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RESUMEN

ABSTRACT

£l uso de los hongos entomopaldgenos consfiluye un efemento im-
portante dentra def manejo integraclo de plagas, estos pueden ser en-
contrados de manera natural en los agrogcosisternas, controfando un
gran nimero de plagas de insectos. Forfa importancia que reviste co-
nocer el efecto de los insecticidas cuando son mezciados con fos en-
formopatdgenos, nos propusimos evaluar fa compatibifilad de
Beauveria bassiana fcepa LBB-1} v Metarhiziem anisopliae (cepa
Nifia Banita) con el endosulfan 50 % C.E. {thiodan). Este trabajo ss
desarrolio en ef Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal de Gran-
ma, en & perfodo comprendide entre mayo-julio de 1995, Se ulifizd
medio agarizado tratado con dosis completa, media y un décimo de in-
grediente active, y fueron evaluados cualitativa y cuantitativamente.
La metodofogia empleada y fa escala utilizada fue la establecida por
ef INISAV, de acuerdo con la cual ef endosiifan resultd tdxico para
Beauveria bassiana en todas fas groporgiones, no siendo asf para ef
caso de Metarhizium aniscpliae, que resulfs ligeramente téxico.

Palabras claves, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliag, com-
patibilidad, endosuifan

The use of enformopathogenic fungi in Infegrated Pest Management is
& key element. Thase microorganisms can be found naturafly oceu-
rring in the agroecosystems, controlling a great number of pesf insect
spacies. Therefore, it's very important fo know the effect of the chemi-
cal insecticides on entomogenous fungi when mixed together. In ihis
papet the compatibility between B. bassiana {strain Bb-1) and M. ani-
sopliae (Mifia Bonita strain} and insecticide endosulphan 50 % EC
{thiodan) was assessed. This work was developed in the piant health
provincial laboratary of Granma dated on May-July 1993, A qualifative
and quantitative assessment for the compatibiity of B. bassiana and
M. anisopliae with endosulphan was carmed out using insecticide trea-
ted agar medium with the recommended dosgs (RD), the half RD and
the tenth RD both the evaluation scale and the methodofogy used are
those stated by INISAV. Endesulphan resufted toxic for B. bassiana at
very cornceniration fesied differing for M. anisopliae where the insecti-
cida resulied slightly toxic.

Key words: Beauvers bassiana, Melarhizium anisopliae, compatibi-
fity, endosuffan

INTRODUCCION

La capacidad toxicoldgica de los productos quimicos
aplicados en la agricultura para el control de plagas
también afectan otros organismos. Ellos ocasionan el
desarrollo de resistencia y resurgencias de insectos,
permiten el aumento de plagas secundarias, eliminan
los enemigos naturales, destruyen los insectos poliniza-
dores y afectan la fauna silvestre y los animales domés-
ticos [Vergara, 19911

Bustillo er al. (1992) mencionan que los insecricidas en
el campo sélo deben usarse como Gltima medida, cuan-
do las otras aiternativas hayan sido agotadas,

El uso masivo de hongos entomopatégenos producidos
en sustratos naturales para el control de insectos plaga,

viene estudidndose y Hevandose a cabo en pafses como
China, Cuba, Brasil vy Venezuela [Antia et al., 1992},

El hongo entomopatégeno B. bassiana (Bals) Vuill
(Hyphomycetes) es uno de los agentes de control de
muchas plagas. Sus huéspedes son principalmente
miembros de los érdenes Lepidoptera v Coleoptera, in-
cluyendo insectos de importancia econdmica en la agri-
cultura [Storey y Godiner, 1986; Bustillo, 1991, citado
por Rivera, 1993],

