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Resumen

En el presente trabajo se evalué la compatibilidad vitro” de tres hongos
entomopatdégenos Metarhizium anisopliae, Gliocladium virens y Trichoderma
longibrachiatum con dos insecticidas comerciales conteniendorpidss sinergizados con
butéxido de piperonilo, Aqua Reslin® Super y Anvil®&da uno a las concentraciones de
1.5, 2 y 2.5%. La compatibilidad se estim6 mediaieztos en las variables germinacion
conidial, crecimiento vegetativo y esporulacion daada uno de los hongos
entomopatdgenos. Las tres concentraciones de Agsim® Super fueron compatibles con
los tres hongos entomopatdégenos, mientras queolasentraciones del insecticida Anvil
fueron moderadamente toxico y toxico para los thesmigos entomopatdégenos. La
concentracion de 1.5% del insecticida Aqua ResBu®er con los hongadd. anisopliae y

G. virens fueron las mejores combinaciones que podrian s@upstas como una estrategia
integrada en el control deedes aegypti, el principal vector del dengue en México.

Palabras clave:Compatibilidad, hongos entomopatégenos, inseetscAEdes aegypti,
control



Introduccion

El dengue, una de las principales enfermedadesntiidas por vector en el mundo, es
causada por un virus de la familia Flaviviridagansmitida principalmente por la picadura
del mosquito hembraAedes aegypti Linneo (Diptera:Culidae) (Blackt al., 2002; Gubler,
2011). El dengue en México es un problema de galibéica que va en aumento. En el afio
2012 se reportaron 50,368 casos mientras que ehl@8icasos aumentaron a 62,330. El
estado de Chiapas ocupd el sexto lugar con 3,28@0scde fiebre por dengue vy fiebre
hemorragica por dengue (SINAVE, 2013).

Hasta el momento no se cuenta con una vacunatamiento especifico que proteja al
humano, la mas avanzada es la vacuna quiméricaegeiecuentra en desarrollo (Gal .,
2010). Recientemente se descubrié el quinto perake dengue (Science AAAS, 2013) lo
cual complica la efectividad de las vacunas deBadas ya que éstas solo protegen
parcialmente para cuatro serotipos, debido a allprincipal estrategia para reducir la
transmision de esta arbovirosis es el control desquito vector (OMS & TDR, 2009)
mediante la eliminacién de criaderos y el uso dedticidas quimicos (NOM-032-SSA2-
2010, 2010).

El desarrollo de resistencia a insecticidas potepde los mosquitos (Bibet al., 2004;
Floreset al., 2006; Garciat al., 2009), ha conducido a la busqueda de métodemativos
como el control bioldégico mediante el uso de agemigomopatdogenos, que ademas de
eliminar a los mosquitos, minimiza los problemasdetaminaciéon ambiental y desarrollo
de resistencia (Tametal., 2001).

De los agentes entomopatdgenos, los hongos tielgemas ventajas respecto a otros
agentes de control biol6gico y quimico, como pengjlo: para su produccion se utilizan
sustratos econdémicos como arroz, desechos orgarooog cascaras de cacahuate (Rosas-
Acevedoet al., 2008; Agame=zt al., 2008); tienen mayor persistencia en el ambiahte
convertir al insecto muerto en una nueva fuenténdeulo (Lecuoneet al., 1997); son
diseminados por los mosquitos mediante la cOputetraede la poblacion de dipteros

(Scholteet al., 2004), son especificosya que no dafan organisimdsanco (Tanada &



Kaya, 1993; Alves, 1998) y no necesitan ser ingsridor el insecto para promover su

capacidad infectiva (Carruthers & Hural, 1990).

Se ha reportado que los honddstarhizium anisopliae (Silva et al., 2004),Leptolegnia
chapmanii (Pellizaet al., 2007),Beauveria bassiana (Miranpuri & Khachatourians, 2001) y
Aspergillus clavatus (Seyeet al., 2009) provocaron mortalidades significativamesitas
en larvas dede. aegypti, mientras queM. anisopliae, B. bassiana (Scholteet al., 2007,
Paulaet al., 2008),Paecilomyces carneus, Isaria fumosorosea, Lecanicillium muscariumy
L. psalliotae (Leleset al., 2010) mostraron su capacidad infectiva sobestdo adulto, asi
como P. carneus, |. fumosorosea, M. anisopliae, B. bassiana, entre otros, provocaron

infeccidn en huevos d&e. aegypti (Luz et al., 2007).

La eficiencia de los hongos entomopatdgenos esdupacida, pero se recomienda el uso
de cepas nativas para evitar un desequilibrio gmm¢ ademas que una cepa foranea
requiere adaptarse al medio y en ese proceso peeder su capacidad infectiva (Castillo,
2006). En el sureste de México se realizé el aiglafm de cepas nativas de hongos
asociadas a insectos vectores de enfermedadesu@zaktprtinezet al., 2008), de estas
cepasTrichoderma longibrachiatum, M. anisopliae y Gliocladium virens demostraron ser
infectivas en mosquitog\e. aegypti en bioensayos de laboratorio (Cisneros-Vazquez,
2010).

