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I. Resumen

El control de Aedes aegypti, vector del dengue en México, esta basado en la aplicacion de
insecticidas. Dado los problemas de resistencia a los insecticidas usados es necesaria la
implementacién de nuevas estrategias de control. Los hongos entomopatégenos son
ampliamente utilizados como agentes de control de un extenso grupo de insectos,
incluyendo mosquitos. Una estrategia para mejorar la eficacia de los hongos es combinar el
uso de hongos entomopatégenos con insecticidas; sin embargo, es necesario probar que
exista compatibilidad entre el hongo y el insecticida a utilizar debido a que los insecticidas
pueden generar un efecto adverso sobre los hongos. En el presente estudio se evalué el
efecto de diferentes concentraciones de formulados de los insecticidas malation y
clorpirifos-etil sobre la germinacion, esporulacién y crecimiento vegetativo de Gliocladium
virens, Trichoderma longibrachiatum y Metarhizium anisopliae. Clorpirifos-etil fue el
insecticida que mostré mayores efectos toxicos sobre los tres hongos. De acuerdo a la
clasificacion de compatibilidad (Alves et al., 1998) Gliocladium virens fue compatible con
malation a las concentraciones 0.84%, 0.85% y 0.88% mientras que Metarhizium
anisopliae fue compatible con malation a las concentraciones de 0.85% y 2.31%. Esta
compatibilidad podria considerarse como un elemento mas en la alternativa del control
integrado de Ae. aegypti.

Palabras clave: Gliocladium virens; Trichoderma longibrachiatum; Metarhizium
anisopliae; malation; clorpirifos-etil; hongo entomopatdgeno; compatibilidad.



I1. Introduccidn

El Dengue es una infeccion virica producida por el virus dengue del cual se conocen cuatro
serotipos (DENV 1, DENV 2, DENV 3y DENV 4). Esta enfermedad es transmitida por la
picadura de mosquitos del género Aedes. En los ultimos afios, la incidencia y la gravedad
de la enfermedad han aumentado rdpidamente en Latinoamérica y el Caribe (OMS, 2014) y
por el elevado nimero de personas afectadas estd considerada la enfermedad virica mas
importante transmitida por artropodos (San Martin y Brathwaite-Dick, 2007).

Durante el 2013, en México se registraron 43, 663 casos confirmados de fiebre por dengue
y 18, 667 casos confirmados de fiebre hemorragica por dengue, resultando en total 104
defunciones (SINAVE, 2014). En la actualidad, no hay tratamiento especifico ni vacuna
disponible aunque a nivel mundial existen seis candidatos de vacunas del dengue en etapas
de desarrollo y muchas otras en etapa pre-clinica (Guardian News, 2014), por lo tanto el
unico medio para reducir las tasas de infeccion es a través del control del insecto vector
(Paula et al., 2011).

En México, el vector principal del dengue es Ae. aegypti (L.). El control de Ae. aegypti ha
sido realizado durante los Gltimos 40 afios por métodos quimicos (Montada et al., 2005).
Sin embargo, esto no ha sido suficiente para reducir las poblaciones e impactar la
incidencia de la enfermedad por lo que se emplean otras estrategias para reducir los
criaderos de este vector mediante programas de saneamiento ambiental (OPS, 2005).

Una de las acciones de control dirigida a las fases acudticas del mosquito Ae. aegypti
consiste en aplicar insecticidas organofosforados en los recipientes que constituyen
criaderos mientras que para la fase adulta se aplican insecticidas piretroides y
organofosforados autorizados por el CENAPRECE, de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-032-SSA2-2010, para la vigilancia epidemiologica, prevencion y control
de enfermedades transmitidas por vector (SSA, 2009), principalmente en nebulizaciones
espaciales a ultra bajo volumen (UBV).

En los ultimos 30-50 afios en los paises de América Latina se han utilizado insecticidas
organofosforados en recipientes de agua doméstica y para tratamiento residual
intradomiciliario o rociado espacial para reducir las densidades de Ae. aegypti (Rodriguez,
2008). A partir de la década de los 90 hasta la fecha se han utilizado en la mayoria de los
paises de América Latina, los insecticidas piretroides para el control de adultos en presencia
de altos indices de infestacion del vector. Ae. aegypti ha desarrollado resistencia a una
amplia variedad de insecticidas (OMS, 1992) lo que constituye el principal problema
operacional que afecta su control.

