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Resumen Anahi Musso

Resumen

Los insectos plaga, principalmente del Orden Coleoptera, causan importantes
pérdidas econdmicas en el almacenamiento de granos. Los insectos de infestacion
primaria son Sitophilus oryzae (Linnaeus, 1763) y Rhyzopertha dominica (Fabricius,
1792). Los de infestacion secundaria son Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus, 1758)
y Tribolium castaneum (Herbst, 1797). Una estrategia de manejo integrado de plagas
(MIP) es el control biolégico mediante el uso de hongos entomopatégenos (HE)
combinados con los productos fitosanitarios (PF).

En el primer experimento, se evalud la patogenicidad y la virulencia de 10
aislamientos de HE contra adultos de R. dominica. Los HE fueron obtenidos de la
Coleccién de Hongos Entomopatégenos del CEPAVE (CONICET-UNLP-Asociado a
CICPBA): Beauveria bassiana sensu lato (s..) CEP 545, CEP 560 y CEP 567,
Metarhizium robertsii s.I. CEP 381 y CEP 401; M. anisopliae s.I. CEP 615, CEP 616 y
CEP 617 y Cordyceps fumosorosea sensu stricto (s.str). CEP 303 y CEP 309. Los
insectos fueron pulverizados con una suspension de conidios (0,1 mL, 2x10® conidios/
mL). Se registré la mortalidad de los insectos durante 15 dias. El aislamiento B.
bassiana s.I. CEP 545 ocasioné la mayor €ficiencia contra R. dominica. El aislamiento
causo el 65% de mortalidad, un tiempo de supervivencia mediana (TSM) de 8 dias y
una concentracion letal media (CLso) de 9,5x10° conidios/mL.

A continuacién, se determiné la compatibilidad de los HE con los PF. El estudio
se realiz6 en la Unidad Laboratorio de Referencia (ULR) del Instituto Bioldgico, Brasil.
Los HE se obtuvieron de la Coleccion de Hongos Entomopatégenos de la ULR: B.
bassiana s.l. IBCB 66, M. anisopliae s.|. IBCB 425 y Purpureocillium lilacinum IBCB
130 s.l. Los PF utilizados fueron: Pirimifés metil (PM), Lambdacialotrina (L) y su
combinacion. Los tratamientos de los PF fueron: PM6mL/L, PM10mL/L, PM16mL/L,
PM8mL+L2mL/L y L7mL/L. En la prueba de caldo, se realizé la mezcla por separado

de cada tratamiento de PF con los tres aislamientos. Se calculé el porcentaje de
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germinacion de conidios. El tratamiento PM16mL/L causé la disminucion de la
germinacion de los tres aislamientos. Luego, el efecto entre los HE y el PF se evalud
basado en el indice Biolégico (IB), el cual relaciona el porcentaje del crecimiento
vegetativo de la colonia (CV), el porcentaje de esporulacion (ESP) y porcentaje de
germinacion (GER). El tratamiento L7mL/L fue tdxico para M. anisopliae IBCB 425 s.I.
y P. lilacinum s.I. IBCB 130, y moderadamente toxico para B. bassiana s.|. IBCB 66. El
CV y ESP fue reducido sin interferir en el GER de los tres aislamientos. Ademas, en la
evaluacion de las unidades formadoras de colonia (UFCs), los tres aislamientos se
inocularon por separado en la superficie de granos de trigo. Después de una hora, se
aplicé los tratamientos de PF. El tiempo de persistencia del HE sobre los granos fue
evaluado a las 24, 48 y 72 h. Los resultados mostraron que la variabilidad de UFCs se
debié al factor aislamiento. Metarhizium anisopliae s.l. IBCB 425 presenté menor
numero de UFCs con respecto a B. bassiana s.|. IBCB 66 y P. lilacinum s.l. IBCB 130.
En cambio, el factor tiempo no afecté a las UFCs.

A partir de los ensayos preliminares realizados en la ULR, se evalud la
compatibilidad con el aislamiento seleccionado: B. bassiana s.. CEP 545. Los
tratamientos de PF fueron: PM6mL/L, PM3mL/L, PM1.8mL/L, PM8mL+L2mL/L,
PM4mL+L1mL/L y PM2.4mL+L0.6mL/L. En la prueba de caldo, cada tratamiento de
PF fue mezclado con HE. Al igual que en los ensayos anteriores, el GER disminuyd
con el aumento de la concentracion de los PF. Con respecto a las UFCs, el tiempo de
persistencia del HE fue medido a las 24 y 48 h. Los resultados mostraron que la
variabilidad de UFCs se debe al factor tratamiento de PF.

Se evaluo la patogenicidad y la virulencia del HE seleccionado combinado con
PF en concentraciones subletales sobre un rango de hospedadores: R. dominica, S.
oryzae, O. surinamensis y T. castaneum. Los tratamientos de PF fueron: PM6mL/L,
PM3mL/L, PM1.8mL/L, PM8mL+L2mL/L, PM4mL+L1mL/L y PM2.4mL+L0.6mL/L. Los
insectos se pulverizaron con el HE, los tratamientos de PF y su combinacion. Se

registré la mortalidad durante 20 dias. La mortalidad fue de 23% a 80,3% para R.
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dominica, de 38% a 100% para S. oryzae, de 33,3% a 100% para O. surinamensis y
de 24% a 89,3% para T. castaneum. La especie mas susceptible a la aplicacién del
HE solo fue R. dominica. Sin embargo, cuando se le aplicé los tratamientos PF en
combinacion con HE se observd menor susceptibilidad. EI TSM varié de 3 a 12 dias.
Las interacciones entre HE y PF consistieron principalmente en efectos antagénicos y
aditivos, sélo se observé sinergismo entre B. bassiana s.l. + PM2.4mL+L0.6mL/L.

En conclusion, B. bassiana s.I. CEP 545 combinado con PF en concentraciones
subletales caus6 la mortalidad de R. dominica, S. oryzae, O. surinamensis y T.
castaneum. La combinacion mas efectiva para el control de R. dominica estuvo dada
por el tratamiento B. bassiana + PM2.4mL+L0.6mL/L, el cual combina el HE con
pirimifés metil y lambdacialotrina en concentraciones subletales. Por lo tanto, este
estudio sugiere que las aplicaciones combinadas de HE y PF seria una potencial

alternativa para el control de insectos plaga en granos almacenados.

Palabras clave: Beauveria bassiana, producto fitosanitario, granos almacenados,

Rhyzopertha dominica, compatibilidad, manejo integrado de plagas.
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Abstract

Insect pests, mainly from the Order Coleoptera, cause important economic
losses in stored grains. Insect primary infestation are Sitophilus oryzae (Linnaeus,
1763) and Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792). Secondary infestation are
Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus, 1758) and Tribolium castaneum (Herbst, 1797).
A strategy of integrated pest management (IPM) is the biological control using
entomopathogenic fungi (EF) combined with phytosanitary products (PP).

In the first experiment, pathogenicity and virulence of 10 EF isolates were
evaluated against adults of R. dominica. The EF were obtained from the
Entomopathogenic Fungi Collection (CONICET-UNLP-Associated with CICPBA) of
CEPAVE: Beauveria bassiana sensu lato (s.l.) CEP 545, CEP 560, and CEP 567,
Metarhizium robertsii s.I. CEP 381 and CEP 401; M. anisopliae s.|. CEP 615, CEP 616,
and CEP 617, and Cordyceps fumosorosea sensu stricto (s.str.) CEP 303 and CEP
309. Insects were sprayed with a conidial suspension (0.1 mL, 2x10® conidia/mL).
Insect mortality was recorded for 15 days. The isolate B. bassiana s.|. CEP 545
showed the greatest efficiency against R. dominica. This isolate caused 65% mortality,
a median survival time (MST) of 8 days, and a median lethal concentration (LCso) of
9.5x10° conidia/mL.

Secondly, the compatibility of EF with PP was determined. The study was
carried out at the Reference Laboratory Unit (RLU) of the Instituto Bioldgico, Brazil.
The EF were obtained from the Entomopathogenic Fungi Collection from the RLU: B.
bassiana s.l. IBCB 66, M. anisopliae s.l. IBCB 425, and Purpureocillium lilacinum 1BCB
130 s.I. The PP used were: Pirimiphos methyl (PM), Lambdacyalothrin (L), and their
combination. The PP treatments were: PM6mL/L, PM10mL/L, PM16mL/L,
PM8mL+L2mL/L, and L7mL/L. In the broth assay, the mixture of each PP treatment
with each of the three isolates was carried out separately. The germination percentage

of conidia was calculated. The PM16mL/L treatment caused a decrease in the
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germination of the three isolates. Then, the effect between EF and PP was evaluated
based on the Biological Index (Bl), which relates the percentage of vegetative growth
(VG), the percentage of sporulation (ESP), and the germination percentage (GER).
Treatment with L7mL/L was toxic to M. anisopliae IBCB 425 s.I. and P. lilacinum s.|.
IBCB 130, and moderately toxic to B. bassiana s.l. IBCB 66. The CV and ESP were
reduced without interfering with the GER of the three isolates. Furthermore, in the
evaluation of colony forming units (CFUs), the three isolates were inoculated
separately on the surface of wheat grains. After an hour, the PP treatments were
sprayed. The persistence time of EF on the grains was evaluated at 24, 48, and 72 h.
The results showed that the variability of CFUs is due to the isolation factor.
Metarhizium anisopliae s.l. IBCB 425 showed a lower number of CFUs compared to B.
bassiana s.l. IBCB 66 and P. lilacinum s.l. IBCB 130. However, the time factor did not
affect the CFUs.