Por otro lado, se ha demostrado en el area agdo@da combinacion de concentraciones
sub-letales de insecticidas con hongos entomopaddgaumenta la eficiencia del hongo
para el control de insectos plagas (Sargbsl., 2007). AdemasB. bassiana y M.
anisopliae fueron compatibles con insecticidas piretroideaz(la & Morales-Moreno,
2010; Schumacher & Poehling, 2011).

Ante el incremento de la resistencia a insecticipas parte de los mosquitos, se esta
valorando el uso de combinaciones de insecticidamgos entomopatdégenos para reducir
las cantidades que se usan de insecticidas, dismayrobabilidad de aparicion de
resistencia y mejorar las estrategias de controluso de los mosquitos resistentes (Moino
& Alves, 1998; Quintela & MaCoy, 1998). Adicionalnte, cualquier estrategia que
preserve o revierta a un estado de susceptibiadaidetroides a las poblaciones resistentes



de Ae. aegypti, es de suma importancia ya que al ser los pidesoilos insecticidas

sintéticos mas seguros para la salud humana y atabieeguirian siendo una buena
alternativa en brotes epidémicos de grandes primpm@s. Por lo anterior, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar la compatibilidad eeriiretroides sintéticos y hongos

entomopatdgenos.
Materiales y métodos

Hongos entomopatdgenos

Se evaluaron tres hongos entomopatdgenos: dos ogpiaas de Chiapa&liocladium
virens y T. longibrachiatum y una cepa foranell. anisopliae donada por el Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV), tadl Irapuato. Todas las cepas
fueron proporcionadas por el cepario del laboratde Patégenos y Vectores del Centro
Regional de Investigacion en Salud Publica (CRI&B3.hongos se crecieron en el medio
de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (SDA, Bectonbis&n®) a 27+2°C, 70% HR con
fotoperiodo de 12:12h L:O . Para los experimengprgpararon suspensiones de conidias
en tween 80 al 0.01%, de 1¥t6nidias mL! y con viabilidad mayor a 90%.

Insecticidas

Se utilizaron los insecticidas comerciales contaige piretroides sinergizados con
butoxido de piperonilo Aqua Reslin® Super (Bayeop3cience AG) y Anvil® Unomex
2+2 ULV (Public Health Supply and Equipment de M@&x5.A. de C.V.). La formulacion
Aqua Reslin® Super (ARS) contiene como ingredieatdivo Permetrina (10.87%),
Esbioaletrina (0.15%) y el sinergista butoxido dpemnilo (11%), mientras que la

formulacién Anvil® el ingrediente activo es d-fenna (2%) y butoxido de piperonilo,

Se eligieron las formulacion ARS y Anvil debidajae son insecticidas recomendados
para el control de vectores, ARS esta recomendaddapOMS (WHO, 2012) para el
control de vectores en el mundo y Anvil estd requiaedo por CENAPRECE para el
combate de vectores en México (CENAPRECE, 2014).

Con el propésito de elegir las concentraciones ibizart de los insecticidas en los

bioensayos de compatibilidad con hongos entomopatiyj se realizaron pruebas de
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susceptibilidad de mosquitde. aegypti susceptibles (cepa Nueva Orleans) y resistentes a
insecticidas piretroides (Cepa Progreso), se sitpuidetodologia propuesta por la OMS
(WHO,1998). Las cepas de mosquitos fueron propoacias por el insectario del
laboratorio de insecticidas del CRISP. Se realizdineas base de los formulados ARS y
Anvil para determinar las Gk Clazs y Clso en las cepas susceptible y resistente a
piretroides a utilizarse en las pruebas de compdtd. Con los datos de mortalidad, se
calcularon las concentraciones letales utilizandlopegrama EPA (Probit Analysis
Program, version 1.5) y SPSS 15.0.

Ensayos de compatibilidad entre hongos e insecticd

Para lo bioensayos de compatibilidad se utilizdesndos marcas de insecticidas ARS y
Anvil en tres diferentes concentraciones: 1.5, 2.5%, de acuerdo a los resultados del
analisis probit. Se prepararon placas de Agar DsatSabouraud (SDA) adicionadas con
las concentraciones a evaluar de los insecticjglas, el control se usaron placas de SDA

sin insecticida.
Efecto de insecticidas sobre la germinacion conidia

Para determinar la germinacion conidial se sembratioco alicuotas depb de la
suspension de conidias de los honlhsanisopliae, T. longibrachiatum y G. virens en
cinco puntos de placas Petri, las cuales contemadio SDA con los respectivos
tratamientos para cada hongo de forma individuas. jplacas se incubaron a 27+2°C hasta
el momento de la germinacion conidial. La germidacconidial se determin6 por el
método de Cafiedo & Ames (2004).