Dada la problematica de resistencia, se genera la necesidad de buscar nuevas alternativas de
control en las que se puede reducir el uso de insecticidas quimicos. Dentro de las opciones
disponibles y que ademas puede ser aplicada para el control de insectos vectores se incluye
el control bioldgico. EI uso del control biolégico permite la reduccién del uso de los
insecticidas aplicados, asi como también los efectos adversos a la salud humana y al
ambiente en general y de la aparicién de poblaciones de insectos resistentes (Carzola y



Morales, 2010; Motta-Delgado y Marcia-Ordofiez, 2011). EIl control bioldgico incluye el
uso de organismos entomopatdgenos: bacterias, virus, protozoarios, nematodos y hongos
(Lacey et al., 2001).

Los hongos entomopatdgenos son un grupo de microorganismos ampliamente estudiados
en todo el mundo; tienen la particularidad de parasitar a diferentes tipos de artropodos
(insectos y acaros) y de encontrarse en habitats muy variados, ya sea acuatico o terrestre
(Lecuona et al., 1996). Los hongos pueden jugar un papel muy importante en la salud
humana (Lecuona et al, 1996) ya que son candidatos prometedores para el control de
vectores, especialmente de mosquitos, triatominos y garrapatas (Luz et al., 2007). Se ha
reportado que los hongos entomopatégenos afectan a poblaciones de mosquitos en todo el
mundo lo que sugiere que su manipulacion podria ayudar a optimizar el control en
mosquitos vectores (Scholte et al., 2004).

Se han realizado estudios con el objetivo de demostrar el potencial de infeccion de los
hongos entomopatégenos sobre mosquitos vectores. Scholte et al. (2003) realizaron
ensayos de patogenicidad con Metarhizium anisopliae sobre mosquitos hembras y machos
de Anopheles gambiae y Culex quinquefasciatus, a través de substratos tratados con
conidias y expuestos a diferentes tiempos, los resultados demostraron que M. anisopliae es
altamente patogénico para las especies vectores utilizadas.

En estudios realizados por Mnyone et al. (2009) se investigé el efecto de M. anisopliae y
Beauveria bassiana sobre hembras de An. gambiae, reportando que la sobrevivencia de los
mosquitos varia con la concentracion de conidias.

También se han realizado estudios con el fin de conocer si las especies resistentes a
insecticidas son susceptibles a hongos entomopatogenos. Howard et al. (2010) demostraron
gue mosquitos An. gambiae resistentes a insecticidas son significativamente mas
susceptibles a M. anisopliae y B. bassiana en comparacion a la cepa susceptible de la
misma especie de mosquito.

Aunque en la mayoria de los estudios se utilizan los hongos M. anisopliae y B. bassiana
por tener una distribucién geografica muy amplia (Scholte et al., 2003) es también
necesario realizar estudios con cepas nativas, pues se conoce que son mas efectivas que las
cepas introducidas por estar adaptadas a las condiciones climaticas del lugar donde seran
aplicadas (Castillo, 2006). En un estudio realizado por Vazquez-Martinez et al. (2013) se
demostré que M. anisopliae y Gliocladium virens tienen efecto patogénico sobre larvas y
adultos de An. albimanus.

Se ha reportado la actividad ovicida de Isaria farinosa, Paecylomices carneus, M.
anisopliae, Penicillium sp. y B. bassiana sobre Ae. aegypti (Luz et al., 2007). Cisneros
(2010) demostro que los hongos Fusarium oxisporum, Aspergillus aculeatus, Aspergillus
niger y Trichoderma longibrachiatum causaron en general més del 89% de mortalidad en
larvas de Ae. aegypti. Asi mismo, se ha demostrado que los adultos de esta misma especie
son altamente susceptibles a hongos como M. anisopliae, 1. fumosorosea, P. carneus y
Lecanicillium psalliotae (Leles et al., 2010).



Uno de los aspectos prometedores del uso del control microbiano de insectos, es su
integracién con otras medidas de control, particularmente con métodos quimicos (Neves et
al., 2001), por lo cual, se han realizado estudios para demostrar los efectos de los
insecticidas sobre los hongos entomopatdgenos (Mohamed et al., 1987; Lecuona y Diaz,
1996; Oliveira et al., 2003; Anhalt et al., 2010; Schumacher y Poehling, 2012). Un ejemplo
de lo anterior es el estudio realizado por Paula et al. (2011) en el que se evalud el uso
combinado de M. anisopliae con concentraciones subletales de imidacloprid (Confidor®,
Bayer, Brasil) sobre hembras de Ae. aegypti. La concentracion subletal de 0.1 ppm
combinado con 1x10° conidia mL™ redujo la sobrevivencia de Ae. aegypti comparado con
el uso del insecticida o el hongo de manera individual.