Based on the preliminary assays carried out at the RLU, the compatibility with
the selected isolate: B. bassiana s.I. CEP 545 was evaluated. The PP treatments were:
PM6mL/L, PM3mL/L, PM1.8mL/L, PM8mL+L2mL/L, PM4mL+L1mL/L, and
PM2.4mL+L0.6mL/L. In the broth assay, each PP treatment was mixed with EF. As in
the previous assays, the GER decreased with the increasing PP concentration. With
respect to the CFUs, the persistence time of EF was evaluated at 24 and 48 h. The
results showed that the variability of CFUs is due to the PP treatment factor.

The pathogenicity and virulence of the selected EF combined with sublethal
concentrations of PP were evaluated against the host range: R. dominica, S. oryzae,
O. surinamensis, and T. castaneum. The PF treatments were: PM6mL/L, PM3mL/L,
PM1.8mL/L, PM8mL+L2mL/L, PM4mL+L1mL/L, and PM2.4mL+L0.6mL/L. The insects
were sprayed with the EF, PP treatments, and their combination. Mortality was
recorded for 20 days. The mortality was 23% - 80.3% for R. dominica, 38% - 100% for
S. oryzae, 33.3% - 100% for O. surinamensis, and 24% -89.3% for T. castaneum. The

most susceptible species to EF alone was R. dominica. However, when PP treatments
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were applied in combination with EF, a lower susceptibility was observed. The TSM
varied from 3 to 12 days. Interactions between EF and PP consisted mainly of
antagonistic and additive effects, synergism was only observed between B. bassiana
s.l. and PM2.4mL+L0.6mL/L.

In conclusion, B. bassiana s.l. CEP 545 combined with sublethal concentrations
of PP caused mortality of R. dominica, S. oryzae, O. surinamensis, and T. castaneum.
The most effective combination for the control of R. dominica was given by the
treatment B. bassiana s.. CEP 545 + PM2.4mL+L0.6mL/L, which combines EF with
pirimiphos methyl and lambdacyalothrin in sublethal concentrations. Therefore, this
study suggests that combined applications of EF and PP would be a potential

alternative for the control of insect pests in stored grains.

Keywords: Beauveria bassiana, phytosanitary product, stored grains, Rhyzopertha

dominica, compatibility, integrated pest management.
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1. Generalidades acerca de los insectos plaga en granos almacenados

El almacenamiento de la postcosecha consiste en acopiar los granos, en
condiciones de temperatura y humedad determinadas. Se realiza para evitar pérdidas
de la produccion, preservando los granos por periodos mas o menos prolongados sin
que se deteriore la calidad y la inocuidad con que han sido cosechados (Nayak vy
Daglish, 2018). Los productores pueden almacenar los granos para la siembra futura,
alimentacion de animales o para la venta en una fecha posterior. En cambio, los
acopiadores, manipulan la mercaderia, garantizando la disponibilidad continua,
periddica y de consumo permanente e ininterrumpido (Abadia y Bartosik, 2013).

El grano de cereal o cariépside consta de tres partes: el pericarpio que
comprende de 7 a 10%; el endospermo que abarca el 80 a 85%; y el germen/embrién
que ocupa el 3 a 8%. A su vez, estas partes estan normalmente protegidas con una
cascara, cuya proporcion varia segun la especie. Los insectos tienen el habito de
alimentarse del embrion, destruyendo el poder germinativo, como asi también del
endospermo, lo que provoca la reduccion total o parcial del vigor. Esto ocasiona una
disminucion del peso del grano, y del contenido de proteina, lo que repercute
directamente en la calidad general del producto. Los granos danados por insectos se
caracterizan por presentar agujeros de forma irregular (~1 mm de diametro) y de
profundidad creciente (Breese, 1960).

Durante este periodo, debido a que las condiciones de almacenamiento son
también adecuadas para el desarrollo de ciertas plagas que viven en condiciones
similares en sus habitats naturales, los granos son susceptibles a la infestacion de
insectos plaga y/o enfermedades (FAO, 1983). Como consecuencia, una de las
pérdidas econdémicas mas importantes que sufren estos productos es producida

principalmente por los insectos pertenecientes al Orden Coleoptera (Potter, 1935).
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Los insectos que invaden los granos almacenados se dividen en primarios y
secundarios, en base a su capacidad para causar dafo. Los primarios son
considerados como las plagas mas destructivas afectando los granos enteros y sanos.
Estan representados por Sitophilus oryzae Linnaeus, S. granarius Linnaeus, S.
zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), Rhyzopertha dominica Fabricius,
(Coleoptera: Bostrichidae) y Sitotroga cerealella Olivier (Lepidoptera: Gelechiidae),
entre otros. Los insectos de infestacion secundaria son los que no consiguen invadir
los granos enteros y se alimentan de los quebrados, de las particulas o el polvo que
queda después del ataque de los primarios. Entre ellos se encuentran los coledpteros
Tribolium castaneum Herbst y T. confusum Jaquelin Du Val (Tenebrionidae),
Cryptolestes ferrugineus Stephens (Laemophloeidae), Oryzaephilus surinamensis
Linnaeus (Silvanidae), Prostephanus truncatus Horn (Bostrichidae), Tenebrio molitor
Linnaeus (Tenebrionidae), Trogoderma granarium Everts (Dermestidae) y Lasioderma

serricorne Fabricius (Anobiidae) (FAO, 1983).

Insectos plaga en granos almacenados sobre los que se desarrollaron los

bioensayos

Se utilizaron cuatro especies pertenecientes al Orden Coleoptera: R. dominica,
S. oryzae, O. surinamensis y T. castaneum, consideradas insectos plaga y a su vez,
aquellas encontradas de manera frecuente en la postcosecha. A continuacion, se

describen cada una de ellas.
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Rhyzopertha dominica Fabricius

Taxonomia, origen y distribucidon

Rhyzopertha dominica pertenece al Orden Coleoptera, Familia Bostrichidae,
Subfamilia Dinoderinae. Es la Unica especie del género. La subfamilia también incluye
otros cinco géneros: Dinoderus Stephens, Prostephanus Lesne, Rhizoperthodes
Lesne, Dinoderopsis Lesne y Stephanopachys Waterhouse (Fisher, 1950).

Fabricius describidé por primera vez a R. dominica en 1792 bajo el nombre de
Synodendron dominicum a partir de especimenes presentes en nueces y raices
importadas de la India (Chittenden, 1911); posteriormente, en 1896, Lesne le asigno el
nombre actual.

El origen de R. dominica no se conoce con certeza, pero la comunidad
cientifica ha consensuado que fue en India, debido a que en la regién existe gran
cantidad de individuos de la familia Bostrichidae (Potter, 1935).

Rhyzopertha dominica esta ampliamente distribuida y firmemente establecida
en todo el mundo, en regiones del trépico mas calidas agrupadas entre la latitud 40° N
y la latitud 40° S del Ecuador (Potter, 1935). También se encuentra en paises
templados, ya sea por su capacidad de vuelo prolongado o durante el transporte
comercial internacional del grano. Esta especie es conocida vulgarmente como
"barrenador del grano" debido a las tendencias barrenadoras de los escarabajos
(Chittenden, 1911). Potter (1935) también proporciona otros nombres como “taladrillo
de los granos” o “gorgojo de trigo australiano”, que se debe posiblemente a las
importaciones de trigo infestado desde Australia a los EE. UU. durante y después de la

Primera Guerra Mundial (Doane, 1919).

Caracteristicas generales, ciclo de vida y comportamiento

Rhyzopertha dominica es un insecto holometabolo, es decir, presenta una
metamorfosis completa. El ciclo de vida incluye cuatro estados: huevo, larva, pupa y

adulto. Por lo general, una hembra coloca entre 300 y 400 huevos a lo largo de su
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vida, de los cuales aproximadamente el 80% son fértiles (Schwardt, 1933; Howe,
1950). El huevo es ovalado con los extremos suavemente redondeados, uno de ellos
mas angosto que el otro, midiendo aproximadamente 0,5-0,6 mm de largo y 0,2-0,3
mm de didmetro. Se depositan individualmente o en pequefios grupos (hasta 30)
ubicados entre o sobre los granos (Edde, 2012). El huevo es al principio de color
blanquecino con una apariencia cerosa, pasando con el tiempo a rosado opaco. Las
puntas oxidadas oscuras de las mandibulas y la espina abdominal de la larva son
visibles a través del corion al final del desarrollo (Potter, 1935). El periodo de
incubacién varia de 5 a 11 dias dependiendo de las condiciones de temperatura y
humedad (Edde, 2012).

Rhyzopertha dominica tiene en promedio cuatro estadios larvarios (entre cinco
y siete en condiciones 6ptimas) (Potter, 1935). Las larvas del primer estadio, con
piezas bucales mandibulares, se activan de inmediato, moviéndose rapidamente para
alimentarse (Schwardt, 1933). El primer estadio, de 0,78 mm de largo y 0,13 mm de
ancho en la capsula de la cabeza, y segundo, de 1,1 mm de largo y 0,17 mm de ancho
en la capsula de la cabeza, son campodeiforme. Los estadios larvales tercero y cuarto
son curvos y de forma escarabeiforme, y en gran medida inméviles. La longitud
corporal promedio y el diametro de la capsula cefalica del tercer estadio son 2,04 mm
de largo y 0,26 mm, respectivamente (Potter, 1935). En el cuarto estadio, la regién
ventral es blanquecina, la cabeza es castafio claro y el color de las mandibulas es
marréon oscuro o casi negro (Winterbottom, 1922). La longitud del cuarto estadio
maduro es de aproximadamente 3,2 mm y la cabeza tiene aproximadamente 0,4 mm
de diametro (Potter, 1935). La duracion del estado de prepupa es de
aproximadamente 1,5 dias (Potter, 1935). El desarrollo larvario se completa en el
interior del grano, donde luego empupa y emerge como adulto. La entrada de la larva
al grano generalmente se debe a un dafo previo producido por un adulto. La duracién
del estado de larva es de aproximadamente 16 dias en condiciones 6ptimas (34°C y

70% de humedad relativa) (Birch, 1945a; Birch, 1945b). En el estado de prepupa, el
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insecto no se alimenta, carece de movilidad y se endereza en su forma cilindrica mas
alargada (3,2 mm de largo y el diametro de la capsula de la cabeza es de 0,5 mm). El
insecto permanece casi inactivo y sélo es capaz de retorcerse de forma limitada.