Por otra parte, M. anisopliae {Metsch) Sorokin
{(Hyphomycetes) se considera un agente natural de di-
versas especies de insectos considerados como plagas
en cultivos de importancia comercial. Se ha encontra-
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do en més de doscientas especies de insectos en siete
érdenes, de los cuales, los coledpreros son los mas co-
muanmente atacados. Se encuentra en forma saprofita
en el suelo y como paréasito de insectos [Barnett and
Hunter, 1972] M. anisoplias tiene gran afinidad por in-
sectas del suelo [Zinnermann, 19927,

Es posible que dadas las caracteristicas dentro del mar-
co del manejo integrado de plagas (MIP), la practica
del control microbiolégico debe hacerse de forma coor-
dinada con sus componentes para que no interfieran
en su ejecucion, como podria ocurrir con ei uso de pla-
guicidas que limitan la poblacién de enemigos natura-
les en los cultivos v reducen su impacto sobrz las
poblaciones de insectos plaga; ademés, con el uso de
entomopatdgenos es posible disminuir en forma racio-
nal este impacto. [Rivera, 1993].

Muchos estudios han indicado que los insecticidas
pueden inhibir la actividad de B. bassigna {Ramarajahe
et al, 1967; Olmert v Kenneth, 1974: Clark ¢ 4l,
1982; Osborne y Boncias, 1985, River,1992; King et
al., 1993, citado por Rivera, 1994], puesto que la expo-
sicidn prolongada i vitro del hongo a formulaciones de
insecticidas es determinante; la mezcla muestra un
proceso que podria ocutrir en el campo [Rivera, 1994].

El conwrol quimico debe ir acompatiado de otras medi-
das basadas en practicas agrondmicas, control cultural
v control biolégico [Bustillo, 1990].

El insecticida mds recomendado para el control guimi-
co de la broca en muchos paises productores de café
afectados es el endosulfan. Sin embargo este insectici-
da es de alta toxicidad [Goebel, 1982], causa impacto
adverso al ecosistemna v a la fauna benéfica [Jiménez,
1993] v no existen antidotos para tratar casos de enve-
nenamiento.

Bustillo (1992) realizé un experimento con el objetivo
de evaluar la eficiencia de diferentes insecticidas para
el control de la broca del café. Los insecticidas evalua-
dos fueron: endosulfan, clorpirifos, pirifos-meuil,
malathion v fenitrotion, Los resultados indicaron que
se puede obtener alta mortalidad de adultos de broca
(mayor del 90 9) 24 horas después de iniciar la pene-
tracién en los frutes o s6lo los que se encontraban en el
canal de penetracién. No se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de endosulfan,
clorpirifos, fenitrotion y pirifos-metil. Sin embarge, el
endosulfan causd la mortalidad més alta (98 %) v la
menor se obtuvo con malathion (41 %).

La urgente necesidad de desarrollar estrategias para un
empleo de programa de manejo integrado de plagas nos
lev6 a examinar i vitre la compatibilidad de B. bassia-
na, cepa LBB-1 v M. anisopliae (cepa Nifta Bonita) con
el insecticida endosulfan 50 % C.E., lo cual constituye
el objetive del presente trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

Este wrabajo se desarrolld en el Laboratorio Provincial
de Sanidad Vegetal de Granma, en el periode com-
prendido entre mayo-julio de 1995, Para su realizacion
se utilizaron cepas procedentes de la micoteca del
[NISAY, B. bassiana (Bals) Vuill, cepa LBB-1 v M. ani-
sopliae (Metsch} Sorokin, cepa Nina Bonita, ambas re-
producidas en el laboratorio.

Se utilizaron placas Petri con medio sabouraud-dextro-
sa-agar (SDA), mezclado con endosulfan 50 % CE,,
del cual se emplearon suspensiones basadas en fas dosis
de aspersion en el campo (DC), dosis media (1/2 DC) v
una dosis menor (1/10 DC) para establecer un rango
de subdosts.

Los testigos se inocularon en medios de cultivos iguales
alos del tratamiento, pero sin mezclar con endosulfan.

En todos los casos los experimentos se organizaron me-
diante disefios experimentales completamente aleato-
rizados.

