plaguicidas en la
concentracion de B. bassiana y M. anisopliae.
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Tabla 1. Especificacion de los plaguicidas utilizados en el experimento

Nombre Ingrediente  Tipo Grupo quimico Concentracion Concentracion
comercial activo recomendada media
Finale glufosinato herbicida Fosforico 0,16 mL 0,08 mL
de amonio
Movento Spirotetramat insecticida Piretroide 4,0 mL 2,0 mL
Diazinon Diazinon insecticida organofosforado 0,075 mL 0,0375 mL
Silvacur  tebuconazole fungicida Triazol 0,039 mL 0,0195 mL
combi
Mancozeb  Mancozeb fungicida  Ditiocarbonato 0,19 0,05¢
Abaco Abamectina Insecticida Abamectina 0,036 mL 0,018 mL
Zineb Etilen bis de  Fungicida Ditiocarbonato 0,1¢g 0,05¢
zinc

Conteo de conidios

Para determinar el efecto de los plaguicidas quimicos evaluados, en la
concentracion de los conidios de B. bassiana y M. aisopliae, se tomo un disco (1
cm de diametro) de los hongos esporulados por cada réplica y tratamiento y se
resuspendié en 10 mL de agua destilada y estéril con Triton X-100 al 0,5% y se
agité vigorosamente mediante el uso de un vortex (Genie Touch mixer, Scientific
Industries, EE.UU.). Posteriormete se dejé reposar 15 min y se procedidé a un
segundo vortex para homogenizar los conidios en la solucion acuosa. Con el

contenido acuoso se realizaron diluciones decimales hasta 1x10° La camara de
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Neubauer se cargd con un tubo capilar estéril y en todos los casos se evitd
burbujas de aire. La suspension de conidios se dejo reposar por 2 min y luego se
procedio a su conteo en un microscopio (400x Motic). Finalmente, para determinar

el nimero de conidios mL* se empled la siguiente formula:

_ H20 x FCx NEC x DC
B DM

X

Donde:

X= Concentracion de conidios

H20= volumen de agua

FC= factor de la cAmara

NEC= Numero de conidios en la camara
DC= Didmetro de la colonia

DM= Didmetro de la muestra

3.2 Efecto de plaguicidas quimicos sobre la colonizacién radicular inducida

por Beuaveria bassiana y Metarhizium anisopliae en Phaseolus vulgaris
Inoculacion de los entomopatdégenos y aspersion de los plaguicidas

Para cumplimentar este objetivo, se sembré bajo condiciones semicontroladas la
variedad comercial de P. vulgaris, ICA Pijao (testa negra). El suelo colectado para
la siembra fue Pardo mullido medianamente lavado (Hernandez et al.,1999), el
cual fue esterilizado tres veces en una estufa eléctrica a 170 °C por 2 h. Para
comprobar la calidad de la esterilizacion, se realizaron diluciones del suelo y se
inocularon en un medio de cultivo selectivo de PDAY (del inglés Potato Dextrose
Agar Yeast) sin antibiéticos. El suelo se coloc6 en bandejas de plastico (22 cm de
largo x 3,5 cm de profundidad). EI mismo se inocul6 con un biopreparado de los
hongos entomopat6genos a una concentracion de 1x108 conidios. mL1. Posterior a

los tres dias de inoculacion se procedié a la siembra de P. vulgaris y a los tres
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dias de sembrado se realizd la aspersion de los plaguicidas. Una vez que las
plantas alcanzaron el segundo trifolio (V2) (Garcia, 1996) (Anexo 1) estas fueron
extraidas y llevadas al laboratorio de Microbiologia de la Universidad Central

“‘Marta Abreu” de Las Villas para su posterior procesamiento.
Inoculacion del tejido endofitico de raices de Phaseolus vulgaris en PDA