También Xu et al. (2002) mencionaron que la aplicacion combinada de insecticidas
quimicos y hongos entomopatégenos ha demostrado su eficacia para el control de plagas y
puede tomar ventajas de ambos ya que logra reducir el uso de insecticidas y desacelerar el
desarrollo de resistencia. Para una determinada plaga, la estrategia requiere no solo un
hongo candidato, sino también un insecticida seleccionado cuidadosamente con base a su
compatibilidad bioldgica con el agente fungico involucrado (Xu et al., 2002).
Desafortunadamente, existe poco conocimiento de la compatibilidad de insecticidas
comerciales con agentes fungicos (Shi et al., 2005). El conocimiento de la compatibilidad
entre hongos entomopatdgenos e insecticidas puede facilitar la eleccion de productos para
Programas de Manejo Integrado de Vectores (MIV) (Neves et al., 2001).

Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la compatibilidad de hongos
entomopatogenos nativos e insecticidas organofosforados, con el fin de que los resultados
puedan ser Utiles en el desarrollo de medidas alternativas para el control de las poblaciones
de Ae. aegypti y con ello reducir la incidencia de Dengue.

I11. Materiales y métodos
3.1 Insecticidas

Se utilizaron los insecticidas Malathion 1000 (malation 88.7%, HPA, Productos de Higiene
y Proteccion Ambiental S.A. de C.V.) y Tumbador (clorpirifos etil 44.5%, TACSA).

3.2 Mosquitos

Para los bioensayos de susceptibilidad se utilizaron hembras de Ae. aegypti de las cepas
susceptible (cepa New Orleans) y resistente a organofosforados (cepa Loma Zapatero) de 2-
3 dias de emergidas y alimentadas Unicamente con una solucién de agua azucarada al 10%,
proporcionadas por el Insectario del Laboratorio de Insecticidas del Centro Regional de
Investigacion en Salud Publica (CRISP).

3.3 Cepas de hongos

Se utilizaron tres cepas de hongos entomopatdgenos, dos cepas nativas Trichoderma
longibrachiatum y Gliocladium virens proporcionadas por el Laboratorio de Patogenos y



Vectores del Centro Regional de Investigacion en Salud Publica (CRISP) y una cepa
foranea de Metarhizium anisopliae, donada por el Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados (CINVESTAV), Unidad Irapuato. Cada cepa se cultivé por separado en medio
de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) en placas petri mediante la técnica del papel
celofan (Dennis y Webster, 1971).

3.4 Pruebas de linea base y compatibilidad

Se determinaron las concentraciones letales (CLs, CL2s y CLsg) para las cepas susceptible
y resistente a organofosforados de Ae. aegypti. Se probaron de manera individual las tres
cepas de hongos con los dos insecticidas, utilizando la CL;s, CLys y CLso de cada uno. La
compatibilidad de malatién y clorpirifos-etil se evaluo6 sobre la germinacion, esporulacion y
crecimiento vegetativo de T. longibrachiatum, G. virens y M. anisopliae.

3.4.1 Germinacién

Para evaluar el efecto del insecticida sobre la germinacion se sembraron 5 alicuotas de 5 pl
de una suspension de conidias de 1x10° conidias mL™ en placas con medio SDA con las
concentraciones incorporadas de insecticida. Como control, se emplearon placas petri con
el mismo medio de cultivo pero sin insecticidas. Se incubaron a 25-28°C por 18-24 horas
aproximadamente y luego se agregd azul de lactofenol para detener la germinacion. Se
corto la porcion de agar donde se inoculd la alicuota y se coloco sobre una lamina de
portaobjetos, se cubrid con un cubreobjetos y se observo al microscopio a 40X. Se
contabilizaron las conidias germinadas y no germinadas y se obtuvo el porcentaje de
germinacioén (Cafiedo y Ames, 2004).

3.4.2 Esporulacion

Para determinar la produccion de conidias, se sembraron 5 pl de una suspension de conidias
de 1x10° conidias mL™ en placas petri con SDA més la concentracién correspondiente de
insecticida. Se incubaron a 27°C por 10 dias. Posteriormente, se extrajo un circulo central
de 1 cm? de la colonia, se resuspendié en 5 ml de Tween al 0.01% y se sonicé para la
disgregacion de las conidias. EI nimero de conidias fue contabilizado utilizando una
camara de Nelbauer.

3.4.3 Crecimiento vegetativo

Se cort aproximadamente un cm? del cultivo de hongo esporulado y se sembré de manera
individual en el centro de la placa petri con cada tratamiento; se incub6 a 25-28°C y una
humedad relativa de 70+5%. Se estimo el crecimiento de las colonias a través de su
didmetro (cm); cada valor fue obtenido del promedio de tres mediciones al dia 14 y 30,
posteriores a la inoculacion. Para cada prueba, se realizaron cuatro repeticiones y tres
réplicas por tratamiento, incluyendo al control.



3.4.4 Andlisis estadistico

Las CL fueron calculadas utilizando el programa EPA (Probit Analysis Program Version
1.5), aplicando una prueba de chi-cuadrada.