El estado de pupa sucede en la celda excavada por la larva dentro del grano.
Las pupas son generalmente inmodviles, su movimiento corporal se limita a los
segmentos abdominales. Las pupas jévenes son de color blanquecino, pero mas
tarde, se deposita un pigmento marrén en los ojos y en la boca (Winterbottom, 1922).
Las longitudes promedio del cuerpo y la capsula de la cabeza son 3,9 y 0,6 mm
respectivamente. La tasa de desarrollo es directamente proporcional a la temperatura.
En condiciones éptimas, este estado tiene una duracion de 4 dias (Birch, 1945a; Birch,
1945b; Birch, 1953). Durante este estado, es posible distinguir entre los sexos. El
dimorfismo sexual se muestra en la punta del abdomen. Los genitales de las hembras
son divergentes, de tres segmentos y protuberantes, mientras que los de los machos
son convergentes, de dos segmentos y protuberantes (Potter, 1935).

Los adultos recién formados emergen del grano al masticar a través de la capa
exterior del mismo y pueden permanecer sin alimentarse de 3 a 5 dias (Schwardt,
1933). La cabeza se mantiene debajo y oculta desde arriba por el protérax. La
longevidad es de 3 a 6 meses (Edde, 2012). Estos insectos vuelan y los tiempos de
vuelo estan influenciados por las estaciones y la iluminacion (Potter, 1935). La
duracién minima del ciclo de vida desde la oviposicion hasta la emergencia del adulto

es de 25 dias a 34°C y 70% de humedad relativa.

Dafios

Entre los sustratos mas utilizados por R. dominica como alimentos y recursos
para la reproduccion se incluyen los granos de la familia Poaceae (graminea) (arroz,
trigo, sorgo, avena, mijo, cebada) (Figura 1) y de Leguminosae (garbanzos, mani,
frijoles), entre otros sustratos que contengan almidén. Rhyzopertha dominica alcanza

su maximo éxito reproductivo en cereales secos, especialmente en los granos de trigo
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(Edde, 2012). Ademas, puede invadir productos farmacéuticos almacenados, relleno

de cuero, yeso de barro, materiales de embalaje hechos de madera, papel, libros

encuadernados y corcho.

Figura 1: Rhyzopertha dominica alimentandose sobre y dentro del grano de cebada.

Las pérdidas causadas por R. dominica son dificiles de determinar (Hodges et
al., 2011) dado que este insecto, se encuentra, generalmente, asociado a poblaciones
de ofras especies de insectos plaga, ya sean primarias o secundarias. Tiene la
capacidad de moverse entre la masa de grano y el comportamiento criptico dificulta la
deteccion temprana en los granos. Asimismo, posee una amplia tolerancia a las
diferentes condiciones ambientales (temperatura y humedad relativa) y alta
fecundidad, por lo tanto, pueden aumentar rapidamente el tamafio de la poblacion
(Cox y Collins, 2002; Rees, 2004).

Rhyzopertha dominica es una de las plagas mas destructivas de los granos
almacenados y de distribuciéon mundial, considerada como el insecto mas dificil de
controlar debido a que se desarrolla dentro de los granos (Potter, 1935). Es por ello,

que se utilizé como insecto blanco en los bioensayos del Capitulo Il y IV.
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Sitophilus oryzae Linnaeus

Taxonomia, origen y distribucion

Sitophilus oryzae pertenece al Orden Coleoptera, Familia Curculionidae,
Subfamilia Dryophthorinae. Incluye otros géneros: S. zeamais, S. granarius, entre
otros (Rees, 2004). Esta especie es conocida vulgarmente como “gorgojo del arroz”,
“gorgojo del trigo” o “gorgojo de los cereales”. Es originario de la India. Se encuentran
en un amplio rango de habitats, la mayoria son fitéfagos y muchas especies son

importantes plagas de la agricultura, horticultura y forestales (Reichmuth et al., 2007).

Caracteristicas generales, ciclo de vida y comportamiento

El adulto es de color pardo oscuro o negro, mide entre 2,5 y 4 mm. Posee 4
manchas rojizas o amarillentas sobre el dorso, una en la base y otra en la extremidad
de cada élitro, los cuales son funcionales (Reichmuth et al., 2007).

La hembra coloca entre 300 y 400 huevos a lo largo de toda su vida. El grano
es perforado con su aparato bucal atravesando el pericarpio, realiza una pequefa
camarita donde deposita un huevo. Luego, obtura la entrada con una sustancia
mucilaginosa que se torna imperceptible. La larva apoda robusta de color blanco
nacarado se alimenta del contenido del grano. Aproximadamente a la semana da lugar
al adulto, el cual permanece dentro del grano hasta que sus tegumentos se endurecen
y toman color. Rapidamente, el adulto sale al exterior mediante una perforacién
efectuada con el rostro (Reichmuth et al., 2007).

Los adultos pueden volar desde los depdsitos y sus alrededores hacia los
cultivos. La temperatura 6ptima de desarrollo es de 26 a 30°C y la humedad relativa
(HR) de 70%. En estas condiciones, su ciclo biolégico puede durar de 26 a 30 dias

(Rees, 2004).
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Darios

El dafo provocado por S. oryzae favorece el ataque de plagas secundarias y el
desarrollo de hongos por el aumento de temperatura y humedad dentro del silo. Los
granos atacados presentan la superficie perforada y el interior vacio. Esta especie
ataca al arroz, trigo, maiz, avena, mijo, cebada y centeno. También se los puede
encontrar sobre harinas, galletitas y pan. Las larvas, ademas, pueden desarrollarse en

fideos, arvejas, castanas y semillas de algodon (Rees, 2004).

Oryzaephilus surinamensis Linnaeus

Taxonomia, origen y distribucidon

Oryzaephilus surinamensis pertenece al Orden Coleoptera, Familia Cucujidae.
Conocida vulgarmente como “carcoma dentada” o “gorgojo dentado de los granos”. Es
una especie cosmopolita, y asociada a las viviendas humanas. Su origen es
posiblemente asiatico. Su denominacion se debe a que Linneo la describié de
ejemplares recolectados en Surinam. Se lo encuentra en regiones tropicales y
subtropicales; tolera las bajas temperaturas de los climas templados (Reichmuth et al.,

2007).

Caracteristicas generales, ciclo de vida y comportamiento

El adulto presenta el cuerpo alargado, plano, de color castano oscuro y de unos
2,5 a 3,5 mm de longitud. La cabeza es mas ancha en la base y esta bien diferenciada
del protérax; los ojos son pequenos y presentan antenas con 11 segmentos,
terminadas en una masa. El protérax tiene seis dientes claramente visibles en sus
bordes laterales y tres protuberancias en forma de lomo en la parte central. Los élitros
cubren todo el abdomen, del cual son visibles ventralmente 5 segmentos (Reichmuth

et al., 2007).
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La hembra coloca aproximadamente 300 huevos en un periodo de 10
semanas. Las larvas neonatas son delgadas, de color cremoso, con dos manchas
ligeramente mas oscuras en cada uno de los segmentos. La larva madura construye
un capullo en el cual pasa al estado de pupa (Reichmuth et al., 2007). El adulto no
vuela y puede vivir hasta 3 afnos. Pueden desarrollarse a una temperatura de 16 a 37
°C y una HR de 10 a 90%. Su ciclo biolégico es de 20 a 25 dias a 30 °Cy HR de 70 a

90% (Rees, 2004).

Darios

Tanto la larva como el adulto son capaces de dafar los productos almacenados
con muy bajo contenido de humedad, especialmente aquellos que han permanecido
mucho tiempo almacenados. Se alimenta de los granos de cereales y sus productos
como trigo, maiz, arroz, cebada, sorgo, ademas de frutas secas, datiles, higos, uvas,
ciruelas, pasas, cacao, nueces, alimento para ganado y especias (Reichmuth et al.,

2007).

Tribolium castaneum Herbst

Taxonomia y distribucion

Tribolium castaneum pertenece al Orden Coleoptera, Familia Tenebrionidae.
Esta especie es conocida vulgarmente como “tribolio castafio”. Se la encuentra en las

regiones tropicales y subtropicales.

Caracteristicas generales, ciclo de vida y comportamiento

Tribolium castaneum posee metamorfosis completa: huevo; larva, pupa y
adulto. El adulto mide de 3 a 4 mm de longitud. El cuerpo es de un tono castafo rojizo
brillante. Las antenas presentan los 3 ultimos artejos marcadamente mas gruesos

(Reichmuth et al., 2007).
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La hembra ovipone aisladamente, en harinas y otros alimentos, de 500 a 900
huevos recubiertos de una sustancia pegajosa que le permite adherirse a los
productos o envases de estos. Tras un breve periodo de incubacion, de 5 a 12 dias,
nacen larvas delgadas, cilindricas, amarillentas, con la capsula cefalica y el dorso
ligeramente rojizo. Empupan sin ninguna proteccion. El ciclo completo puede durar de
4 a 6 semanas. Los adultos por lo general viven un ano, pero pueden llegar hasta 3

afios (Reichmuth et al., 2007).

Darios

Larvas y adultos se alimentan de granos partidos o danados de cereales y
legumbres. Se desarrollan muy bien en la harina, y cuando la infestacion es
importante, estas toman un fuerte olor y tornan de color pardo. Ademas, atacan a

derivados de harinas, levaduras, especias, frutas secas y chocolate.

Importancia econémica de los insectos plaga en granos almacenados

Desde la cosecha hasta el momento del procesamiento o uso final, todas las
operaciones a las cuales se someten los granos corresponden a la “postcosecha”. En
esta etapa, los productores y acopiadores, almacenan la produccidon en lugares
estratégicamente seleccionados y en condiciones adecuadas de conservacion, a fin de
mantener en el tiempo la calidad y las propiedades intrinsecas de los granos y las
semillas.