Las raices de P. vulgaris colectadas, se sometieron a un proceso de esterilizacion
segun Akuste et al. (2013). El material vegetal con signos de dafios mecanicos se
desechd para evitar la muerte del tejido endofitico al entrar en contacto con los
desinfectantes. La efectividad de este proceso se comprobd segun Parsa et al.
(2013). Una vez concluida la esterilizacion, las raices se cortaron asépticamente
en seis piezas y se inocularon en placas de Petri (0,5x9 cm) con un medio de
cultivo PDA con Sulfato de Estreptomicina (0,05%) como antibiético. Las placas
con el material vegetal se incubaron en una camara climatica a 25+1 °C, en
completa oscuridad (Akuste et al., 2013) para propiciar la germinaciéon de B.
bassiana y M. anisopliae. Para la obtencién de colonias puras se inocularon
esporas simples de ambos hongos entomopatdgenos. La inoculacion y la posterior
incubacion de las esporas, se realiz6 bajo las mismas condiciones descritas

anteriormente.

3.3 Efecto de plaguicidas quimicos sobre la patogenicidad de Beauveria

bassiana y Metarhizium anisopliae

El suelo colectado, fue sometido a un secado a la sombra para evitar la
proliferacion de nematodos entomopatégenos (Zimmermann,  1998).
Posteriormente este fue introducido en frascos de cristal (250 mL) y humedecido
con 50 mL de agua destilada y estéril. Fueron utilizados como insecto cebo, larvas
de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) con cinco semanas de edad y
suministradas por el Centro de Reproduccion de Entomopatdgenos perteneciente
a la Empresa de Cultivos Varios “Valle del Yabu” del municipio de Santa Clara.
Para evitar que las larvas pasaran al estadio de pupa, estas fueron sometidas a un

estrés térmico segun Woodring y Kaya (1988). El aislamiento de M. anisopliae y B.
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bassiana con el insecto cebo se realiz6 de acuerdo con la metodologia propuesta
por Klingen et al. (2002). Para esto se le abrieron 15 orificios (0,5 mm) a la tapa de
los frascos para favorecer la aireacion. Las larvas muertas fueron lavadas con
agua destilada y estéril y colocadas en placas de Petri (0,5x9 cm) con un papel de
filtro humedecido e incubadas a 25+1 °C hasta la esporulacion de los hongos.
Esporas de ambos hongos entomopatdégenos fueron aisladas de las larvas e
inoculadas en un medio de PDA con cloranfenicol 0,4g L' como antibiético
(Akuste et al., 2013).

3.4 Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos en esta investigacion se analizaron estadisticamente
mediante el empleo de pruebas contenidas en el programa STATGRAPHICS plus
version 5.1 (Manugistics Inc, 1992). En todos los casos se comprobaron los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Los analisis consistieron
en un ANOVA de clasificacion simple con la posterior aplicacion de la prueba DHS

de Tukey con un 95% de confiabilidad.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto de plaguicidas quimicos sobre la esporulacion y germinacion de

Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

La aplicaciéon de tebuconazole sobre B. bassiana inoculada en un medio de cultivo
de PDA inhibi6o la esporulacion y germinacion de este hongo entomopatégeno,
mientras que la concentracion media de mancozeb solo permiti6 un 25% de
esporulacion. A pesar de esto, no se evidencio la germinacion de los conidios. Por
otra parte las aplicaciones de espirotetramat, diazinon, abamectina y etilen bis de
zinc no impidieron la esporulacion ni germinacion de B. bassiana obteniéndose
valores de 100% de esporulacidon y germinacion con cada uno de los tratamientos
antes mencionados (Tabla 2). Por consiguiente, estos plaguicidas quimicos
pueden ser empleados en los agroecosistemas sin que causen prejuicios al
desarrollo de B. bassiana. Ademas, pueden ser aplicados en conjunto con estos

entomopatdégenos.

Cabe resaltar, que el tebuconazole (grupo de los triazoles) es un inhibidor de la
demetilacion del esterol. Este fungicida inhibe la biosintesis del ergosterol en las
membradas celulares, por lo que detiene el desarrollo de los hongos. Este quimico
también impide el desarrollo de las hifas secundarias del patégeno dentro del
tejido de las plantas, e impide en menor escala, el desarrollo y la virulencia de los
conidios de los hongos (Mufios-Leoz et al., 2011). Por todas estas razones, se
puede inferir que las aplicaciones de este fungicida sobre B. bassiana inhibieron la

esporulacion de este entomopatdégeno comparado con el testigo.