Efecto de insecticidas sobre la esporulacion de hgos

En cada placa de los respectivos tratamientos sdréeuna alicuota de 5ul de una
suspension de conidias de los hongos a prdfamaisopliae, T. longibrachiatum y G.
virens), y se incubaron a las condiciones ya descritdssALO dias de incubacion, de cada
placa se colecté un disco de 1 cm de diametroopked en 5ml de solucién tween 80 al
0.01% y se mezcldé en un sonicador de bafio de ag@8°@ por 15 minutos. La



esporulacién de hongos (concentracion de conidmsleterminé mediante conteos en una

camara de Nelbauer.
Efecto de insecticidas sobre crecimiento vegetativo

A partir de placas esporuladas sin insecticidagprmaron discos de 1 cm de diametro y se
colocaron en el centro de placas Petri con losralifes tratamientos. Las placas se
incubaron en una camara ambiental a 27+2°C, 70%d#Rotoperiodo de 12:12h L:O. Se
midio el diametro del desarrollo del cultivo a IBsy 30 dias después de la inoculacion. Se
realizaron tres mediciones con un Vernier y se \abtal promedio. El efecto de los
insecticidas sobre el crecimiento vegetativo seesdcomo el porcentaje de inhibicién del
desarrollo de los hongos (Hokkanen & Kotiluoto, 209 se obtuvo con la siguiente

formula:

X = (Y-Z/Y) x100

Donde:

X, porcentaje de inhibicion del desarrollo

Y, crecimiento radial del hongo en el control redado

Z, crecimiento radial del hongo en el medio caeunticida
Compatibilidad

La compatibilidad de cada insecticida con los hengmomopatdgenos se calculd segun el
valor del indice bioldgico (IB) propuesto por Alvesal. (2007), en base a las variables:
porcentaje de inhibicion del crecimiento, el efestbre la esporulacién y crecimiento

vegetativo, a través de la férmula:

IB=[47 x (CV) + 43 (ESP) + 10 (GER)]/100
Donde:

IB: Valor corregido para la clasificacion del protiu

CV: Porcentaje de crecimiento vegetativo con rékaail testigo



ESP: Porcentaje de esporulacion respecto al testigo
GER: Germinacion

El resultado de indice bioldgico (IB) se categoyaie acuerdo al rango donde se ubique el

IB se determind si el insecticida y el hongo sompatibles.
IB=>66 compatible

IB= 42-66 moderadamente toxico

IB= <42 toxico

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar paraelv@fecto de las concentraciones de
ARS y Anvil sobre el crecimiento vegetativo, espacion y germinacion (viabilidad) de
cada hongo. Para elegir las mejores combinacia@wspatibles) se tomaron los resultados
de los indices biolégicos y se acomodaron en wfidisle bloques completamente al azar.

Se realiz6 un andlisis de varianza para los refdtade crecimiento vegetativo y

esporulacion deM. ansiopliae afectados por el insecticida Anvil; también paea |

esporulacién dé. virens expuesto a ARS y Anvil y, por ultimo se realizo0 ANOVA a

los datos de esporulacion de longibrachiatum expuesto a ARS. Para el resto de los
bioensayos se realiz6 el test no paramétrico Kituakalis. Los datos de esporulacion se
trasformaron mediante la transformacion logaritn{log X) debido a su gran variacion

(Escuela profesional de Ingenieria Agrondmica, 2009
Resultados

Concentraciones letales de Aqua ReslinSuper y Anvil® para las cepas susceptibles y

resistentes deAedes aegypti.

El analisis Probit estimé que las concentracioatsdds del insecticida ARS para mosquitos
susceptibles dée. aegypti (cepa Nueva Orleans) fueron 5L CLo>sy CLisde 1.44 1.26 y
1.175%, respectivamente (Tabla 1), mientras que pavil la Clso fue de 1.48%, Cis de
1.27% yla Clsde 1.17% (Tabla 1).
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Las concentraciones Gd,. Clos y CLis de ARS para mosquitos resistentes a piretroides
(cepa Progreso) fueron 36.529, 30.286 y 27.3888%pectivamente (Tabla 1). Se realizaron
pruebas preliminares con estas dosis y no creagunb de los tres hongos; mientras que
para Anvil no se determinaron las concentracioetdds debido a que a una concentracion
del 60% (superiores a las concentraciones de AR3adas en las pruebas preliminares)

del insecticida apenas se obtuvo el 5% de morthktalos mosquitos.

En base a que los valores obtenidos para las cwacemes letales con la cepa resistente
fueron muy elevadas, en las pruebas de compaésdilske utilizaron las Gb de los
insecticidas ARS y Anvil para la cepa susceptibkpé Nueva Orleans), y a partir de ésta
se elevo 0.5 y 1%, debido a que la concentracidomendada para ARS es 0.5% mayor a
la CLso, y para uniformizar criterios en la concentraciongs, dejaron estas mismas
concentraciones para el insecticida Anvil, quedaiadoconcentraciones de 1.5, 2 y 2.5%

para ARS y Anvil.

Efectos de Aqua Resli® Super y Anvil® sobre el crecimiento vegetativo, esporulacion

y germinacion conidial deM. anisopliae.

Crecimiento vegetativo deM. anisopliae. Las tres concentraciones del insecticida ARS
redujeron del 2.86 al 12.74% del crecimiento veigaiade M. anisopliae a los 14 dias de
exposicion, mientras que los tratamientos con s#dticida Anvil causaron disminuciones
del 33.44 al 42.73% (Tabla 2). El andlisis de ttesldls para ARS mostré que hubieron
diferencias significativas entre los tratamientbls=11.49, P=0.0085), obteniendo que la
concentracion de 1.5% de ARS fue la menos agresika el crecimiento vegetativo e
anisopliae ya que no tuvo diferencias significativas con ahtool (P>0.05). El andlisis
también muestra un grupo formado por las concedotras 1.5, 2 y 2.5% (Tabla 2). Por
otro lado, se encontraron diferencias estadistintarsgnificativas entre tratamientos en el
bioensayo con el insecticida Anvil (F=23.361, glP3,000); al contrastar los tratamientos
se formaron tres grupos, el primero formado paroeitrol, el segundo constituido por las
concentraciones 1.5 y 2% de ARS=(0.272), por ultimo el tercer grupo formado por las
concentraciones 2 y 2.5%<£0.119) (Tabla 2). A los 30 dias, el porcentajeetiuccion
causado por ARS fue menor al causado a los 14 ldiasyncentracion de 1.5 no causé