Segun estimaciones de la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAQO), las pérdidas en la produccién agricola mundial
causadas por diferentes plagas fluctuan entre 20% y 40%, y al menos el 10% de las
cosechas son destruidas por roedores e insectos en sus lugares de almacenamiento.
Su magnitud varia segun la region, el afio, el cultivo y el tipo de plaga como factor

causal (http://www.eurosur.org/medio_ambiente/bif62.htm). En los paises
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desarrollados, las pérdidas por insectos varian de 5 a 10%, mientras que en paises
emergentes pueden alcanzar el 30% (Vilchez y Miller, 2006).

En la Argentina, existen escasos antecedentes que cuantifiquen las pérdidas
en la etapa de postcosecha. Se estima que entre el 5 y 10% de la produccion total se
pierde por causa de los insectos (Casini, 2006; Casini y Santajuliana, s/f), lo cual
equivale a la cantidad de granos necesaria para alimentar a 130 millones de personas
anualmente (FAO, 1983), representando unos 22.000 millones de ddlares que dejan
de ingresar en el sistema econémico (Bartosik, 2013).

El sector de postcosecha se ve condicionado por una fuerte presion de los
consumidores por alimentos inocuos y producidos en forma sustentable (Bartosik,
2013). Es importante mantener la integridad del grano que llega al depdsito, ya que
aquellos que ingresan con impurezas, tierra y con dafios fisicos son los mas
susceptibles de ser invadidos por plagas en general (Casini y Santajuliana, s/f).

Controlar a las plagas es imprescindible no sélo por los dafios directos que
causan en los granos, sino también porque los estandares de comercializacion
argentinos prohiben la venta de mercaderias con insectos vivos. A raiz del ataque de
insectos, se reduce la calidad, peso, valor comercial y el poder germinativo de las
semillas (Stefanazzi et al., 2006). El trigo pan se comercializa mediante la aplicacién
de la “Norma de Calidad para la Comercializacién de Trigo Pan — NORMA XX TRIGO
PAN” (Resolucion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos
N°1.262/2004, modificada por otras dos Resoluciones: la 825/05 y la 603/06). La
norma establece tres grados de trigo pan: 1 o “corrector”, 2 y 3 que involucra el peso
hectolitrico, materias extrafias, granos dafados, entre otras tolerancias; y a su vez
establece que la mercaderia debe estar totalmente libre de insectos y/o aracnidos
vivos, de lo contrario se la considera fuera de estandar. Para la entrega de mercaderia
libre de insectos existen tres herramientas fundamentales: prevencion, monitoreo y

control (Bartosik, 2012).
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Métodos de control de los insectos plaga en granos almacenados

Métodos fisicos y mecanicos (Casini y Santajuliana, s/f)

- Calor. Aire caliente a alta velocidad (60°C - 3°). La alta velocidad que posee la
masa de aire caliente hace que el grano quede suspendido, y de esta forma, se

elimine a los insectos plaga.

- Frio. Se insufla el aire frio a través de la masa de granos almacenada (14 y 17°C).
El frio es conducido por el sistema de aireacién sin utilizar el ventilador, el proceso

puede durar horas, dias 0 semanas.

- Temperatura. Conservacion a bajas temperaturas. Los insectos no se reproducen a
temperaturas inferiores a los 21°C o superiores a los 35°C por largos periodos de
tiempo. Las temperaturas favorables a la reproduccion estan entre estos valores,

considerandose como ideal los 28°C.

- Humedad. La principal fuente de humedad es la propia del grano. Cuando la
humedad aumenta del 12 al 15%, los insectos se desarrollan y se reproducen con
mayor intensidad. Por encima de estos limites, predominan los acaros y los hongos, y

a mayor humedad prevalecen las bacterias.

- Los polvos inertes. Las sustancias mas usadas son la silica en jalea, el magnesio
calcinado, cenizas y las arcillas (FAO, 1983). Como asi también, la tierra de
diatomeas, que son antiquisimas algas microscopicas, huecas y con carga eléctrica
negativa (Fusé et al., 2013). El mecanismo de accion insecticida es por abrasion, dado
que presentan una teca bivalva silicea y absorcion de los lipidos cuticulares del insecto
que produce la muerte por deshidratacion (Juarez y Calderén Fernandez, 2007;

Pedrini et al., 2007).

- El almacenaje hermético. No se permite la entrada del aire al interior del silo. Los

granos e insectos consumen el oxigeno presente y lo sustituyen por el CO2, muriendo
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por asfixia. También se puede realizar la aplicacion de gases como CO2z y N2, aunque
esto es muy costoso y requiere de instalaciones herméticas y de provisién de gases,

entre otros.

- Elimpacto. Los granos son expulsados por fuerza centrifuga contra una superficie y
con el impacto los insectos del exterior e interior mueren. Asimismo, los granos

infestados se rompen y los insectos expuestos son retirados por aspiracién.

- El transilaje. Consiste en pasar el grano de un silo a otro por medios mecanicos, lo
que permite reducir la temperatura y dispersar la humedad acumulada en algunos

puntos de la masa de granos.

- Variedades resistentes. Debido a su constitucién genotipica, el grano se dafa en
menor intensidad por el ataque del insecto que otra variedad menos resistente,

comparado con el grano estandar.

Métodos de control biolégico

El control biolégico se define como el uso de organismos vivos para reducir la
densidad de la poblacién o el impacto de un organismo considerado plaga (Eilenberg

et al., 2001).

- Patdégenos. Microorganismos capaces de producir enfermedad en condiciones
normales de resistencia del hospedador (Lopez Lastra y Lecuona, 2019). Son
altamente especificos, no generan resistencia y son compatibles con los insecticidas
tradicionales. Entre ellos, los mas utilizados son bacterias, hongos y virus. Los hongos
entomopatégenos (HE) han sido evaluados para el control de coledpteros en granos
almacenados (Tanya y Doberski, 1984; Adane et al., 1996; Dal Bello et al., 2001;
Padin et al., 2002; Lord, 2005; Vassilakos et al., 2006; Athanassiou et al., 2008; Wakil

et al., 2010; Luangsa-ard et al., 2011, Barra et al., 2013).
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Métodos de control quimico

- Productos Fitosanitarios (PF). Es el método habitual para el control de las plagas.
Existen productos con principios activos fosforados (fosfina), clorados (clorpirifés,
mercaptotion, pirimifés, diclorvos) y piretroides (deltametrina) que se presentan

formulados en forma liquida o sélida.

- Ozono. Se usa en bajas dosis, pero suficiente como para eliminar los insectos.

- Insecticidas botanicos. Derivan de plantas y se usan en varias formas (polvos,
extractos, aceites esenciales y plantas enteras). En el mercado existen pocos

productos obtenidos de las plantas (Rozman et al., 2007).

- Feromonas. Sustancias de naturaleza hormonal que se utilizan para alterar los
habitos sexuales y el comportamiento producidos por los machos para apareamiento
(feromonas sexuales) o producidas por los machos de especies mas longevas que
atraen a los adultos de ambos sexos a una fuente de alimento adecuada (feromonas

de agregacion). Se usan en monitoreo para reducir la copula por alteracion del medio.

- Reguladores de crecimiento. Brindan proteccion por un largo plazo y dan como
resultado la reduccion de la poblacion. Se pueden rociar o espolvorear directamente

sobre el grano.

2. Generalidades acerca de los hongos entomopatégenos (HE)

Los HE son un grupo de microorganismos importantes como agentes de control
biolégico que se encuentran distribuidos en todo el mundo. Existen aproximadamente
700 especies conocidas como patdgenos de insectos (Lacey, 2012). La mayoria
pertenecen al Phyla Ascomycota (Orden Hypocreales) y Entomophthoromycota (Orden

Entomophthorales). Aunque estos dos grupos se diferencian en algunos aspectos de
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la historia de vida, ambos producen conidios u otras esporas asexuales que son las
unidades infectivas (Roy et al., 2006; Vega et al., 2012).

Estos hongos pueden encontrarse en distintas ubicaciones geograficas y
climaticas, tanto en suelos cultivados como naturales (Vega et al.,, 2008). Tienen la
particularidad de actuar como patégenos de diferentes tipos de artropodos (insectos y
acaros) y pueden llegar a producir la muerte del hospedador (Humber, 2012).

Algunas de las ventajas de los HE son la alta especificidad, la dispersion
natural, la posibilidad de cultivo in vitro y la seguridad para los humanos (Strasser et
al., 2000) y otros organismos vertebrados, preservando los enemigos naturales del
organismo objetivo a combatir. Como asi también, si se encuentran en las condiciones
ambientales adecuadas, puede introducirse, colonizar y reproducirse con la posibilidad
de mantener un control permanente una vez establecidos. Ademas, poseen la
capacidad de multiplicarse y dispersarse en el ambiente (Lacey, 2012).

Sin embargo, hay algunas desventajas que estan vinculadas con la velocidad
de muerte del insecto blanco, debido a que estos mueren luego de varios dias de ser
infectados; y a su persistencia en el ambiente, dado que se encuentra ligada a las
condiciones climaticas: temperatura, humedad relativa, luminosidad, etc. (Lacey, 2012;
Padin y Passalacqua, 2018).