Los resultados de germinacion y esporulacion fueron expresados en porcentaje y para el
crecimiento radial el diametro fue expresado en centimetros. A los resultados de
germinacion (% de germinacion) se les aplicé una transformacion arcoseno (Sen™ raiz de
X). Los datos fueron analizados usando un analisis de varianza (ANOVA) bajo un disefio
aleatorizado y las medias fueron comparadas utilizando una prueba de Tukey (p<0.05) en el
programa InfoStat versién 2013.

La compatibilidad se calculé con la formula de T (Alves et al., 1998): T=20[CV] +
80[ESP]/100. Donde: CV= crecimiento vegetativo con relacién al control y ESP =
porcentaje de esporulacion con relacion al control. Se establecieron los siguiente limites
para T: 0-30% = altamente toxico (AT); 31-45% = toxico (T); 46-60% = moderadamente
toxico (MT); >60% = compatible (C).

IV. Resultados

4.1 Linea base de malation y clorpirifos-etil con mosquitos de Ae. aegypti susceptibles
(cepa New Orleans) y resistentes a organofosforados (cepa Loma Zapatero).

Las concentraciones letales obtenidas (CL) CL;s, CLys y Clso del formulado de malation
para la cepa susceptible fueron 0.84%, 0.85% y 0.88%, respectivamente y para la cepa
resistente a organofosforados fueron 2.31%, 2.62% y 3.29%. Las CLjs, ClLys y Cls
obtenidas del formulado de clorpirifos-etil para la cepa susceptible fueron 0.41%, 0.60% y
0.98% mientras que para la cepa resistente a organofosforados fueron 5.10%, 5.70% y
7.50% (Tabla 1).

Las CLis y CLsp Se determinaron a traves de un andlisis Probit; dado que el analisis Probit
no calcula la CLys, ésta se obtuvo utilizando el programa StatPlus 2009. Las
concentraciones letales de malation y clorpirifos-etil antes mencionadas fueron utilizadas
para los ensayos de compatibilidad con los hongos T. longibrachiatum, G. virens y M.
anisopliae.

4.2 Compatibilidad de malation y clorpirifos-etil evaluada sobre la germinacion,
esporulacion y crecimiento vegetativo de T. longibrachiatum, G. virens y M. anisopliae.

4.2.1 Germinacién

La germinacion de G. virens varié significativamente (F= 872.03; gl= 12, P=0.0001)
(Tabla 2) entre los diferentes tratamientos con insecticida. T. longibrachiatum Unicamente
presentd germinacion en las tres concentraciones mas bajas de malation (0.84, 0.85 y
0.88%) (F= 1972.75, gl= 12, P=0.0001) (Tabla 3). A pesar de tener valores de



concentracion muy cercanos, la germinacion en el tratamiento 0.85% fue mayor que en el
de 0.84% y 0.88%. La germinacion de M. anisopliae vari6 (54.25-96.36%)
significativamente entre los tratamientos de malation y clorpirifos-etil (F=622.82, gl= 12,
P=0.0001) (Tabla 4); sin embargo, esta variacion en la germinacion no solo fue debida a la
concentracion de insecticida sino también al tiempo. T. longibrachiatum y G. virens no
presentaron germinacion en ninguna de las seis concentraciones usadas de clorpirifos-etil,
mientras que M. anisopliae no present6 germinacion en ninguna de las tres concentraciones
mas altas de clorpirifos-etil (5.1%, 5.7% y 7.5%) después de 120 h.

4.2.2 Esporulacion

El porcentaje de esporulacion varié dependiendo del hongo. Para el caso de G. virens
Unicamente se registrd esporulacion en los tratamientos con las tres concentraciones mas
bajas de malation (0.84%, 0.85% Yy 0.88%) habiendo una diferencia significativa
(F=206.84, gl=12, P=0.0001) cuando se compararon individualmente con el control (Tabla
2). T. longibrachiatum no registr6 esporulacion en ninguno de los tratamientos de malatién
ni de clorpirifos-etil (Tabla 3); mientras que M. anisopliae presenté esporulacion en la
mayoria de los tratamientos, variando (2.52-100%) significativamente (F= 59.43, gl=12,
P=0.0001) entre ellos (Tabla 4). Se pudo observar que un aumento en la concentracion no
resultd en la disminucién de la produccion de conidias, obteniendo resultados
contradictorios.

4.2.3 Crecimiento vegetativo

La inhibicion del crecimiento vegetativo se evalud en dos tiempos (a los 14 y 30 dias post-
inoculacion) encontrando que los diferentes niveles de inhibicion dependieron del tiempo y
de las concentraciones usadas. No obstante, se registr6 menor inhibicién del crecimiento
vegetativo a los 30 dias post-inoculacion.