Por su parte, el mancozeb es un fungicida constituido por los elementos quimicos
zinc y un 80% de manganeso. Este producto afecta el metabolismo de los lipidos,
la respiracion celular e inhibe la produccion de ATP (trifosfato de adenosina).
Ademas, libera gradualmente un gas denominado etileno diisotiocianato, el cual
forma un halo de inhibicion sobre los hongos patdégenos. Cabe resaltar que en
este trabajo se utiliz6 también el fungicida zineb, constituido por zinc, y este no

inhibio la esporulacion ni la germinacion de B. bassiana. Por esta razon, se asume
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gue el responsable de la pobre esporulacion producida por mancozeb sobre este

hongo entomopatégeno fue su alto contenido de manganeso.

No solo los fungicidas pueden afectar la esporulacién y germinacion de los hongos
entomopatdégenos. En este trabajo se demostrdé que el herbicida glufosinato de
amonio afectd la produccién de esporas de B. bassiana, pues solo el 25% del
hongo tratado con este producto y distribuido en las diferentes réplicas, esporuld.
Sin embargo, no se evidencio la germinacion de los conidios. Segun Asadet al.
(2016) el principal elemento quimico de este herbicida es el fésforo, por lo que
este mineral, también puede inhibir los parametros evaluados. Tal es asi, que

inhibié la esporulacion del hongo M. anisopliae.

Tabla 2. Efecto de dos concentraciones de plagicidas agricolas sobre la
esporulacion y germinacion de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.

Tratamientos Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae
Esporulacion (%) Germinacion (%) | Esporulacion (%) Germinacién (%)
CR CM CR CM CR CM CR CM
Control 100 100 100 100 100 100 100 100
glufosinato 0 25 0 0 0 0 0 0
espirotetramat 100 100 100 100 100 100 75 100
diazinon 100 100 100 100 100 100 75 100
tebuconazole 0 0 0 0 0 0 0 0
mancozeb 0 25 0 0 0 0 0 0
abamectina 100 100 100 100 100 100 100 100
etilen bis de
zinc 100 100 100 100 100 100 100 100

CR: concentracion recomendada; CM: concentracion media
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4.2 Efecto de plaguicidas quimicos sobre la colonizacion radicular inducida

por Beuaveria bassiana y Metarhizium anisopliae en Phaseolus vulgaris

Tanto la concentracion media como la recomendada de espirotetramat y diazinon
no ejercieron poder inhibitorio sobre la esporulacién de M. anisopliae, pero solo se
observo el 75% de los conidios germinados cuando se aplicé la concentracién
recomendada de ambos productos. Esto significa que al menos la concentracion
media de estos quimicos, puede emplearse al suelo o en conjunto con M.
anisopliae sin que esto afecte su poder germinativo. Por otra parte, el efecto de
tebuconazole sobre este entomopatégeno resulté ser el mismo que el de B.
bassiana (inhibitorio), mientras que mancozeb en este caso también inhibié por
completo la esporulacion de M. anisopliae. La abamectina y el etilen bis de zinc no

ejercieron ningun efecto negativo sobre este hongo (Tabla 2).

Con excepcion de la aplicacion de tebuconazole, el nimero de conidios de B.
bassiana cuantificados después de la aplicacién de los plaguicidas quimicos, no
difirié con el control (Figura 1). Por otra parte, se evidenci6 que M. anisopliae
cuando fue tratado con espirotetramat y diazinon, produjeron nimeros de conidios

estadisticamente similares y sin diferencias con el control.