Para determinar el comportamiento de la germinacion
de B. bassiana se emplearon las tres varianies antes
mencionadas, v un testigo con seis réplicas v tres repe-
ticiones cada uno.

Se realiz6 una dilucidn de B, bassiana de 7 x 10 coni-
dios/mL, de la cual se colocaron seis gotas equidistan-
tes por placas. La incubacion se realizé por 48 horas
a28x2°C.

De cada %ota se contaron cinco campos en el microsco-
pio con el objetivo 40 X, y se determing el porcentaje de
germinacién seglin Norma Cubana 72-02/1993, Con
el fin de estudiar el crecimiento radial de 1a colonia, asi
como la influencia sobre la germinacién causada por el
insecticida, se utilizaron cinco placas con SDA por va-
riante, una de las cuales tenja un cultivo fresco (dos
dias) de B. bassiana en SDA, v las cuatro restantes con
la mezcla de SDA con endosulfan a la dosis correspon-
diente a cada uno de los tratamientos. Asimismo se
procedid con el hongo M. anisopliae (cepa Niha Boni-
ta). Se practicaron ponchetes en la porcin central de
cada placa con medio tratado, y los que se realizaron en
ella fltjler_on transferidos a las placas con el cultivo del
hongo. Se procedid del mismo modo con el testigo.

Pasados cinco dias se realizaron las evaluaciones. Se
preparé un medio de cultivo liquido en tubos de ensa-
vos (agua peptona) v se sembré por asada en cuatro tu-
bos por variantes, tomando de la porcién central de
cadla uno de los discos con B, bassicna, que permanecie-
ron durante cinco dias en las placas con SDA mezcla-
dos con endosulfan a las diferenves dosis. Se realizé la
incubacién por 48 horas, y luego se procedié a determi-
nar ¢l porcentaje de germinacién de la media de cada
tratamiento, como establece la NC-72-2/1993, y ade-
mis se hallé el porcentaje de inhibicién de la germina-
cién de la media por variante, en relacién con el testigo
segiin la férmula de Abbot modificada, citade por Vi-
fivela ef al. (1993).
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Por ciento de reduccién de la capacidad beneficiosa =

Los valores en por cientos obtenidos se compararon
con la escala de clasificacién de plaguicidas del grupo
de trabajo de Ja OILB [Jacas y Viiluela et al, 1993).

Los resultados obtenidos en las revisiones del creci-
miento radial de las colonias fueron procesados del
modo anteriormente expuesto,

Se tomaron cuatre placas con el hongo B. bassiana cre-
cidas sobre SDA (dos dias) y se depositaron gotas equi-
distantes de una solucién de la DC de endosulfan. Para
el testigo se utilizé agua destilada estéril. La evaluacion
se realizé a los siete dias, efectuando la medicién en mi-

" f ] * -
diametro de la colonia testigo - colonia cone.
X

100

didmetro de la colonia testigo

limertros de los halos de inhibicién. Las medias se comi-
pararon con la escala citada por Calderon (1982).

RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede apreciarse en la Tabla I, a las 48 horas la
inhibicién de la germinacién de B. bassiana en las tres
concentraciones de endosulfan alcanzé un ciento por
clento tOxico para este entomopatégeno, segin la
escala de la OI]?B. Resultados simulares obtuvo Rivera
(1993), el cual encontré que el endosulfan (thiodan) in-
hibi¢ totalmente la germinacién conidial de B. bassiana
a las mismas dosis utilizadas en este experimento.

Tabla 1. Porcentaje de germinacién promedio de B. Bassiana en SDA mezclado
on endosulfan 50 % C.E. y testigo 48 horas después de la inoculacion

Réplicas -
Endosulfan 50% Toxicidad
I Il I Inhibicién (%)
DC 0,00 .00 0,00 100 Téxico
172 DC 0,00 0,00 0,00 160 Téxico
1/10 DC 0,00 0,00 0,00 100 Téxico
Testigo 93,9 88,8 90,0

Rivera et al. (1994) plantean que el efecto inhibido de
la germinacién conidial se produce tempranamente en
la mezcla debido al tipo de solvente utilizado, que tie-
ne propiedades desecantes de la membrana citoplas-
matica, afectando la viabilidad de la conidia.