En la Argentina, las primeras referencias sobre HE corresponden a la especie
Sporotrichum globuliferum Vuill. (=Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin) en
larvas de coledpteros (Spegazzini, 1880) y a Cordyceps unilateralis (Tul. & C. Tul.)
Sacc., en hormigas (Spegazzini, 1913). Posteriores referencias fueron publicadas
sobre el uso de HE para controlar poblaciones de insectos plaga (Marchionatto, 1934,
1942; Fresa, 1971, 1979; Lopez Lastra, 1988, 1989, 1990; Sosa-Gémez y Moscardi,
1991; Alves et al., 1998; Lecuona, 1999; Sosa-Gémez, 1999; Dal Bello et al., 2001,
2006; Toledo et al., 2004; Lopez Lastra y Scorsetti, 2006; Padin et al.,, 1995; 1997,

2002; Scorsetti, 2007; Schapovaloff et al., 2013).
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Caracteristicas del Phylum Ascomycota

Los organismos comprendidos dentro del Phylum Ascomycota, se caracterizan
por presentar hifas septadas y por la estructura de saco que contiene las ascosporas
(esporas sexuales). El ciclo de vida es pleomorfico, tiene una etapa asexual (mitética)
y otra sexual (meibtica) (Vega et al., 2012). Estos hongos han sido encontrados en la
naturaleza mayoritariamente en su estado anamérfico (de reproduccion asexual
mediante conidios) pero también en estado teleomorfico (de reproduccion sexual).
Algunos habitan el suelo (sapréfitos) y otros conviven en estrecha relaciéon con las
plantas (enddfitos) causando infecciones a los artrépodos (entomopatégenos).

Las especies mas comunes son B. bassiana, Metarhizium anisopliae
(Metschn.) Sorokin, M. robertsii J.F. Bisch., S.A. Rehner & Humber, M. rileyi (Farl.)
Kepler, S.A. Rehner & Humber, C. fumosorosea (Wize) Kepler, B. Shrestha &
Spatafora y C. farinosa (Holmsk.) Kepler, B. Shrestha & Spatafora (Lopez Lastra y
Lecuona, 2019).

Numerosos estudios previos documentan el uso del Phylum Ascomycota para
el control de insectos del Orden Coleoptera. Entre ellos, se ha evaluado el potencial de
las especies fungicas B. bassiana y M. anisopliae (Tanya y Doberski, 1984; Adane et
al., 1996; Dal Bello et al., 2001; Padin et al., 2002; Lord, 2005; Vassilakos et al., 2006;
Athanassiou et al., 2008; Wakil et al., 2010) y Purpureocillium lilacinum (Thom)

(Luangsa-ard et al., 2011, Barra et al., 2013).

Clasificacion taxonémica y morfologia de los hongos entomopatégenos sobre

los que se desarrollaron los bioensayos

Se utilizaron cuatro HE del Phylum Ascomycota: B. bassiana, M. anisopliae, C.

fumosorosea y P. lilacinum, a continuacién, se describe cada uno de ellos.
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Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Beauveria
Ubicacion Mycobank 199430*

*Clasificacion taxonémica segun Mycobank (Sitio Web: http://www.mycobank.org/).

El género Beauveria afecta a una gran cantidad de insectos y acaros, siendo
comunmente encontrado en la naturaleza (insectos muertos y momificados). En el
exoesqueleto del huésped forma una densa cubierta blanca, ocasionalmente con
fasciculos erectos de hifas. Las células conidiégenas estan generalmente densamente
agrupadas (verticiladas o solitarias) y son incoloras. El raquis posee la base globosa o
con forma de matraz. A su vez, la extension apical denticulada (dentada) se estrecha
hacia la porcion que sostiene el conidio, la cual se presenta en forma de zig-zag,
después de que varios conidios se producen. ElI género se caracteriza
morfolégicamente por los conidios globosos a cilindricos o vermiformes, aseptados,
que son tipicamente hialinos, de pared lisa; y los conidiéforos forman densos grupos
(Humber, 2012).

Actualmente, se acepta que el género comprende un complejo de varias
especies cripticas. La identificaciéon morfologica de las especies de Beauveria se ha
basado tradicionalmente en la morfologia de los conidios (Rehner y Buckley, 2005).
Sin embargo, la amplia superposicién en las dimensiones y la forma de los conidios
entre las especies dificulta la identificacion definitiva. El uso de herramientas

moleculares ha posibilitado la diferenciacion intraespecifica dentro del género
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mediante el analisis comparativo de secuencias de ADN. En la actualidad hay mas de
10 especies descritas, por ejemplo: B. bassiana, B. brongniartii (Sacc.) Petch, B.
caledonica Bissett & Widden, B. amorpha (H6hn.) Minnis, S.A. Rehner & Humber, B.
asiatica S.A. Rehner & Humber, B. pseudobassiana S.A. Rehner & Humber (Rehner et

al., 2011).

Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Metarhizium

Ubicacion Mycobank 8912

El género Metarhizium se caracteriza por tener la capacidad de infectar una
amplia gama de artrépodos y por ser muy comun en insectos y en el suelo como su
mayor reservorio. El micelio a menudo cubre a los huéspedes afectados; los
conidiéforos forman parches densos; mientras que conididforos individuales son
ampliamente ramificados (tipo candelabro), y aparecen densamente entrelazados. Las
células conididgenas se presentan con apices redondeados a coénicos, formando un
himenio denso con conidios aseptados, cilindricos u ovoides. Constituyen largas
cadenas que generalmente se adhieren lateralmente y forman columnas prismaticas o
cilindricas o placas sdlidas de esporas. El color tipico de esta especie se lo otorgan los
conidios, los cuales varian de verde olivaceo, palido o brillante a amarillo verdoso o

sepia (Humber, 2012).
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Segun la bibliografia, los estudios taxonémicos de especies dentro de este
genero se realizaron basandose en las caracteristicas morfologicas y los datos del
marcador ITS (Rehner y Buckley, 2005), sin embargo, no fueron suficientes. En
consecuencia, varios autores realizaron estudios taxonomicos moleculares de analisis
de secuencia multilocus obteniendo una base mas sensible y sélida (Rehner y
Buckley, 2017), pudiendo determinar las especies mas comunes como: M. anisopliae,
M. robertsiiy M. rileyi (=Nomuraea rileyi).

Metarhizium anisopliae s.l. presenta amplia distribucion mundial y ha sido
encontrado infectando insectos, como larvas de coledpteros, pulgones, trips,
locustidos, cigarras, chinches y otras especies (Boucias y Pendland, 1998; Lépez

Lastra y Lecuona, 2019).

Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Cordyceps

Ubicacion Mycobank 1240

En el género Cordyceps los conidiéforos suelen estar bien desarrollados,
sinnematosos en muchas especies, con espirales de ramas divergentes y células
conidiégenas (fialides), incoloras a pigmentadas (pero no negras, marrones u olivas).
Las células conididgenas con un matraz distintivo en el cuello y en la base, son de
forma de punzén estrecho o casi globoso, nacen solas o en grupos, en espirales, en

conidiéforos, en ramas laterales cortas o en espirales apicales. Los conidios
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aseptados, hialinos o coloreados, se disponen en cadenas secas divergentes
(Humber, 2012).

Las especies de ocurrencia mas comun son C. fumosorosea, C. farinosa
(Holmsk.) Kepler, B. Shrestha & Spatafora y C. tenuipes (Peck) Kepler, B. Shrestha &
Spatafora. Son conocidas por causar epizootias en poblaciones de diversas especies

de insectos (Lopez Lastra y Lecuona, 2019).

Purpureocillium lilacinum (Thom)

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Ophiocordycipitaceae
Género: Purpureocillium

Ubicacion Mycobank 519529

El género presenta hifas septadas y hialinas, de paredes delgadas. La mayoria
presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas, llevan en su parte
terminal en cada rama grupos de fialides, las cuales pueden ser también solitarias. Las
fidlides constan de una porcidn basal cilindrica o hinchada, adelgazandose
abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los conidios son de forma
globosa u oblonga y se encuentran agrupados en forma de cadena. Presentan un
rapido crecimiento de sus hifas. El conidiéforo presenta grupos de ramificaciones
laterales, cada una de las cuales presenta de 2 a 4 divisiones ovaladas antes de los
conidios. Estos ultimos tienen una longitud de 2,5-3,0 um de largo y de 2,0-2,2 ym de

ancho y presentan coloracién lila (Humber, 2012).
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La especie P. lilacinum fue descripta por primera vez por (Thom) Luangsa-ard,
Hou-Braken, Hywel-dJones y Samson, sin embargo, puede encontrarse en la
bibliografia como Penicillium lilacinum (Thom); Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson;

Paecilomyces nostocoides M.T. Dunn (Luangsa-ard et al., 2011).

Ciclo de vida de los hongos entomopatégenos

1. Adhesién de la espora sobre la cuticula del huésped:

El ciclo del desarrollo de un HE comienza con una unidad infectiva, una espora
asexual o conidio, que contacta al hospedador, mediante las propiedades fisicas,
quimicas y electrostaticas de la superficie del conidio y de la cuticula. En este proceso
también intervienen proteinas denominadas hidrofobinas (Holder y Keyhani, 2005;

Lépez Lastra y Lecuona, 2019).

2. Germinacion y formacion de apresorios:

Cuando los conidios quedan retenidos en la cuticula del hospedador, se
adhieren e hidratan y ocurre su germinaciéon. Originan un tubo germinativo y, en
algunos casos, la formacion de un apresorio. El apresorio favorece la fijacién y el

ingreso del hongo al interior del huésped, ayudando en la penetracion.

3. Penetracion de las hifas (liberacién de enzimas) en el huésped:

La penetracion ocurre en las partes mas débiles de la cuticula (membranas
intersegmentales, zonas de insercién de las patas, ojos y mandibula), a través de la
presidon mecanica ejercida por el extremo de la hifa invasiva o por el apresorio y el
mecanismo enzimatico, lipasas, proteasas y quitinasas, que van degradando la

cuticula (Tanada y Kaya, 1993).
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4. Multiplicacion del hongo en el hemocele del insecto (por medio de brotacion de los
cuerpos hifales/blastosporas):

El hongo, ya en el hemocele del insecto, convierte el crecimiento del micelio en
un crecimiento por gemacion. Las blastosporas, formas miceliares unicelulares
similares a cuerpos hifales, proliferan rapidamente evadiendo la respuesta inmune del

insecto (Tanada y Kaya, 1993; Boucias y Pendland, 1998).