Sin embargo, el resto de los tratamientos aunque no mostraron diferencias entre
si, lo hicieron con respecto al testigo, al espirotetramat y al diazinon (Figura 2). Es
importante sefialar, que la esporulacién o germinacién contempladas en la tabla 2,
no necesariamente tiene que coincidir con el nimero de conidios cuantificados.
Estos son aspectos diferentes, pues un hongo puede o no esporular (Tabla 2),
pero pueden existir diferencias en cuanto a un mayor o menor numero de conidios

por unidad de superficie (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Efecto de dos concentraciones de plaguicidas quimicos sobre el nimero de
conidios de Beauveria bassiana. El criterio de comparacion esta basado el efecto del tipo
de plaguicida quimico en una misma concentracion. Barras con letras distintas denotan
diferencias significativas segun prueba DHS de Tukey (p<0,05).

En los programas de control de plagas, la interaccion entre diferentes factores
tales como las condiciones ambientales, productos agroquimicos y plaguicidas
biolégicos, pueden afectar la produccibn de conidios de los hongos
entomopatdgenos, asi como su viabilidad (Anderson y Roberts, 1983; Loria et al.,
1983; Benz, 1987). Por esta razon, conocer el efecto de los plaguicidas quimicos
sobre estos microorganismos resulta de gran interés para su aplicacion conjunta

en programas de manejo integrado de plagas y enfermedades.
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Figura 2. Efecto de dos concentraciones de plaguicidas quimicos sobre el nimero de
conidios de Metarhizium anisopliae. El criterio de comparacién esta basado el efecto del
tipo de plaguicida quimico en una misma concentracion. Barras con letras distintas
denotan diferencias significativas segun prueba DHS de Tukey (p<0,05).

Experimentos in vitro realizados por Schumacher y Poehling (2012) evaluaron el
efecto de diferentes concentraciones de fipronil, permetrina, imidacloprid,
NeemAzal y amitraz, como candidatos potenciales para su aplicacibn combinada
con M. anisopliae. Los resultados demostraron que todos los plaguicidas fueron
compatibles con este entomopatégeno. Solamente el fipronil en su maxima dosis
(40 a 200 ppm) resulté ser moderadamente téxico sobre M. anisopliae. Por otra
parte, las altas concentraciones del resto de los plaguicidas, causaron una ligera
inhibicion (15%) de la germinacion de los conidios, asi como la reduccién en el
didmetro de las colonias de M. anisopliae. Como conclusion, los autores revelan
que es posible combinar estos plaguicidas con el hongo M. anisopliae y de esta

forma ser empleados en programas de manejo integrado de plagas.

Fatu et al. (2011) determinaron el efecto de la concentracion recomendada y la
media de varios plaguicidas quimicos en la esporulacion y germinacion de B.

bassiana. En este sentido, demostraron que las formulaciones con pendimetalina y
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deltametrina no son compatibles con B. bassiana y causan una alta inhibicion de
su desarrollo. Los productos que resultaron compatibles con este hongo fueron
tribenuron-metilo  (concentracion  recomendada), tiuran  (Concentracion

recomendada y media), y imazomox (concentracion media).

La compatibilidad de formulaciones de clorfenapyr, fenpyroximate, amitraz,
acrinatrina, pyridaben, abamectina, hexythiaocazox y fenbutatin fue evaluada
partiendo de dos concentraciones (concentracion media y la mitad de la
concentracion media) sobre los hongos B. bassiana, M. anisopliae e Isaria
fumosorosea (Wise) Brown y Smith. Los resultados demostraron que la
acrinatrina, la abamectina y el hexythiozox no afectaron el crecimiento, la
germinacién y la conidiogénesis de los hongos entomopatdégenos evaluados (De
Oliveira et al., 2002).

La germinacion de los conidios es un estadio crucial para los hongos
entomopatdégenos, pues esto es necesario para crear suficientes sitios de

penetracion para una infeccion satisfactoria (Anderson y Roberts, 1983).