El crecimiento de G. virens fue menos afectado por las concentraciones de malation, el cual
inhibié como méximo 16.5% a los 30 dias a la concentracion de 3.29% mientras que en el
mismo tiempo clorpirifos-etil inhibi6é hasta un 80.07% del crecimiento a una concentracion
de 0.98%. Tanto a los 14 como a los 30 dias, todos los tratamientos tuvieron reduccion del
crecimiento el cual fue significativamente diferente (F= 984.42, gl=12, P=0.0001) al del
control. T. longibrachiatum también fue méas afectado por clorpirifos-etil al presentar una
inhibicién del 83.04% en la concentracion de 0.98%; sin embargo, con la concentracion
mayor de malation (3.29%) se present6 una inhibicion del crecimiento del 49.93%. Al igual
que G. virens, el crecimiento de T. longibrachiatum en los tratamientos con insecticida fue
significativamente diferente (F= 987.21, gl=12, P=0.0001) comparado con el control a los
14 dias, mientras que a los 30 dias, Unicamente el tratamiento de malation al 0.85% no tuvo
diferencia significativa (F=1258.09, gl=12, P=0.0001) cuando se compar6 con el control.
El crecimiento vegetativo del control de M. anisopliae fue significativamente diferente (F=
63.97, gl= 12, P=0.0001) a todos los tratamientos con malation y clorpirifios-etil tanto al
dia 14 como al dia 30.

Las tres concentraciones mas altas de clorpirifos-etil (5.1%, 5.7% y 7.5%) manifestaron un
efecto muy toxico sobre T. longibrachiatum, G. virens y M. anisopliae inhibiendo
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totalmente su crecimiento. Al igual que en la esporulacion, en general, un aumento de la
concentracion no dio como resultado una mayor disminucion del crecimiento micelial.

Considerando la férmula propuesta por Alves et al. (1998) para la clasificacion de
productos quimicos de acuerdo a su toxicidad sobre los hongos entomopatdgenos probados,
se obtuvo que malatién al 0.84%, 0.85% y 0.88% fue compatible con G. virens, mientras
que al 0.85% y 3.21% fue compatible con M. anisopliae.

V. Discusion

Los resultados indican que de acuerdo a la formula propuesta por Alves et al. (1998) M.
anisopliae es compatible con malation a las concentraciones 0.85% y 2.31% mientras que
G. virens es compatible con malation a las concentraciones 0.84%, 0.85% y 0.88%.

Los resultados mostraron que clorpirifos-etil fue el organofosforado mas téxico para el
crecimiento vegetativo, la esporulacién y la germinacién de T. longibrachiatum, G. virens y
M. anisopliae. Mohamed et al. (1987) también observaron un efecto toxico de clorpirifos,
(5,000, 10,000 y 25,000 ppm de ingrediente activo), sobre el crecimiento micelial y
esporulacion de M. anisopliae var. anisopliae. Por su parte, Lecuona y Diaz (1996)
observaron el mismo efecto toxico de clorpirifos (Lorsban®, clorpirifos 48%) sobre
Beauveria bassiana, inhibiendo méas del 80% del crecimiento micelial y reduciendo mas del
96.5% de la produccion de conidias. En el caso de los hongos ensayados en este trabajo se
observo que el crecimiento vegetativo de G. virens presentd una inhibicion de 56.83% a
80.07%, T. longibrachiatum de 70.49% a 83.04% y M. anisopliae de 42.24% a 57.92%. En
G. virens y T. longibrachiatum la esporulacién se vio inhibida en el 100%, mientras que en
M. anisopliae la esporulacion se inhibio de 69.63 a 97.48%.

Oliveira et al. (2003) reportaron que la formulacion de clorpirifos (Lorsban® 480) a la
concentracion recomendada en campo, la mitad y doble de esta concentracién inhibe el
100% de la germinacion de B. bassiana cepa CG 425. En este trabajo G. virens tuvo una
inhibiciébn de la germinacién de 3-12.03%, M. anisopliae de 6.63-9.1% y T.
longibrachiatum presento el 100% de inhibicion de la germinacion. Igual Ramzan-Asi et al.
(2010) reportaron que clorpirifos (Lorsban® 40EC) causa una inhibicion elevada del
crecimiento y germinacion de M. anisopliae asi como una inhibicion del crecimiento y una
reduccién de la germinacion del 85.43% de Paecilomyces fumosoroseus. Babu et al. (2014)
reportaron que clorpirifos (Hilban®) a 0.1 de la concentracion recomendada en campo es
compatible con M. anisopliae. No obstante, esa concentracién fue mucho mas baja a las
utilizadas en este trabajo (0.41% -7.5%).