reduccion, la concentracionde 2% redujo el 4.23k goncentracion de 2.5 redujo el 2.69
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y no hubo diferencias significativas entre tratartos £>0.05). Las concentraciones 1.5y
2% del insecticida Anvil causaron reduccion delconéento vegetativo del 13.31 y
28.96%, respectivamente, estos porcentajes sonragenolos causado por estas mismas
concentraciones a los 14 dias, mientras que leeotracion de 2.5% aumento el porcentaje
de reduccion a un 43.84% (1.11% mas que la caysardaesta misma concentracion a los
14 dias), los tratamientos mostraron diferencigsifstativas P<0.05) y se formaron dos
grupos, el primero integrado por el control y lasaentraciones 1.5 y 2¥0.05), mientras

que el segundo fue compuesto por las concentracye?.5% P>0.05).

Esporulacién deM. anisopliae. La esporulacion dil. anisopliae fue incrementada del 0.4
al 1.35% por las concentraciones 2 y 1.5 %, res@auente del insecticida ARS, mientras
gue la concentracion 2.5% la redujo 0.85%; el aisatiemostré que todos los tratamientos
incluyendo al control no tuvieron diferencias sfiaitivas entre si (H=1.232=.7450)
(Tabla 2). El insecticida Anvil ocasion0 reduccisren la esporulacion dd. anisopliae
que fueron desde el 99.62 al 99.82%, se encontedlagi concentraciones y el control
presentaban diferencias significativas (F=910.3¢x3 P=.000), al realizar las
comparaciones entre tratamientos se encontraren gingpos, uno conformado por el
control; el segundo grupo fue establecido por laceatracion 1.5%; el tercer grupo

conformado por las concentraciones 2 y 2.8¢0(247) (Tabla 2).

Germinacién conidial deM. anisopliae. Los tratamientos 1.5 y 2% de ARS no redujeron
la viabilidad deM. anisopliae, mientras que la concentracion de 2.5% la redij6%, con
diferencias significativas entre los tratamientdés=8.47, P=0.0021). Se formaron dos
grupos, uno integrado por el control y las con@andnes 1.5 y 2% que no presentaron
diferencias estadisticas entre ellB5@.05) y otro grupo con la concentracion 2.5% (@abl
2). Por otro lado, el insecticida Anvil a las comicaciones de 1.5 y 2% no causo ningun
efecto sobre la viabilidad del. anisopliae, en contraste la concentracion 2.5 la redujo
8.25%, no hubo diferencias significativas entre tagamiento (H=8.47pP=0.22). Al
comparar los tratamientos se establecieron dosogrugl primero conformado por el
control, y las concentraciones de 1.5y 2%, lasesuao tuvieron diferencias significativas

(P>0.05), y el segundo conformado Unicamente cootaentracion 2.5% (Tabla 2).
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Efectos de Aqua Resli® Super y Anvil® sobre el crecimiento vegetativo, esporulacion

y germinacion conidial deG. virens.

Crecimiento vegetativo deG. virens. El crecimiento vegetativo d8. virens a los 14 dias
no fue afectado por las tres concentraciones de, A8 uales se mantuvieron en 0% de
reduccion, no se encontré diferencias significatigatre tratamiento$€1.000). Por otro
lado las concentraciones del insecticida Anvil taogpcausaron reduccién y mantuvieron
el mismo comportamiento que las concentracionesRIg sobre el crecimiento vegetativo
deG. virens (Tabla 3). El crecimiento del hongo a los 14 diasrio toda la placa (5.2 cm),

por lo que a los 30 dias no hubo reduccion ereeimmiento vegetativo.

Esporulacién deG. virens. La concentracion 1.5, 2 y 2.5% redujeron la espoiah deG.
virens en 14.93, 27.76 y 40.96% respectivamente, hulereatitias estadisticas entre los
tratamientos (F=7.374, gl=3=0.005) y al comparar los tratamientos se formares
grupos, uno conformado por el control y 1.5% de ARS cuales no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entiles e(P=0.105), un segundo grupo
compuesto por la concentracion de 1.5 y 29%=.213) y el ultimo grupo con las
concentraciones de 2 y 2.58=.175) (Tabla 3). En contraste las reduccionesadas
por las concentraciones de Anvil fueron de 98.328&65%, presentando diferencias
significativas entre los tratamientos (F=4985.2893, P=.000), y se formaron tres grupos,
el primero integrado Unicamente por el controgegjundo establecido por la concentracion
de 1.5% y el tercer grupo por las concentracioee? yl2.5% P=2.38) (Tabla 3).