4.3 Efecto de plaguicidas quimicos sobre la patogenicidad de Beauveria

bassiana y Metarhizium anisopliae

El hongo entomopatégeno B. bassiana coloniz6 el 50% de las raices tratadas con
la concentracion recomendada de espirotetramat, diazinon y abamectina. Sin
embargo, con la aplicaciébn de las concentraciones medias de espirotetramat y
abamectina se obtuvo una colonizacién radicular de un 100% correspondiente a
cada tratamiento. La concentracion media de diazinon, permitio la colonizacion del
75% de las raices. Es importante resaltar, que tanto las concentraciones
recomendadas y medias de glufosinato de amonio, tebuconazole y mancozeb,

inhibieron la colonizacién de B. bassiana en las raices de P. vulgaris (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de dos concentraciones de plaguicidas quimicos sobre la

colonizacion radicular de Beauveria bassiana.

El hongo M. anisopliae no logré colonizar el 100% de las raices de P. vulgaris,
producto de la susceptibilidad de este hongo a los plaguicidas quimicos
empleados. Las concentraciones recomendadas de espirotetramat, abamectina y
etilen bis de zinc inhibié el 50% de la colonizacion de M. anisopliae en las raices
de P. vulgaris, mientras que concentraciones medias de estos productos
permitieron que este hongo entomopatdégeno colonizara el 75% de las raices de
las plantas. Sin embargo, al igual que con B. bassiana, los tratamientos glufosinato
de amonio, tebuconazole y mancozeb inhibieron por completo la colonizacion de
M. anisopliae en raices de P. vulgaris. Estos resultados revisten gran importancia
por el hecho de que la actividad endofitica de M. anisopliae esta dirigida
fundamentalmente a la colonizacion de las raices (Keyser et al., 2014). Por esta
razon, el conocimiento del efecto que producen los plaguicidas quimicos y sus
diferentes concentraciones sobre los hongos entomopatogenos, posibilitara un
aporte en las diferentes estrategias de conservacion de la microbiota benéfica de
los agroecosistemas. Ademas cabe resaltar, que la actividad endofitica de los
hongos entomopatdégenos en las plantas, constituye un elemento a tener en

cuenta en los programas de manejo integrado de plagas.
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Figura 4. Efecto de dos concentraciones de plaguicidas quimicos sobre la

colonizacion radicular de Metarhizium anisopliae.

En la tabla 3 se puede ver ademas el efecto de estos plaguicidas quimicos en la
patogenicidad de los hongos entomopatdégenos B. bassiana y M. anisopliae.

Los tratamientos con espirotetramat, diazinon, abamectina, y etilen bis de zinc, no
mostraron diferencias entre si, ni con el control en cuanto al nimero de larvas de
G. mellonella infectadas con B. bassiana. Sin embargo, el glufosinato de amonio,
el tebuconazole y el mancozeb, mostraron diferencias estadisticas con los
tratamientos antes mencionados, inhibiendo y a veces reduciendo la
patogenicidad de este hongo entomopatdgeno. Resultados similares fueron
obtenidos cuando se aplicaron estos plaguicidas quimicos sobre las larvas de G.
mellonella situadas en un suelo inoculado con M. anisopliae. Cabe sefialar que en
ninguno de los casos se evidenciaron diferencias entre el efecto de las dos

concentraciones empleadas.

Estos resultados confirman, que los elementos quimicos de los plaguicidas
empleados en la agricultura convencional, pueden afectar la patogenicidad de los
hongos entomopatdgenos B. bassiana y M. anisopliae sobre los insectos plaga.
Por lo tanto, formulaciones basadas en manganeso, fosforo y los plaguicidas del

grupo de los triazoles, no deben ser aplicadas en conjunto con los hongos
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entomopatdégenos evaluados. El conocimiento del efecto de estos plaguicidas
guimicos sobre la patogenicidad de ambos entomopatégenos en insectos plagas,
contribuira a la elaboracion de estrategias fitosanitarias que permitan la accién

conjunta de los hongos entomopatdgenos y los plaguicidas quimicos.

Tabla 3. Efecto de dos concentraciones de plaguicidas quimicos sobre la

patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.