Por otro lado, malation resulté ser menos toxico para el crecimiento micelial que para la
esporulacion en todos los hongos usados en este trabajo, lo que concuerda con Mohamed et
al. (1987) quien al evaluar el efecto de malation (5,000, 10,000 y 25,000 ppm) sobre el
crecimiento micelial y esporulacion de M. anisopliae var. anisopliae, encontré que a 5,000
ppm la tasa de esporulacion fue alta mientras que a 10,000 y 25,000 ppm la tasa de
esporulacion de M. anisopliae fue baja; sin embargo, no utilizaron formulaciones sino el
ingrediente activo disuelto en acetona a <1%. Carzola y Morales (2010) evaluaron la



germinacién de 13 aislamientos de B. bassiana en presencia de malation (Malathion
94ULV®, INICA) utilizando dos concentraciones (1.25% y 0.625%). Reportaron que a
1.25% se inhibié la germinacion en todos los aislamientos, mientras que a 0.625% el
porcentaje de germinacion vario de 0.3% a 67.8% entre los diferentes aislamientos. En este
trabajo G. virens presentd germinacion nicamente en las tres concentraciones mas bajas de
malation (0.84, 0.85 y 0.88%) y esta varié de 88.62% a 91.39%. T. longibrachiatum
también tuvo germinacion solamente en las tres concentraciones mas bajas de malation y la
germinacién varié de 93.17% a 97.67%. M. anisopliae presentd germinacion en los seis
tratamientos de malatién y su germinacion vario de 54.25% a 96.36%. La diferencia en que
en este trabajo se reporte mayor porcentaje de germinacion que en el trabajo de Carzola y
Morales (2010) puede ser debido a que ademas de que son diferentes especies de hongos
las utilizadas en ambos trabajos, en este trabajo se monitored la germinacién hasta por 70
horas post-inoculacion mientras que ellos reportaron la germinacién de todos los
aislamientos solo a las 24 horas.

Hirose et al. (2001), sugirieron que la diferencia entre los resultados de los diferentes
estudios puede derivar parcialmente de los diferentes aditivos de las formulaciones usadas
para cada producto y adicionalmente de la alta variabilidad de la cantidad de ingrediente
activo. Asi mismo, Anderson et al. (1989), sugirieron que el efecto de un insecticida sobre
el crecimiento del hongo respecto al control podria adjudicarse al tipo de formulacion, ya
que sefialan que la formulacion del insecticida es mas importante que el ingrediente activo,
pues formulaciones en polvos humectables no causan inhibicion de la germinacion de B.
bassiana mientras que los concentrados emulsionables inhiben la germinacion.

La germinacién de G. virens fue inhibida en las tres concentraciones més altas tanto de
malation como de clorpirifos-etil, mientras que en T. longibrachiatum la germinacion se
inhibi6 en las tres concentraciones méas altas de malation y en todas las concentraciones
usadas de clorpirifos-etil. Por otro lado la germinacion en M. anisopliae Gnicamente se vio
inhibida en las tres concentraciones mas altas de clorpirifos-etil. La germinacion es un
parametro altamente importante, porque refleja la viabilidad del hongo como el comienzo
del proceso de infeccion (Schumacher y Poehling, 2012); por lo tanto, el efecto de los
insecticidas sobre la germinacion es el aspecto mas importante para evaluar compatibilidad
entre insecticidas y hongos (Neves et al., 2001). Moore-Landecker (1982) encontr6 que la
presencia de productos quimicos puede bloquear las funciones metabdlicas de la conidia y
por lo tanto afectar drésticamente la germinacion. De acuerdo a Gardner y Storey (1985) la
inhibicién de la germinaciéon pero no del crecimiento micelial puede tener un impacto
benéfico en la epizootiologia del hongo entomopatdgeno, conservando el indculo infectivo.
Neves et al. (2001) sefialaron que el crecimiento vegetativo puede ocurrir o ser inhibido
solo dentro del hospedero y que la concentracion del quimico dentro del insecto es
probablemente mas pequefia que las utilizadas en las pruebas de laboratorio. La
germinacioén es severamente méas afectada que el crecimiento vegetativo de hongos
entomopatogenos en presencia de insecticidas (Hall, 1981). Las diferencias observadas
entre la germinacién y la inhibicion del crecimiento son probablemente debido a cierta
reduccién en el tiempo del efecto de los insecticidas en el medio de cultivo (Ramzan-Asi et
al., 2010) pues la germinacion fue evaluada a partir las 12 h hasta las 120 h post-
inoculacion, mientras que el crecimiento vegetativo se evalué al dia 14 y 30 post-
inoculacién tanto en T. longibrachiatum, como en G. virens y M. anisopliae.
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Por otro lado, para el crecimiento vegetativo y la esporulacién no se obtuvo mayor
inhibicion del crecimiento vegetativo y/o esporulacion conforme se aumentd la
concentracion de insecticida. Moino y Alves (1998) sugieren dos posibles explicaciones
para estos resultados: la primera indica que los hongos, como un mecanismo de resistencia,
pueden metabolizar los insecticidas y liberar compuestos que pueden ser usados por el
hongo como nutrientes secundarios, y la segunda que en un medio téxico, el hongo podria
estar haciendo un esfuerzo reproductivo, incrementando la produccion de conidias.