Germinaciéon conidial de G. virens. La viabilidad deG. virens no fue afectada por la
concentracién de 1.5 de ARS, pero si fue afectaddap concentraciones de 2 y 2.5%, en
donde ambas causaron una reduccion del 3%. Lommiexttos exhibieron diferencias
significativas (H=8.65P=0.0141) y se crearon dos grupos, un grupo confdonuer el
control y la concentracion de 1.59%>0.05), el otro grupo por las concentraciones 2 y
2.5% @>0.05) (Tabla 3). Por otro lado, las concentracgohé y 2% de Anvil no causaron
efectos negativos en la viabilidad @e virens, mientras que la concentracion de 2.5%
redujo 1.5% la viabilidad dé&. virens. El analisis encontr6 diferencias significativasre

los tratamientos (H=4.76?=0.0165) pero no se pudo realizar la prueba de ddiana

(comparacién entre grupos) (Tabla 3).
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Efectos de Aqua Resli® Super y Anvil® sobre el crecimiento vegetativo, esporulacion

y germinacion conidial deT. longibrachiatum.

Crecimiento vegetativo de T. longibrachiatum. El crecimiento vegetativo del.
longibrachiatum a los 14 dias no fue afectado por la concentrad®rl.5% de ARS,
mientras que las concentraciones 2 y 2.5% si lajeesh 0.48% cada una, el analisis
demostré que no hubo diferencias significativaseeluts tratamientos (H=2.8P=0.1794)
(Tabla 4). Por otro lado, el insecticida Anvil afecal crecimiento vegetativo dé.
longibrachiatum, con una reduccién menor de 5.61% causada pa@nieeatracion 1.5y la
mayor reduccion fue de 43.59% causada por la ctracédn de 2.5. Hubo diferencias
significativas entre los tratamientos (H=10.98;0.0093) y se formaron dos grupos el
primero compuesto por el control, 1.5 y 28>0.05) y el segundo creado por las
concentraciones 2 y 2.5%%0.05) (Tabla 4). Por otro ladd, longibrachiatum bajo el
efecto de ARS a los 30 dias disminuyo su porcemtajeeduccion del 0.48 al 0.19 en la
concentracionl.5 y del 0.48 al 0% en la concerdra@.5, en lo que respecta a la
concentracién 1.5% el porcentaje de reduccién sguva en 0% igual que a los 14 dias,
los tratamientos no presentaron diferencias esteaisP>0.05). El efecto del insecticida
Anvil sobre el crecimiento vegetativo dielongibrachiatum permanecio igual a los 14 y 30

dias.

Esporulacién de T. longibrachiatum. La esporulacion del. longibrachiatum se vio
afectada por la accién del insecticida ARS, dedegiocual la concentracion 1.5 causo una
reduccion de 18.91%, la concentracion 2% ocasiooreduccion de 44.34% y por ultimo
la concentracion de 2.5 redujo el 52.54% la espor@h. Se encontré diferencias
significativas entre los tratamientos (F=8.171,3gP=0.003) y se formaron tres grupos, el
primero integrado por el control y la concentracithf% =0.094), el segundo grupo
establecido por las concentraciones 1.5 y 2960(83) y el tercer grupo por las
concentraciones 2 y 2.5%=0.435) (Tabla 4). Por otra parte, el insecticiaeil redujo
desde el 99.84% hasta el 99.89% la esporulaciéif. dengibrachiatum, encontrando
diferencias significativas entre los tratamientbls=&,62, P=0.0283) y al compararlos se
crearon dos grupos, el primero formado por las eotnaciones 1.5, 2 y 2.5%%0.05) y el
otro constituido Unicamente por el control (Tabja 4
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Germinacién conidial deT. longibrachiatum. La concentracion de 1.5% del insecticida
ARS no afectd la viabilidad d&. longibrachiatum, mientras que la concentracion 2%
redujo el 22.5% vy la concentracion 2.5% la reduyo94%. Se encontraron diferencias
significativas en los efectos de los tratamientd®es la viabilidad (H=9.892=0.0072) y se
agruparon en dos conjuntos, el primero formadcepoontrol y las concentracion 1.5y 2%
(P>0.05) y el segundo establecido por las concewtnasi 2 y 2.5%R>0.05) (Tabla 4). Por
otro lado, el insecticida Anvil afectd6 de manerafedinte la viabilidad deT.
longibrachiatum, la concentracion 1.5 redujo la viabilidad 5.88%ientras que la
concentracion de 2% la redujo 6.21% y por ultim@dacentracion 2.5 la redujo 8.29%,
pero estadisticamente no hubo diferencias sigtifas entre los tratamientos (H=7.08,
P=0585) (Tabla 4).

Compatibilidad de los insecticidas Aqua Resli@ Super y Anvil® con los hongos

entomopatdgenos.

De acuerdo a la clasificacion de compatibilidacdculalda mediante el indice bioldgico
propuesto por Alves y colaboradores (2007) las ¢oesentraciones del insecticida ARS
fueron compatibles com. anisopliae, G. virens y T. longibrachiatum (Tabla 5). En
contraste, la clasificacion de las concentraciamesdas del insecticida Anvil fueron de
moderadamente tdxicas a toxicas para los tres Bomegtomopatdégenos (Tabla 5). Se
utilizé el crecimiento vegetativo medido a los 180ydias para calcular el indice biologico,
y en ambos se obtuvo la misma clasificacion toxiehido a esto solo se presentan los

resultados a los 14 dias.