5. Liberacion de toxinas/metabolitos:
Las sustancias toxicas quimicas, micotoxinas (péptidos ciclicos) son
secretadas por el hongo en el hemocele y se encuentran involucradas en el proceso

infectivo (Tanada y Kaya, 1993; Boucias y Pendland, 1998).

6. Invasion de tejidos, lisis y muerte del insecto:

La multiplicacién del hongo en el interior del insecto genera competencia por
nutrientes y oxigeno. Por consiguiente, el hospedador progresivamente presenta
carencia de coordinacién, comportamientos alterados (Lecuona, 1996), paralisis y

cambios de coloracion (Alves, 1998). El insecto, ya muy debilitado, muere.

7. Esporulaciéon externa del hongo a través de la cuticula del insecto hospedante:
Después de la muerte del insecto, si las condiciones de humedad relativa son
altas, las estructuras fungicas logran atravesar las partes mas débiles de la cuticula
(membranas intersegmentales). El cuerpo inicialmente se recubre de un micelio blanco
con aspecto algodonoso y posteriormente es recubierto de conidios de la coloracion

caracteristica de cada especie fungica.

8. Infeccién a otros insectos sanos a través del indculo fungico (esporas, conidios,
etc.):
Una vez fuera del hospedador se producen las esporas capaces de iniciar

nuevos ciclos de infeccion en otro hospedador, tanto huéspedes primarios como
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alternativos, diseminando el patdégeno en el ambiente por accidén de agentes abidticos

o bidticos (Fuxa y Tanada, 1987; Hesketh et al., 2010; Lopez Lastra y Lecuona, 2019).

Factores que inciden en las infecciones fungicas

Los factores ambientales mas importantes que afectan el uso de los HE son la
temperatura, la luz UV y la humedad relativa. En cuanto a la temperatura, el rango
o6ptimo de crecimiento varia entre 10° y 30°C. En segundo lugar, la exposicion a la
radiacion solar inhibe o retrasa la germinacion. Por ultimo, la humedad relativa y el
agua libre afectan la germinacion y la esporulaciéon del hongo. Consecuentemente, la
fluctuacion de dichos factores podria tener un impacto sobre el efecto del control
(Magan, 2001). Asimismo, se debe tener en cuenta el tipo de sustrato/ambiente,
estado del hospedador, edad, dosis o0 concentracion del patégeno, secuencia y tiempo

de alimentacion de cada patdgeno (Lopez Lastra y Lecuona, 2019).

3. Manejo de insectos plaga con productos fitosanitarios (PF)

En la actualidad, el control de insectos plaga en granos almacenados se realiza
con PF, aprobados por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA) (Tabla 1). Su uso es cada vez mayor, debido a la prolongacion de la vida
media de los alimentos y a que presentan diferente grado de selectividad frente a los
organismos blancos. Sin embargo, pueden provocar efectos adversos sobre el hombre
y otras especies del ambiente (Monro et al, 1972; Sartori et al., 1991, Pimentel et al.,
20009).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica en clases a todos los
principios activos de los PF segun su toxicidad (Tabla 2). En la parte inferior de los
marbetes, se puede observar la banda de color que indica la categoria. Basandose en

esta clasificacién, cada principio activo requerira precauciones y elementos de

41



Capitulo |

Anahi Musso

proteccion personal cuando se los manipule que sean acordes a su nivel de

peligrosidad (WHO, 2009; Pina, 2012; Padin y Passalacqua, 2018).

Tabla 1. Productos Fitosanitarios aprobados para el control de plagas en granos

almacenados en Argentina.

Principio Activo

Familia o Tipo

Fosfuro de aluminio Fumigante
Fosfuro de magnesio Fumigante
Pirimifés metil Fosforado

Pirimifés metil + lambdacialotrina

Fosforado + Piretroide

Deltametrina + Butéxido de piperonilo

Piretroide + agente sinérgico

Mercaptotion

Fosforado

Fuente: Resoluciéon SENASA 934/2010 y Carpaneto, 2010.

Tabla 2. Clasificacion toxicoldgica y etiquetado de productos fitosanitarios segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Clasificacion

segun los Caracteristicas Clasificacion Color de | Leyenda de
. banda la banda
riesgos
Producto sumamente . . MUY
CLASE | a peligroso Muy téxico Rojo TOXICO
CLASE I b Producto muy Toxico Rojo TOXICO
Peligroso
Producto
CLASE Il moderadamente Nocivo Amarillo NOCIVO
Peligroso
CLASE Il Producto poco Cuidado Azul CUIDADO
Peligroso
Productos que
CLASE IV normalmente no Cuidado Verde CUIDADO

ofrecen peligro

Fuente: Extraido y modificado de: WHO, 2009; Pina, 2012; Padin y Passalacqua, 2018.
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Los principales factores que pueden afectar la tasa de degradacion y vida util
de los insecticidas, tanto de fosforados como de piretroides, son la temperatura y el

contenido de humedad del grano (Strada et al., 2014).

Caracteristicas de los productos fitosanitarios

Los PF utilizados en los bioensayos realizados para la presente tesis son
insecticidas organicos sintéticos destinados al tratamiento de granos y productos
almacenados (Tabla 1). Se realiza una breve mencion de las caracteristicas de los
principios activos.

Los insecticidas fosforados, denominados también fosforados organicos o
ésteres del acido fosforico, inhiben las enzimas del sistema nervioso, como la
acetilcolinesterasa. Esto provoca una acumulacion de acetilcolina en las uniones o
sinapsis neurona-neurona o neurona-musculo causando contracciones rapidas de los
musculos voluntarios y finalmente paralisis y muerte. Son poco persistentes en el
ambiente. Dentro de este grupo encontramos una gran variedad de principios activos
como pirimifés metil y diclorvés, ampliamente distribuidos para el control de plagas en
la produccion agropecuaria (Tabla 1). Uno de los utilizados en el presente trabajo, el
pirimifés metil, es un insecticida de amplio espectro de control con accion por contacto
e inhalacion. Muestra poder residual debido a su persistencia en superficies inertes
(paredes, pisos, techos, costales). Por su penetracion, el producto se acumula en el
tegumento, por lo que la contaminacién por residuos en harinas es muy leve (Arregui y
Puricelli, 2008; Novo et al., 2011).

Los insecticidas piretroides, son moduladores del canal de sodio, interfieren
sobre el sistema nervioso central y periférico. Este fendmeno prolongado en el tiempo
desencadena efectos toxicos (hiperexcitacion, convulsiones y temblores), pérdida de la
postura normal, ataxia (falta de movimiento y descoordinacion) que llevan a la muerte
del insecto. Son persistentes en el ambiente (meses a afios) dejando residuos en los

alimentos, aunque se degradan con el tiempo de almacenaje y su procesamiento
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(White y Leesch, 1996). Dentro de este grupo quimico encontramos principios activos
utiizados para el control de plagas como son cipermetrina, deltametrina,
lambdacialotrina y algunos de mas reciente aparicion como la ciflutrina y B-ciflutrina.
Uno de los utilizados en el presente trabajo, lambdacialotrina, es un insecticida que
actua por contacto e ingestién (Novo et al., 2011).

A nivel mundial, existe una marcada tendencia en la disminucion del uso de PF,
esto surge de la demanda de los consumidores de productos libres de insectos y otras
plagas, cada vez mas preocupados por la seguridad alimentaria y por la acumulacion
de los residuos de PF en sus alimentos (Magnusson y Cranfield, 2005). Asimismo,
estudios demuestran que el uso excesivo de dichos productos ha causado la
resistencia de R. dominica a los insecticidas fosforados (clorpirifés metilo, fenitrotion,
pirimifés metilo y malatiéon), a los piretroides y a los reguladores de crecimiento
(metopreno) (Arthur, 1996; Stadler et al., 2003). Como asi también a la fosfina
(Guedes et al., 1996; Arthur, 2004; Collins, 2006; Edde, 2012).

Las limitaciones en el uso de los PF han llevado al estudio de alternativas de
control bioldégico de bajo impacto ambiental que reducen el riesgo de resistencia, no
tienen consecuencias letales en los enemigos naturales, disminuyen la aparicion de
plagas secundarias, son menos nocivas para el hombre y no ocasionan dafos en el

ambiente (Arthur, 1996).

Compatibilidad entre control quimico y biolégico sobre insectos plaga

La utilizacién de los PF en combinacion con los HE aumenta la eficiencia de
control, disminuyendo la cantidad de insecticidas requeridos, minimizando los riesgos
de contaminacién ambiental y la expresion de resistencia a plagas (Moino y Alves

1998; Quintela y McCoy, 1998).
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Como los agentes bioldgicos, entre ellos los HE, no pueden reemplazar
completamente a los PF es importante considerar una estrategia de control asociada
(Inglis et al., 2001). Por lo tanto, es necesario el estudio previo de la compatibilidad
que permita conocer los efectos de los PF sobre los HE para el uso mas eficiente y
seleccionar compuestos quimicos y aislamientos apropiados para garantizar el
equilibrio de los agroecosistemas con la permanencia de los organismos benéficos y
los enemigos naturales (Moino y Alves, 1998; Quintela y McCoy, 1998; Alves et al.,
1998).

Existe evidencia de los efectos nocivos de la accion de PF sobre la viabilidad,
el desarrollo y la virulencia de los HE, reduciendo severamente el inicio de la
colonizacién del hospedador (Alves et al., 1998; Schumacher y Poehling, 2012). Alves
et al. (1998) han estudiado en las pruebas de compatibilidad in vitro, que al exponer al
hongo patégeno a la maxima actividad posible del PF tiene una alta toxicidad, sin
significar que el producto siempre sea téxico para ese patégeno in vivo, en cambio, si
es compatible significa que existe una selectividad en condiciones de campo. La
toxicidad sobre los HE varia segun la especie y el aislamiento fungico, la naturaleza
quimica del ingrediente activo del PF, el modo de accidn, la concentracién utilizada y

la formulacion del producto (Alves y Lecuona, 1998).