Tratamientos | Beauveria bassiana | Metarhizium anisopliae

CR CM CR CM

Control 50a 50a 50a 50a
glufosinato Ob 0,5b Ob Ob

espirotetramat 4,25 a 4,25 a 45a 50a

diazinon 3,75 a 50a 50a 40a
tebuconazole Ob Ob Ob Ob

mancozeb 05b 225b Ob 0,75b

abamectina 4,25 a 50a 4,25 a 4,75 a

etilen bisde zinc | 4,75 a 45 a 425 a 45 a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren segun prueba DHS de Tukey

(p<0,05). CR: concentracién recomendada; CM: concentracion media

Experimentos realizados por D' Alessandro et al., (2011) sobre el efecto de ocho
fungicidas sintéticos sobre el crecimiento y virulencia de I. fumosorosea revelaron
que azoxystrobin, carbandazim, triadimefon y procimidona, causaron las mayores
afectaciones en la germinacion de los conidios de este hongo, mientras que
propamocarb, oxicloruro de cobre y fenarimol, no causaron afectaciones en este
sentido. La virulencia fue evaluada sobre larvas de Trialeurodes vaporariorum
West. (Hemiptera: Aleyrodidae). La mezcla de esporas de |. fumosorosea con

oxicloruro de cobre o fenarimol cuando se aplicO sobre esta plaga, causé una
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significantiva reduccién en la mortalidad de los insectos comparado con la

aplicacidon del hongo entomopatogeno solamente.

Shah et al., (2009) demostr6 que el azoxystrobin inhibié la germinacién de M.
anisopliae y que solamente el fungicida captan mostr6é efecto fungistatico sobre I.
fumosorosea. En este sentido, Bruck (2009) revel6 que propamocarb no mostro
efecto fungistatico sobre este entomopatégeno, sin embargo, Rubigan 12 EC
(fenarimol) afectd el crecimiento y la esporulacion de B. bassiana (Sapieha-
Waskiewicz et al., 2004).

Tkaczuk et al., (2015) evaluaron el efecto de tres plaguicidas quimicos utilizados en
Zea mays L. (maiz) en el crecimiento de Hirsutella nodulosa Petch. y B. bassiana.
H. nodulosa fue més susceptible a la aplicacon de los plaguicidas que B. bassiana.
El mayor efecto inhibitrio sobre los hongos entomopatégenos fue producido por el
herbicida chizalofop-P-etil. El insecticida Lambda- cyhalotrin a su concentracion
recomendada, produjo menor efecto toxico sobre H. nodulosa y B. bassiana. Esto
sugiere la posibilidad de emplear este insecticida en conjunto con los hongos

entomopatdgenos evaluados.

En este mismo sentido, Rodriguez de Castro et al. (2015) evaluaron el efecto de
plaguicidas sintéticos y el empleo de sulfuro en la esporulacion y germinacion del
hongo entomopatdogeno Neozygites floridiana Wieser y Muma. Los autores
demostraron que aplicaciones de sulfuro y cyprodinil+fludioxonil inhibieron
completamente la esporulacién y la germinacién de los conidios. La aplicacion del
fungicida tebuconazole y los insecticidas fenpropatrina y abamectina, no afectaron

drasticamente los pardmetros evaluados.

Los resultados obtenidos en este trabajo, revelaron que tebuconazole, inhibié la
esporulacion y germinacion de B. bassiana y M. anisopliae, asi como su
colonizacion radicular en P. vulgaris y su patogenicidad ante insectos plaga. En
este sentido, estos resultados no coinciden con los obtenidos por Rodriguez de
Castro et al. (2015) quienes demostraron que este fungicida caus6 pocas

afectaciones en la esporulacion y germinacion de N. floridiana.
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Lo anteriormente expuesto confirma que el efecto de los plaguicidas quimicos
sobre la germinacion, esporulacidon y crecimiento miceliar de los hongos
entomopatdgenos, no solo depende de la accion de los plaguicidas, sino que las
caracteristicas morfolégicas, fisioldégicas y bioguimicas de estos microorganismos
influyen en la susceptibilidad o tolerancia a estos plaguicidas sintéticos. Por esta
razon, un plaguicida puede afectar los parametros de crecimiento, patogenicidad y

virulencia de un entomopatdgeno y no causar efectos negativos en otro.
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5. CONCLUSIONES

1. El fungicida tebuconazole inhibié la esporulacion y germinacion de los conidios
de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, mientras que la accion del
glufosinato de amonio y el mancozeb inhibieron estos parametros en este ultimo

hongo.