Al comparar los indices biolégicos de ARS se ernemoh diferencias significativas entre
los tratamientos (F=11.58, gl=B=0.0217) y se encontré que la concentracién de 1.5%
mostro diferencias estadisticamente significato@slas concentraciones 2 y 2.5% (Figura
1). Por otro lado, también hubieron diferenciamiicativas en los indices biologicos
entre los hongos entomopatégenos (F=13.80, d¢=8,0160), siendd. anisopliae y G.
virens los hongos con los mejores indices (Figura 2).|&anterior, las combinaciones con

mejor compatibilidad soM. ansiopliae con 1.5% de ARS . virens con 1.5% de ARS.
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Discusioén

El insecticida ARS fue compatible con los hongds anisopliae, G. virens y T.
longibrachiatum, mientras que el insecticida Anvil fue téxico pdms tres hongos

entomopatdgenos.

El presente estudio es el primer reporte en trabd@ compatibilidad con hongos de la

especieG. virens y T. longibrachiatum, también es el primer trabajo con los insecticidas
ARS y Anvil. Los insecticidas piretroides ARS y Aha las concentraciones de 1.5, 2 y

2.5% causaron reducciones significativas sobieeslimiento vegetativo, esporulacion y

germinacion conidial de los hongos entomopatdégeMosanisopliae, G. virens y T.

longibrachiatum.

Las concentraciones letales de ARS en los mosqtesistentes (cepa Progreso) fueron
36.529 % (Cko), 30.286 % (Cks) y 27.388 % (Cks) %. En trabajos de compatibilidad
previos con otros piretroides a concentracione0.801 y 0.0055% (concentraciones
menores a las concentraciones letales de ARS a@plaresistente a piretroides) (Soares &
Monteiro, 2011; Oliveriaet al., 2003) fueron téxicos para los honddsanisopliae y B.
bassiana respectivamente. Debido a que con concentraciom&sores los piretroides
fueron téxicos, nosotros descartamos las conceomex letales del piretroide en la cepa
resistente, para los bioensayos de compatibiliteth vez que las concentraciones letales
de ARS encontradas en éste estudio superan poronaulels previamente reportadas como

toxicas.

Soares & Monteiro (2011) reportaron una esporufacié 76.20x1®%onidias/ml parav.
anisopliae en el control, mientras que cuando se expuso lesigo a la concentracion
recomendada (0.001%) del insecticida piretroided®m® (Cipermetrina), la esporulacion
fue de 1.29x1®onidias/ml, con una reduccion del 80.80%. Esasiltados contrastan
fuertemente con los resultados obtenidos en ekptesestudio, en donde ARS al 2.5%
causo reducciones del 0.85% en la esporulacioN.danisopliae, ademas ARS con las
concentraciones 1.5 y 2% caus6 un incremento emsfmrulacion de 1.35 y 0.4%
respectivamente em. anisopliae. Los porcentajes de reducciéon de conidias Mn

anisopliae fueron causados por concentraciones mayores atillaada por Soares,
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evidenciando que ARS es mas compatible con el hoRfjansecticida Anvil causé
reducciones en la esporulacion Bk anisopliae del 99.62 al 99.82 % mayores a las

reportadas por el grupo de Soares.

Niassy y colaboradores (2012) demostraron queeeiraiento vegetativo dil. anisopliae
expuesto a la concentracion recomendada por atéaibe del piretroide Duduthrin® (L-
cyhalothrin) fue de 16.5 mm (1.65cm) a los 19 digigntras que en el presente estudio con
un tiempo de mayor exposicion (30 dias) a la camnaeibnde ARS recomendada (2%) por
Bayer,M. anisopliae presentd un crecimiento vegetativo de 4.98 mayorraportado por
Niassy y colaboradores. O bien, la concentraciodeserita es demasiado alta comparada
con la de ARS y por ello el crecimiento vegetafive solo de 19 dias, o de nuevo podemos

asumir que ARS es menos toxico permitiendo un mergmimiento vegetativo.

Por otro lado, la germinacion conidial Bebassiana fue reducida hasta el 22.22, 83.60 y
80.70% por la mitad de la dosis recomendada pdalaicante (no reportada) de la
formulacion Decis (Deltamethrin) (Oliveirat al. 2003), mientras que en el presente
estudio ARS a la dosis recomendada causoé redwsciem la germinacion conidial d&

anisopliaey G. virensde 0 y 3 % menores a las causadaB.drassiana.

El insecticida Anvil en el presente estudio no &fda germinacion conidial de los hongos
entomopatdégenodM. anisopliae, G.virens y T. longibrachiatum, pero si afect6 el

crecimiento vegetativo y esporulacion, concordarmolo que sugiere Zimmerman (1975)
[citado por Cazorla &Morales-Moreno (2010)], el kuaenciona que la inhibicion del

crecimiento de un hongo por parte de un producimigo, no es indicativo de la reduccion
de su esporulacion o viceversa, por lo anterioreepresente estudio se midieron los
parametros de esporulacion a los 10 dias, y crenimivegetativo a los 14 y 30 dias

después de la exposicion o aplicacion del inseketici

En este estudio, Anvil redujo un 43.59% el crecirtoevegetativo deT. longibrachiatum,
superior a lo reportado por Gampala &nPinnaman20l(), en el cual encontraron una
reduccion del 20% en el crecimiento vegetativordeiride, mientras que ARS redujo el