Dado el contexto descrito, los objetivos y la hipotesis de este trabajo fueron:
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Obijetivo General

Desarrollar alternativas para el control bioldégico de los insectos plaga en
granos almacenados mediante el empleo de hongos entomopatdgenos en

combinacion con productos fitosanitarios.

Objetivos Particulares

1) Evaluar la patogenicidad y virulencia de diferentes hongos entomopatdgenos y
seleccionar aquel con mayor eficacia para el control de individuos adultos de

Rhyzopertha dominica.

2) Determinar la compatibilidad del hongo entomopatdégeno seleccionado
combinado con los productos fitosanitarios comiunmente utilizados en Argentina

y Brasil.

3) Evaluar la patogenicidad y virulencia del hongo entomopatégeno seleccionado
combinado con productos fitosanitarios en concentraciones subletales sobre un
rango de hospedadores: Rhyzopertha dominica, Sitophilus oryzae,

Oryzaephilus surinamensis y Tribolium castaneum.

Hipdtesis

Los hongos entomopatdgenos presentan diferente virulencia para el control de
individuos adultos de R. dominica. La compatibilidad de los hongos entomopatégenos
combinados con los productos fitosanitarios varia segun la especie y el aislamiento
fungico, la naturaleza quimica del ingrediente activo de los PF y la concentracion
utilizada. La virulencia del aislamiento seleccionado difiere segun el rango de
hospedadores: Rhyzopertha dominica, Sitophilus oryzae, Oryzaephilus surinamensis y

Tribolium castaneum.
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Introduccion

Los insectos plaga son una de las principales causas de pérdidas durante la
postcosecha de los granos almacenados. La presencia de insectos afecta el peso, los
nutrientes y el porcentaje de germinacion de los granos, disminuyendo asi el valor de
su calidad comercial (Abdel-Raheem et al., 2015). Entre ellos, Rhyzopertha dominica
(Coleoptera: Bostrichidae) es la plaga mas destructiva y dificil de controlar, debido a
que se desarrolla dentro de los granos (Vardeman et al., 2007). Tanto en la Argentina
como en el resto del mundo, esto es importante debido a las normas de
comercializacion que prohiben la venta de mercancias infestadas con insectos vivos
(Carpaneto, 2010).

El control convencional de insectos plaga en la postcosecha se ha basado
tradicionalmente en la utilizacion de PF. Sin embargo, el empleo excesivo ha
provocado resistencia a los insecticidas, residualidad quimica, eliminacion de insectos
beneficiosos, contaminacién ambiental y toxicidad humana (Arnaud et al., 2005). A
causa de esto, varios autores estudiaron alternativas de control bioldgico, entre ellos el
uso de los HE como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en condiciones de
laboratorio y ensayos de campo (Padin et al., 1995; Moino et al., 1998; Rice y Cogburn
1999; Lord, 2005; Mahdneshin et al., 2009; Wakil et al., 2010; Barra et al., 2013). Estos
hongos tienen alta especificidad y eficacia. Ademas, son agentes de bajo impacto
ambiental, sin dejar rastros residuales ni toxicidad en mamiferos y no seleccionan
poblaciones resistentes (Strasser et al., 2000; Lacey, 2012; Akmal et al., 2017).

Las caracteristicas biologicas de los HE deben ser evaluadas en un programa
de control biolégico. Entre las caracteristicas se encuentran la patogenicidad, la
virulencia y la agresividad. La patogenicidad es la cualidad de ser patogénico con el
potencial de producir enfermedad, es usada en el sentido de grado de patogenicidad
dentro de un grupo de especies, siendo una variable cualitativa. La virulencia es

definida como la capacidad de un microorganismo de producir una enfermedad a un
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hospedador, es una variable relativa que debe ser comparada con otros aislamientos
sobre el mismo hospedante. Por lo tanto, es una variable cuantificable que se mide a
través de la concentracion letal media (CLso), es decir, la concentracion requerida para
matar al 50% de los huéspedes expuestos al patdégeno. La agresividad refiere a la
situacion en que dos aislamientos sean igualmente virulentos, pero uno de ellos mata
al hospedante en menor tiempo que el otro; variable que se cuantifica comparando el
tiempo letal 50 o 90 (TLso, TLoo) entre aislamientos fungicos (Alves y Lecuona, 1996;
Lopez Lastra y Garcia, 2021).

En este capitulo se describe la metodologia y los resultados obtenidos de la
seleccion de los aislamientos a partir de la evaluacion de la viabilidad y de los
bioensayos realizados para la determinacion de la eficacia de los aislamientos

seleccionados para el control de adultos de R. dominica.

Materiales y métodos

1. Origen y mantenimiento de la colonia de Rhyzopertha dominica

Las colonias de R. dominica que se utilizaron como insectos blancos fueron
criadas en el Insectario, ubicado en el Laboratorio de la Catedra de Terapéutica
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional
de La Plata (FCAyF-UNLP). Los insectos adultos de 3 semanas de edad se colocaron
dentro de frascos de vidrio (250mL) conteniendo granos de cebada perlada, libre de
todo tipo de contaminacion (esterilizados en autoclave y secados en estufa). Los
granos fueron renovados semanalmente a fin de favorecer la produccion de una cria
sincronizada. Los frascos fueron rotulados para el seguimiento de las generaciones y
se colocaron en camaras de cria en condiciones controladas (26°C, 60%HR y en
oscuridad). Se obtuvieron varias generaciones consecutivas de individuos adultos con

edades estandarizadas, para posteriormente seleccionar y utilizar en los bioensayos.
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2. Origen de los hongos entomopatégenos

2.1. Aislamientos seleccionados de la Coleccion de Hongos Entomopatégenos

del CEPAVE

Se utilizaron 13 aislamientos nativos preservados en la Coleccién de Hongos
Entomopatoégenos del Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores (CEPAVE)
(CONICET-UNLP-Asociado a CICPBA). Los mismos fueron B. bassiana sensu lato
(s.l.): CEP 75, CEP 136, CEP 418, CEP 420, CEP 428, CEP 545, CEP 560, CEP 567 y
CEP 588, M. robertsii s.|.: CEP 381 y CEP 401 y Cordyceps fumosorosea sensu stricto
(s.str.): CEP 303 y CEP 309 (D'Alessandro et al., 2014). Los datos de la especie,

hospedador, fuente de aislamiento y lugar de recoleccion se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Aislamientos de B. bassiana, M. robertsii y C. fumosorosea de la Coleccion de

Hongos Entomopatégenos del CEPAVE.

N°enla Fuente de Lugar de
Especie Hospedador
Coleccidén aislamiento Recoleccion
Berazategui, Bs. As.
B. bassiana Curculionidae no
CEP 75 Insecto 34°46'04" S,
s.l. identificado
58°12'48" O
Berazategui, Bs. As.
B. bassiana Coleoptera no
CEP 136 Insecto 34°46'04" S,
s.l. identificado
58°12'48" O
Parque Nacional El
B. bassiana Coleoptera no Palmar, Entre Rios
CEP 418 Insecto
s.l. identificado 31°51'11" S,
58°19'21" O
Diabrotica Parque Nacional El
B. bassiana speciosa Palmar, Entre Rios
CEP 420 Insecto
s.l. (Coleoptera: 31°51"11" S,
Chrysomelidae) 58°19'21" O
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Diabrotica
Bs. As.
B. bassiana speciosa
CEP 428 Insecto 34°35'59" S,
s.l. (Coleoptera:
_ 58°22'55" O
Chrysomelidae)
Acromyrmex La Lipela - Villa
B. bassiana lobicornis Llanquin, Neuquén
CEP 545 Insecto
s.l. (Hymenoptera: 40°53'44" S,
Formicidae) 71°02'12" O
Edessa
Zavalla, Santa Fé
B. bassiana meditabunda
CEP 560 Insecto 33°01'00" S,
s.l. (Hemiptera:
. 60°53'00" O
Pentatomidae)
Acromyrmex lundi La Plata, Bs. As.
B. bassiana
CEP 567 | (Hymenoptera: Insecto 34°54'39" S,
s.l.
Formicidae) 57°55"46" O
] La Plata, Bs. As.
B. bassiana Coleoptera no
CEP 588 Insecto 34°54'39" S,
s.l. identificado
57°55'46" O
Finca Tia Nora, San
Tenebrio molitor
M. robertsii Juan
CEP 381 (Coleoptera: Suelo
s.l. 31°44'63" S,
Tenebrionidae)
68°51'45" O
Tenebrio molitor Pocito, San Juan
M. robertsii
CEP 401 | (Coleoptera: Suelo 31°39'00" S,
s.l.
Tenebrionidae) 68°33'00" O
c Trialeurodes Abasto, La Plata,
' vaporariorum Bs. As.
CEP 303 fumosorosea Insecto
) (Hemiptera: 34°59"13" S
s.str.
Aleyrodidae) 58°05'20" O
c Trialeurodes Colonia Urquiza, La
’ vaporariorum Plata, Bs. As.
CEP 309 | fymosorosea P . Insecto
) (Hemiptera: 34°56'35" S
s.str.
Aleyrodidae) 58°5'30" O
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2.2. Aislamientos realizados mediante el uso de insectos “cebo”

Se recolectaron las muestras de suelo de: alrededores de la FCAyF, La Plata,
Bs. As. y de la localidad de Coronel Martinez de Hoz, Lincoln, Bs. As. Para tal fin, en
cada sitio fueron retirados los primeros centimetros de vegetacion, recolectando 200 g
de suelo hasta 5 cm de profundidad y fueron colocados en bolsas individuales de
polipropileno, mediante el uso de una pala de jardin (Figura 1a). Las muestras fueron
etiquetadas y conservadas en frio (en heladera a 4°C) hasta ser procesadas.
Posteriormente, en el laboratorio, cada muestra fue acondicionada (tamizada),
dejandola lo mas homogénea posible sin restos de vegetacion.