Por otro lado, Castillo (2006) recomienda el uso de cepas nativas, ya que son mas efectivas
que las cepas introducidas por estar adaptadas a las condiciones climaticas del lugar donde
seran aplicadas, esto permite obtener mejores resultados. La combinacién del malation y G.
virens podria ser recomendada para ser utilizada en programas de manejo integrado tanto
en el control de vectores como de plagas. Sin embargo, Alves et al. (1998) sefialaron que
cuando el insecticida y el hongo entomopatégeno son compatibles en pruebas de
laboratorio, existen fuertes evidencias acerca de su selectividad en condiciones de campo.
Igualmente, una alta toxicidad en laboratorio no siempre significa que lo mismo puede
ocurrir en campo pero muestra una posibilidad para que esto ocurra; por ello, es necesario
realizar estudios de campo con estos agentes de control ya que pueden generar informacion
adicional que podria utilizarse en un manejo integrado.

VI. Conclusion
G. virens es compatible con las concentraciones 0.84%, 0.85% y 0.88% de malation y M.
anisopliae es compatible con las concentraciones 0.85% y 2.31% de malation. Esta

compatibilidad podria considerarse como un elemento mas en la alternativa del control
integrado de Ae. aegypti.
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VIII. Anexos

Tabla 1. Valores estimados de las concentraciones letales de malation y clorpirifos-etil con mosquitos de Ae. aegypti susceptibles (cepa New
Orleans) y resistentes a organofosforados (cepa Loma Zapatero).

Insecticida Concentracion  Cepa susceptible Cepa resistente
Letal (CL) (1C 95%) (IC 95%)
CLs 0.84 (0.773-0.787)  2.31(2.048-2.257)
Malation CLys 0.85 2.62
CLso 0.88 (0.821-0.829)  3.29 (2.992-3.145)
X 5.991 7.815
CLys 0.41 (0.123-0.249)  5.10 (2.256-2.478)
Clorpirifos-etil Clas 06 570
CLso 0.98 (0.373-0.548)  7.50 (3.435-3.610)
S 7.815 7.815

16



Tabla 2. Efecto de malation y clorpirifos-etil sobre la germinacion, crecimiento vegetativo y esporulacion de Gliocladium

virens.

% de inhibicién

Tratamiento gerrifi)ndaecién Cre(((:;lg)lt;r:tgizeﬂa/gaglvo de Ca//g(l) dia esp:f)u?:cién Tlillfg(;a Clasificacion

Control 94.93+2.55C 8.5G/8.49+0.06H 0/0 100C - -
Malatién 0.84  88.62+2.10B  6.32+0.54EF/8.28+0.11GH 25.59/2.61 72.91+10.44B 73.21/77.1 C
Malatién 0.85  89.10+2.10B  6.51+0.84F/8.08+0.23FGH 23.43/4.90 61.85+14.70B 64.79/68.5 C
Malatién 0.88  91.39+0.89B  6.05+0.63EF/7.64+0.40F 28.89/10.09 60.13+16.64B 62.33/66.09 C
Malatién 2.31 0A 6.01+0.55EF/7.84+0.26FG 29.31/7.55 0A 14.14/18.49 AT
Malatién 2.62 0A 5.89+0.58E/7.89+0.24FG 30.75/7.16 0A 13.85/18.57 AT
Malatién 3.29 0A 3.43+0.64D/7.10+0.85E 59.64/16.50 0A 8.07/16.7 AT
Clorpirifos 0.41 97.00+2.26CD  2.28+0.37C/3.67+0.77D 73.20/56.83 0A 5.36/8.63 AT
Clorpirifos 0.60 97.11+2.63D  1.81+0.33C/2.60%0.50C 78.69/69.38 0A 4.26/6.12 AT
Clorpirifos 0.98 87.97+2.20B  1.17+0.07B/1.69+0.23B 86.24/80.07 0A 2.75/3.99 AT
Clorpirifos 5.10 0A 0A/0A 100/100 0A 0/0 AT
Clorpirifos 5.70 0A 0A/0A 100/100 0A 0/0 AT
Clorpirifos 7.50 0A 0A/0A 100/100 0A 0/0 AT

Medias seguidas por diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferente (P<0.05) del control. * Altamente toxico (AT); toxico (T); moderadamente toxico (MT);

compatible (C) (Alves et al., 1998).
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Tabla 3. Efecto de malation y clorpirifos-etil sobre la germinacion, crecimiento vegetativo y esporulacion de Trichoderma

longibrachiatum.