crecimiento vegetativo dE longibrachiatum solo un 0.48%.
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Por otro lado, el insecticida Anvil no fue compé#ilbon los hongos entomopatégemds
anisopliae, G. virens y T. longibrachiatum, este comportamiento concuerda con otros
piretroides los cuales fueron téxicos pMaanisopliae (Khanet al., 2012; Niassyt al.,
2012) con la diferencia que ellos no incluyeronvéaiable germinacion conidial. Por
ejemplo la concentracion recomendada por el fafiécadel piretroide Barrage
(Cipermetrina) fue toxica para el honiglo anisopliae (Soares & Monteiro, 2011). Batista y
colaboradores (2001) reportaron que el piretroiceci§® 25 CE (Deltametrina) fue
compatible y moderadamente téxico para el hokiganisopliae, pero no incluyeron la
variable germinacion conidialEn este trabajo el insecticida ARS fue compatilole los
tres hongos entomopatdgerndsanisopliae, G. virens y T. longibrachiatium, lo que puede
permitir un uso combinado de estos productos.

En el presente estudio decidimos incluir la cleadion toxicidad de un insecticida
propuesto por Alves y colaboradores (2007) el doeluye la variable germinacion
conidial, debido a que la germinacion conidial égpremer paso para que un hongo
entomopatdgeno atraviese la cuticula del insedtighibicion de la germinacién podria
afectar considerablemente la eficacia del hongoneopatogeno (Anderson & Roberts
1983).

A pesar de que los insecticidas ARS y Anvil sortpaides, ARS fue compatible y Anvil
de moderadamente téxico a toxico para los honlgosanisopliae, G. virens y T.
longibrachiatum, similar a lo reportado por Alves (2013) en el ddatate Zeon (Lambda-
cyhalothrin) fue compatible y Nor-trin (Cypermetiyrifue toxico paraM. anisopliae.

¢, Cuales son las diferencias entre ARS y Anvil gara uno fuera compatible y el otro
toxico a las mismas especies de hongos entomopat®®éa primera variable a considerar
es el ingrediente activo, por lo que se tienen madizar bioensayos de compatibilidad
donde solo se utilice el ingrediente activo de dadaulacién para ver si son toxicos de
manera individual. Schumacher & Poehling (2011) onaron que la permetrina
(ingrediente activo de ARS) fue compatible en urgcade dosis de 0.32ppm a 200ppm. La
segunda variable es el resto de sustancias queantilos fabricantes para hacer el
formulado. Tamai y colaboradores (2002) menciona@& existen productos comerciales
con el mismo ingrediente activo pero de diferefaesicantes, pudiendo presentar desigual
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comportamiento debido a las diferentes sustanceesdas para formular por cada
fabricante. Anderson & Roberts (1983) también nmamem que los aditivos que se usan
para la formulacibn de un insecticida podrian estdectando a los hongos
entomopatdégenos. Ademas, otra variable a consiésréa variabilidad genética por parte
de los hongos, Cazorla & Morales-Moreno (2010) reggon una amplia variedad de
respuesta de 13 aislamientosRléassiana hacia los insecticidas quimicos, evidenciando
gue la variabilidad genética a nivel de cepas ariséma especie afecta la respuesta hacia el
insecticida. Esto podria explicar por qué en es@née trabajo los indices bioldgicos entre
los hongos entomopatdégenos expuestos al mismdircidadue diferente, lo que nos lleva
a suponer que es por la variabilidad genética-ggpecifica, y se corrobor6 al analizar a
los hongos entomopatégenos por bloques y encowmtrdifdrencias significativas entre

éstos al ser expuestos a ARS (Figura 2).

Por otro lado, los piretroides actuan a nivel deates de sodio en mosquitos y en general
en todos los insectos (Soderlund, 1997; Soderlurithple, 1999; Vaist al., 2001) y
hay reportes que mencionan que el hoSgrrharomyces cerevisae contiene proteinas de
membrana que tiene funciones parecidas a la deatwles idnicos (Teng al., 2008), por

lo que se podria contemplar que los piretroidégeacde manera similar en los hongos

entomopatdgenos.

En conclusion, el insecticida Anvil a las concecitvtaes 1.5, 2 y 2.5% no puede ser
considerado para usarse en combinacion con losoBogigtomopatdégendd. anisopliae,

G. virens y T. longibrachiatum. Por el contrario, las tres concentraciones dstdticida
ARS fueron compatibles con los hongos entomopatixyph anisopliae, G.virens y T.
longibrachiatum, siendo la concentracion de 1.5% la mejor combarad¢anto conM.
anisopliae como conG. virens. Basados en estos resultados estas combinaciodeisip
ser usadas en estrategias de control integradige.deegypti, aunque es necesario realizar
su validacion a nivel de laboratorio para demoslkaaefectividad de alguna de estas

combinaciones sobre mosquita aegypti 0 un posible efecto sinergista.
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Tablas y figuras

Tabla 1. Concentraciones letales (§&LCLzs, CLis) estimadas de los insecticiddgua Reslin®

Super (ARS) y Anvil® para mosquitofedes aegypti susceptibles (cepa Nueva Orleans) y

resistentes a piretroides (cepa Progreso).