En la Tabla 2 se refleja el comportamiento de la germi-
nacion de B. bassiana posterior a la inoculacién en agua
peptona, luego de haber permanecido durante cinco
dias en la porcién central de las placas con SDA, mez-
clados con las tres dosis de endosulfan comparadas con
el testigo. Como se obseiva, se manifiesta un proceso
inhibitorio que estd en relacién directa con la concen-
tracin del insecticida, resultando téxico para la dosis
completa (DC), moderadamente téxico para la mitad
de ella y ligeramente téxico para la décima parte. Rive-
ra et al. (1994) coinciden con otros autores [Ramara-
jahe et al, 1977; Olmert y Kennet, 1974; Clark éf al.,
1982; Osborne y Bucias, 1985; Rivera, 1992; King et
al, 1993] en afirmar que se observa un efecto fungisti-
tico de los insecticidas, cuyo efecto inhibitorio aumen-
ta a través del tiempo de mezcla vy, puesto que la
exposicién prolongada in vitre del hongo a formulacio-
nes del insecticida es determinante, este mismo proce-
so podria ocurir en el campo. Por oura parte, Gorden
Lock-weod (1991), citado por Rivera ¢t al, {1994) ha-
llaron que mediante ¢ analisis provit de do-
sis-rortalidad contra niveles de funguicidas, revelan
una significativa tendencia de aumento en los valores

de la dosis letal media (DL 50) con el incrementos de fa
fungistasis.

En la Tabla 3 se observa que el endosulfan inhibié el in-
cremento de B. bassiana resultando téxico, segfin la es-
cala de la OILB. Estos resultados concuerdan
parcialmente con los de Rivera (1993}, pues este refie-
re que el endosulfan causé una alta inhibicién
{96,07%) en el tratamiento fungico de la DC. En un

- medio de la DC 1a inhibicién fue de 71,63%, v en un
décimo de DCla inhibicién fue de 42,38 %, Sus resul-

~ tados concuerdan con los hallados por Olmer v Kenrner
(1974) v Alves (1986}, quienes encontraron que el
producto tiene efecto sobre el crecimiento de B. bassia-
na. Al evaluar la accidn de gotas de disolucién de endo-
sulfan a la DC sobre un cultivo de B. bassiana
desarroliado formando un césped, se pudo observar la
presencia de un halo alrededor de cada una, Las medi-
ciones realizadas aparecen en la Tabla 4, las cuales, al
ser comparadas con la escala utilizada por Calderdn
(1982), dan como resultado incompatibilidad entre
endosulfan y B. bassiana. Inferimos que la presencia de
estos halos estd motivada por la accion determinante
del insecticida y las propiedades desecantes de la mem-
brana citoplasmatica debido al tipo de solvente utiliza-
do en las formulaciones, planteamientos realizados
por Rivera et al. (1994). Consideramos que es impor-
tante profundizar en este sentido para poder concluir
con certeza que, ademds del efecto fungistitico, existe
una accién fungicida relacionada con la dosis.
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Tabla 2. Porcentaje de germinacidn e inhibicidn de B. bassiana a las 48 horas de inoculado
por asada en agua peptona a partir de ponchetes que permanecia por cinco dias en SDA

Producto Xen%
Toxicidad
Endosulfan 3096 CE Germinacion Inhibicién
DC 0,00 100 Téxice
172 DC 16,67 82,11 Med. wixico
1/10 DC 56,32 39,33 Med. tdxico
Testigo 03,20 - -

Tabla 3. Crecimiento radial y porcentaje de reduccién de la capacidad beneficiosa
de Beauveria bassiana por endosulfan mezclado con SDA en relacién con el testigo,