Medias seguidas por diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferente (P<0.05) del control. * Altamente toxico (AT); toxico (T); moderadamente téxico (MT); compatible (C)

(Alves et al., 1998).

% de inhibicién

Tratamiento gerr(:fi)nd;cién Crte(ilr;]n)lzl?tgi;/i%(e/gglvo de %;& dia esp;fu?;cién Tlills(’j(;a Clasificacion
Control 93.40+1.99B 8.46+0.13G/8.5G 0/0 100 - -
Malation 0.84  93.44+2.00B  6.69%1.27E/7.54+0.74F 21.31/11.27 0 15.74/17.75 AT
Malatién 0.85 97.67+2.46C  7.64+0.34F/8.06+0.17G 10.13/5.20 0 17.97/18.96 AT
Malation 0.88  93.17+2.82B  7.26+0.36F/7.49+0.45F 14.58/11.93 0 17.08/17.61 AT
Malatién 2.31 0A 3.49+0.70D/5.32+0.50E 58.92/37.35 0 8.22/12.53 AT
Malatién 2.62 0A 3.40+0.54CD/4.99+0.52E 60.03/41.31 0 7.99/11.74 AT
Malatién 3.29 0A 2.86+0.51C/4.26+0.92D 66.34/49.93 0 6.73/10.01 AT
Clorpirifos 0.41 0A 1.42+0.12B/2.51+0.25C 83.33/70.49 0 3.33/5.90 AT
Clorpirifos 0.60 0A 1.18+0.09B/1.85+0.20B 86.18/78.28 0 2.76/4.34 AT
Clorpirifos 0.98 0A 1.09+0.05B/1.44+0.12B 87.16/83.04 0 2.57/3.39 AT
Clorpirifos 5.10 0A 0A/0A 100/100 0 0/0 AT
Clorpirifos 5.70 0A 0A/OA 100/100 0 0/0 AT
Clorpirifos 7.50 0A 0A/0A 100/100 0 0/0 AT

18



Tabla 4. Efecto de malation y clorpirifos-etil sobre la germinacion, crecimiento vegetativo y esporulacion de M. anisopliae.

% de inhibicién

Tratamiento gerr:fi)nd:cién Cre(((::er)lzrlwtgi;/elgthaotlvo de (a// gé dia espgfutlj;cién T al dia 14/30 Clasificacion
Control 95.52+2.37DE 6.65+1.69F/7.06+1.28F 0/0 100F - -
Malatién 0.84  92.98+1.06CD 3.45+1.08CDE/3.93+0.80CD 49.99/46.64 52.67+11.65DE  52.14/52.81 MT
Malatién 0.85 96.11+2.42E  2.91+0.73BCD/3.39+0.54BC 57.88/53.89 100F 88.42/89.22 C
Malatién 0.88  95.47+2.17DE  3.96+1.09DE/4.32+1.01CDE 42.66/41.36 51.68+6.96DE 52.81/53.07 MT
Malatién 2.31 91.303.27C 4.51+1.23E/5.06+1.26DE 42.41a/36.20 68.31+26.88E 66.17/67.41 C
Malatién 2.62 96.36+2.46E 4.42+1.08E/5.49+0.86E 43.54a/30.74 32.29+22.45CD  37.12/39.68 T
Malatién 3.29 54.25+5.13B  3.86+1.28DE/4.12+1.21CD 50.71a/48.04 12.49+17.16ABC  19.85/20.38 AT
Clorpirifos 0.41 93.37£1.54CD  2.11+1.02BC/3.17+£0.94BC 53.63/42.24 30.37+£9.16BCD  33.57/35.85 T
Clorpirifos 0.60  92.20+1.87C  2.13+1.10BC/3.29+0.87BC 53.32/40.11 2.52+0.50AB 11.35/13.99 AT
Clorpirifos 0.98  90.90+1.54C 1.53+0.54B/2.31+0.69B 66.42/57.92 0A 6.72/8.42 AT
Clorpirifos 5.10 0A 0A/0A 100/100 14.56+10.78ABC  11.65/11.65 AT
Clorpirifos 5.70 0A 0A/0A 100/100 0A 0 AT
Clorpirifos 7.50 0A 0A/0A 100/100 0A 0 AT

Medias seguidas por diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferente (P<0.05) del control. * Altamente téxico (AT); toxico (T); moderadamente téxico (MT); compatible (C)
(Alves et al., 1998).