. . . Limite Limite
Tratamiento CL Estimacion inferior superior X calculada Tablas
15 1.175 1.019 1.27
ARS en
Nueva 25 1.262 1.132 1.349 7.005 7.815
Orleans
50 1.44 1.346 1.547
15 1.173 1.117 1.22
Anvil en
Nueva 25 1.272 1.224 1.314 4.646 7.815
Orleans
50 1.48 1.438 1.525
15 27.388 21.838 30.415
ARS en
progreso 25 30.286 25.802 33.039 6.748 7.815
50 36.529 33.552 40.452
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Tabla 2. Efecto de los insecticidasqua Reslin® SuperARS) y Anvil® sobre el crecimiento

vegetativo, esporulacion y germinacionMeanisopliae.

Crecimiento vegetativo Esporulacién Germinacion
(%) (%) (%)
Cm reduccion X x 10* reduccién/incremento % reduccion
Control 5.20.13+0.05a 0 3.18x10+1444745.23a 0 100a 0
15 5.025+0.13ab -2.86 3.22x10+1093160.56a +1.35 100a 0
ARS 2 4.516+0.36b -12.74 3.19x10+549241.902a +0.4 100a 0
25 4.47+0.43b -10.53 3.15x10+170171.482a -0.85 95.25+1.5b -4.75
Control 4.99+0.18a 0 6.31x10+8508574.11a 0 100a 0
15 3.316+0.36b -33.44 2.37x10+32274.86b 99.62 100a 0
Anvil 2 3.116+1.13bc -37.71 1.31x10+23935.68c 99.79 100a 0
25 2.866+0.63c -42.73 1.12x10+32274.86¢ 99.82 91.75+2.75b -8.25

Letras iguales indican no diferencias estadisticaengignificativas.

Tabla 3. Efecto de los insecticidasqua Reslin® Super(ARS) y Anvil® sobre el crecimiento

vegetativo, esporulacion y germinacionG@levirens.

Crecimiento vegetativo Esporulacién Germinacion
%
Cm (%) reduccién X x 10* red(uc)cién % (%) reduccion
Control 5.2a 0 5.17x10+119187792 0 100a 0
15 5.2a 0 4.28x10+5531632.5ab -14.93 100a 0
ARS 2 5.2a 0 362x10+3385016ab -27.76 97+0.82b 3
2.5 5.2a 0 2.91x10+3869619.9b -40.96 97+2.16b -3
Control 5.2a 0 6.31x10+314576.42 0 100 0
15 5.2a 0 4.12x106+32274.9b -08.32 100 0
Anvil 2 5.2a 0 3.75x16+20412.4¢c -98.47 100 0
25 5.2a 0 3.56x13+23935.7¢ -98.55 98.5+1.39 15

Letras iguales indican no diferencias estadisticaensignificativas.

Tabla 4. Efecto de los insecticidasgua Reslin® SuperARS) y Anvil® sobre el crecimiento

vegetativo, esporulacion y germinacionTdéongibrachiatum.

Crecimiento vegetativo Esporulacién Germinacion
cm (%) reduccion X x 10* (%) reduccion % (Y)luecion
Control 5.2a 0 1.67x10a 0 100a 0
15 5.2a 0 1.27x10ab 18.91 100a 0
Aqua Reslin Super 5.18a -0.48 8.72x16bc 44.34 77.5ab 22,5
25 5.18a -0.48 7x10°c 52.54 54.09b 45.91
Control 5.2a 0 6.31x10a 0 100a 0
15 4.91a -5.61 2.37x16b 99.84 94.12a 5.88
Anvil 2 4.67ab -10.26 1.31x16b 99.89 93.79a 6.21
25 2.93b -43.59 1.12x16b 99.87 91.71a 8.29

Letras iguales indican no diferencias estadisticaengignificativas.
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Tabla 5. Clasificacion de la compatibilidad dequa Reslin® Super(ARS) y Anvil® con M.
anisopliae, G. virensy T. longibrachiatum con las concentracion utilizadas.

indice bioldgico para la clasificacion de Aqua ReSluper

ARS M. anisopliae G. virens T. longibrachiatum
% B Clasificacion B Clasificacion B Clasificacion
1.5% 98.9972612 C 93.5784605 C 91.8688451 C
2% 93.9961656 C 87.762893 C 78.4545081 C
2.5% 91.8512999 C 82.0868903 C 72.5927879 C
indice bioldgico para la clasificacion de Anvil
Anvil M. anisopliae G. virens T. longibrachiatum
% B Clasificacion B Clasificacion B Clasificacion
1.5% 41.4466191 MT 57.0722059 MT 53.8454513 MT
2% 39.3671031 T 57.0656456 MT 51.6054983 MT
2.5% 36.1723242 T 56.9124099 MT 35.7394499 T
97.42+
A
93.43
@ 89.44
B
85.44
IB
81.45 .
1.50 2.00 250

Tratamiento

Figura 1. indices bioldgicos de las concentracion 1.522506 deAqua Reslin® Super.
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97.62
A
93.261
M 88.90+ AB
84.54
IB
80.18 T
M. anisopliae T. longibrachiatum
G. virens
Bloque

Figura 2. indices bioldgicos de los hongos entomopatégeviosanisopliae, G. virens y T.
longibrachiatum.
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