4 los cinco dias de fa inoculacién

Endosulfan 30 % C.E. X erecimiento (mm) RﬁdmﬁgZfsj?cffa%i?ddad Teoxicidad
DC 0.0 100 Taxico
142 DC 0.0 100 Téxico
1/16 DC 0.0 100 Téxico
Testigo 20,5 - -

Tabla 4. Medida promedio de los halos de inhibicién de Beauveria bassiana provocados
por el contacto de gotas de endosulfan diluido a la DC después de siete dias

Réplicas X X
I It General Testigo
X (mm) 2,123 1,857 2271 2,018 0,00 | Incompatible

Para el entomopatdgeno M. anisopliae se evalud el efec-
to que sobre este ejerce el endosulfan, midiendo el in-
cremento radial de las cotonias asi como el porcentaje
de disminucién de la capacidad beneficiosa, cuyos da-
tos aparecen en la Tablg 5. En ella se observa que a la
DCy 1/2 DC se produjo un ciento por ciento de inhibi-
cién del cxecimiento hasta el duodécimo dfa, mientras
que para la dosis menor (1/10DC) se mantuvo entre
36,0% v 40,3% de inhibicién o reduccién de la capaci-
dad beneficiosa. Al comparar estos resultados con la es-
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cala de valores de la OILB, encontramos que para la
DCy pra 1/2 DC el endosulfan resulta téxico al hon-
go, miefzras que resulta ligeramente toxico a la con-
centracite de 1/10 DC. En la literatura consultada no
s€ reportia trabajos de compatibilidad ente M, aniso-
pliae y endsulfan. Atehorteaetal {1994) encontraron
que clorpirfos, a una concentracion de 50 ppm, inhibe
totalmentt la esporulacién del honge M. anisoplize, in-
cluso a los 16 dias después de sembrado, asi como en el
crecimientomicelial a los1 8 dias de sembrado en SDA.
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Tabla 5. Crecimiento radial y por ciento de reduccion de la capacidad beneficiosa de M., anisopliae por en-
desulfan mezclado con SDA en relacion con el testigo a los 5, 7, 9, 12 dias posteriores a la inoculacién

X crecimiento (mm) Redue. dela capacidad beneficiosa
. {%)
Endosulfan 5 7 9 2 5 e o | 12 | Tovcidad
bC 0,0 0,0 0,0 0,0 100 100 100 100 Téxico
1/2DC 0,0 0,0 0,0 0,0 100 106 100 100 Téxico
1510 DC 21,75 25,5 34,38 47,63 36,0 40,1 39,2 40.3 Lig. thxico
Testigo 34.0 44,25 36,63 69,753 - - - -
CONCLUSIONES Bustillo P. A E.. «Perspectivals de maneio integrade de la broca del

¢ Endosulfan 50% C.E. resultd téxico a B. bassiana al
evaluar el porcentaje de germinacién para las tres dosis
utilizadas,

* Laviabilidad de los conidios de B. bassiana mezclado
con endosulfan fue afectada de modo directamente
proporcional a la concentracion del insecticida, pues
resulté toxico para la dosis completa, moderadamente
téxico para un medio de DC y ligeramente tdxico para
un décimo de DC,

* Una mezcla de endosulfan a la dosis de aspersidn en
el campo en contacto con un cultivo de B. bassiana de-
sarrollado provoca un halo de incompatibilidad.

* Ei crecimiento radial de las colonias de M. anisopliae
result6 inhibido a un ciento por ciento en presencia de
mezcla de endosulfan a la dosis comercial como a 1a mi-
tad de esta, manifestindose tdxico a estas concentra-
ciones, mientras que a un décimo de la dosis comercial
resultd ligeramente toxico,

* Las aplicaciones de mezcla de endosulfan con B. bas-
siana v M. anisopliae no son recomendadas, pues los re-
sultados #n vitre  muestran que la germinacién es
afectada por este.
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