2. Concentraciones medias de glufosinato de amonio y mancozeb permitieron la

esporulacion de Beauveria bassiana, pero no la germinacion de sus conidios.

3. El empleo de las dos concentraciones de glufosinato de amonio, tebuconazole y
mancozeb, afectaron la colonizacién radicular inducida por Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae en Phaseolus vulgaris.

4. Las dos concentraciones de glufosinato de amonio y el tebuconazole inhibieron
la patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, mientras que la
concentracion recomendada de mancozeb también inhibié la patogenicidad de

Metarhizium anisopliae.

5. Los tratamientos de espirotetramat, diazinon, abamectina y etilen bis de zinc no
afectaron la esporulacion, germinacion, colonizacién y patogenicidad de Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae, por lo que se pueden aplicar de forma

conjunta.
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6. RECOMENDACIONES

1. Evaluar el efecto de otros plaguicidas agricolas, asi como otras concentraciones
en la germinacion, esporulacion, colonizacion radicular y patogenicidad de

Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y otros hongos entomopatégenos.

2. Evaluar el efecto de los plaguicidas agricolas sobre la colonizacién radicular
inducida por Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en Phaseolus vulgaris

sembrado en otros tipos de suelos.

3. Utilizar formulaciones de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en
conjunto con espirotetramat, diazinon, abamectina, etilen y bis de zinc sobre

plagas y enfermedades presentes en agroecositemas de Phaseolus vulgaris.
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Anexos



8. ANEXOS

Anexo 1. Fases fenoldgicas del cultivo del frijol descritas por Garcia (1996).

Fases

fenolégicas

Descripcién

Ve (emergencia)
Vc (nudo
cotiledonal)

V1 (primer nudo)

V2 (segundo
nudo)

V3 (tercer nudo)

V4 (cuarto nudo)

R1 (prefloracion)

R2 (floracion)

R3 (formacién de

la legumbre)

R4 (llenado de las

legumbres)
R5 (inicio de la
maduracion)

R6 (completa

maduracion)

50% de las plantas con los cotiledones visibles al nivel del suelo

50% de las plantas con los cotiledones por encima de la superficie del
suelo

50% de las plantas con las hojas primarias totalmente desplegadas en
el primer nudo

50% de las plantas con la primera hoja trifoliolada suficientemente
desarrollada en el segundo nudo sobre el tallo principal, comenzando
por el nudo unifoliado

50% de las plantas con tres nudos sobre el tallo principal, comenzando
con el nudo unifoliado con una hoja suficientemente desarrollada

50% de las plantas con cuatro nudos sobre el tallo principal,
comenzando por el nudo unifoliado

50% de las plantas con el primer racimo floral visible en cualquier nudo
sobre el tallo principal comenzando por el nudo unifoliado

50% de las plantas con la primera flor abierta en cualquier nudo sobre
el tallo principal comenzando por el nudo unifoliado

50% de las plantas con una legumbre de 3 mm a 2 cm de longitud con
la corola colgando o desprendida en cualquier nudo sobre el tallo
principal, comenzando por el nudo unifoliado

50% de las plantas con una legumbre de 10 a 12 cm de longitud y sus
cavidades llenas de granos de tamafio completo en los primeros siete
nudos sobre el tallo principal, comenzando por el nudo unifoliado

50% de las plantas con una legumbre madura en cualquiera de los
nudos sobre el tallo principal, comenzando por el nudo unifoliado

(madurez fisiolégica)

50% de las plantas con el 95% de las legumbres de color marrén claro