Para el aislamiento de los HE se utilizé Galleria mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae) y T. molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) como insectos cebos
(Zimmermann, 1998; Lacey, 2012).

Una porcion de cada muestra de suelo de los alrededores de la FCAyF-UNLP
(10 g) fue colocada en una placa de Petri (9 cm de diametro), humedecida con agua
destilada, y luego se le agregaron las larvas de G. mellonella procedentes de
colmenas de abejas y conservadas a 25 + 1°C durante 2 semanas. Al mismo tiempo,
una porcion de cada muestra de suelo de Coronel Martinez de Hoz (20 g) fue colocada
en un recipiente de plastico al que se le agrego6 larvas de T. molitor (Figura 1b y ¢)
procedentes del Insectario, ubicado en el Laboratorio de la Catedra de Terapéutica
Vegetal de la FCAyF-UNLP. Estas fueron acondicionadas y conservadas de la misma
forma que las demas muestras.

Las larvas encontradas muertas fueron desinfectadas superficialmente con
hipoclorito de sodio 0,5% v / v durante 1 minuto, se colocaron en camaras humedas
(placa de Petri esterilizada conteniendo papel de filtro humedecido con agua destilada
estéril) que se incubaron a 25°C durante 10 dias o hasta la aparicidon de signos de

infeccion (cubiertos de micelio fungico, Figura 1d).
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A partir de los insectos infectados, con la ayuda de un microscopio binocular
estereoscopico, se realizé el aislamiento directo de esporas (Figura 1e). Las esporas
fueron tomadas de la cuticula con un ansa/aguja estéril y transferidas sobre una placa
de Petri con medio de cultivo selectivo (Anexo) con el objeto de obtener cultivos puros

(Figura 1f). Los cultivos fueron incubados a 25°C.

(@) (b)

Figura 1. (a) Muestras de suelo. (b) Larvas de T. molitor. (c) Recipiente de plastico
humedecido con las larvas. (d) Larva infectada. (e) Aislamiento directo. (f) Medio

selectivo.
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Las especies fueron identificadas como B. bassiana s.I. y M. anisopliae s.l. a
partir de la descripcion macroscopica y microscopica de las estructuras vegetativas y
reproductivas (Humber, 2012) (Tabla 2). Para la descripcibn macroscépica se
utilizaron los aislamientos monospdricos obtenidos de cada aislamiento, se observo el
aspecto y color de la colonia. A partir de los cultivos fungicos esporulados se
realizaron preparados para la microscopia 6ptica, donde con una aguja se tomé una
pequeia muestra de las hifas y se la dispersd sobre el portaobjetos en una gota del
colorante, Azul de algoddn-Lactofenol de Ammann (Anexo), por encima de éste se
coloco un cubreobjetos para visualizar la forma y dimensiones de los conidios, fidlides

e hifas. Estos preparados fueron observados bajo microscopio 6ptico con contrastes

de fases (400x) (Olympus Japan CH30).

Tabla 2. Aislamientos realizados mediante insectos “cebo”.

N°enla Fuente de Lugar de
Especie Insecto Cebo
Coleccion aislamiento Recoleccion
Galleria mellonella | La Plata, Bs. As.
Suelo de
CEP 612 B. bassiana s.l. Jardi (Lepidoptera: 35°19'00" S,
ardin
Pyralidae) 61°37'00" O
Galleria mellonella | La Plata, Bs. As.
Suelo de
CEP 613 B. bassiana s.l. Jardi (Lepidoptera: 34°91'12" S,
ardin
Pyralidae) 57°92'81" O
Galleria mellonella | La Plata, Bs. As.
Suelo de
CEP 614 B. bassiana s.I. Jardi (Lepidoptera: 34°91'08" S,
ardin
Pyralidae) 57°92'97" O
Suel Tenebrio molitor Lincoln, Bs. As.
uelo
CEP 615 | M. anisopliae s.I. (Coleoptera: 35°30'06" S,
cultivado
Tenebrionidae) 61°52'33" O
Suel Tenebrio molitor Lincoln, Bs. As.
uelo
CEP 616 M. anisopliae s.|. (Coleoptera: 35°32'71" S,
cultivado
Tenebrionidae) 61°54'79" O
Suel Tenebrio molitor Lincoln, Bs. As.
uelo
CEP 617 M. anisopliae s.|. (Coleoptera: 35°32'70" S,
cultivado
Tenebrionidae) 61°52'25" O
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Los aislamientos fueron preservados y depositados en la Coleccion de Hongos
Entomopatogenos del CEPAVE. Los métodos de preservacion utilizados fueron la
preservacion en agua destilada estéril y en papel, el método de criopreservacion a -

20°C 0 a-70°C, en glicerol 10% vy la liofilizacién descritos por Gutiérrez et al. (2017).

3. Seleccion del aislamiento para el control de adultos de Rhyzopertha dominica

3.1. Ensayo preliminar para la seleccion de los aislamientos

El objetivo fue seleccionar los aislamientos a utilizar en los bioensayos
descritos en este capitulo. Para esto, se determin6 el porcentaje de germinacion
(viabilidad) de los aislamientos mencionados en las Tablas 1 y 2 utilizando la técnica
modificada de Lane et al. (1988). Cada uno de los aislamientos se cultivaron en placas
de Petri (10 cm de diametro) con medio de cultivo Agar Papa Glucosa (APG) (Anexo) y
se colocaron en incubadora (25 + 1°C, 60%HR y en oscuridad), durante 15 dias. Se
realiz6 una suspension de conidios en agua destilada estéril con Tween 80 al 0,01% (v
/ v) (polisorbato de sodio) y se ajustd la concentracion a 1x10° conidios/mL mediante el
uso de un hemocitometro (camara de Neubauer).

Al mismo tiempo, se acondicioné una camara de viabilidad que consistié en
una placa de Petri (10 cm de didmetro) con un papel de filtro humedecido con agua
destilada estéril, por encima se colocaron dos portaobjetos ubicados
perpendicularmente, el superior conteniendo 0,5 mL de medio de cultivo APG (2 mm
de espesor). Luego, se inoculd 0,1 mL de la suspension de conidios ajustada
previamente, con una pipeta automatica, sobre el medio de cultivo y se distribuy6
homogéneamente con ayuda de una espatula de Drigalsky. Las camaras de viabilidad
se incubaron por 24 h a 25 + 1°C, y se cuantificd el nimero de conidios germinados y
no germinados mediante un microscopio optico de contraste de fases (200x) (Olympus

Japan CH30) (Figura 2). Se considerd germinado al conidio cuando la longitud del tubo
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germinativo alcanzé la mitad de la longitud de la espora. Para cada aislamiento el
procedimiento se realiz6é por triplicado y se cuantificé un total de 600 conidios por

placa (Lane et al., 1988).

Figura 2. Camaras de viabilidad para el recuento de conidios.

Los medios de cultivo como todo el material fueron esterilizados en autoclave
tipo Chamberland a 120°C y 1 atmosfera de presidon durante 20 minutos y la
manipulacién de los cultivos fungicos fue realizada en condiciones de esterilidad (bajo
una camara de flujo de laminar). Los bioensayos que se describen a continuacion
fueron realizados utilizando soélo los aislamientos que, en los bioensayos preliminares,
presentaron viabilidad por encima de 90%: CEP 545, CEP 560, CEP 567, CEP 381,

CEP 401, CEP 303, CEP 309, CEP 615, CEP 616 y CEP 617 (Tablas 1y 2).

3.2. Evaluaciéon de la mortalidad de Rhyzopertha dominica ocasionada por

distintos aislamientos fungicos

Con el fin de garantizar la utilizacion del aislamiento virulento del “primer
repique” y contar con material fungico para los futuros ensayos, se aislé el hongo de
manera directa desde el cadaver infectado de R. dominica y luego, se preservd en

papel en forma individual en la heladera a 4°C (Gutiérrez et al., 2017).
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3.2.1.Preparacion del indculo v evaluacion de la viabilidad

Cada aislamiento fue transferido a medio APG (CEP 545, CEP 560, CEP 567 y
CEP 401) o Sabouraud dextrosa agar enriquecido con 1% de extracto de levadura
(SDYAY.) (CEP 615, CEP 616, CEP 617, CEP 303, CEP 309 y CEP 381) (Anexo) en
placas de Petri estériles (90 mm de diametro) y se incubaron a 25 £ 1°C y 60%HR
durante 15 dias en oscuridad. Después de ese tiempo, los conidios se rasparon desde
la superficie con una espatula estéril y fueron suspendidos en agua destilada estéril
con Tween 80 al 0,01% (v / v). La suspension de los conidios se agité en vortex
durante 2 minutos para su homogeneizacién. La concentracion se ajusté a 2x108
conidios/mL, de acuerdo con las pruebas preliminares, y la cuantificacion fue realizada
utilizando un hemocitometro (cdmara de Neubauer). Se evalué la viabilidad de los

conidios de cada aislamiento fungico (Lane et al., 1988) (Seccién 3.1.).

3.2.2. Bioensayos

Para la realizacion de los bioensayos se utilizaron adultos de R. dominica
obtenidos de la cria ya descrita. Previo al bioensayo, los insectos adultos se
mantuvieron bajo inaniciéon durante 24 h. Con el uso de una cuchara y un pincel, se
colocaron un total de 20 individuos en un frasco de vidrio, que se cubrié con un tejido
de 20 cm? (49 agujeros/cm?) sujetado con una banda elastica. Las suspensiones de los
conidios se aplicaron mediante la técnica de pulverizacion, utilizando un aerégrafo
(FENGDA, BD-180, China) (Figura 3). Se inicié con la aplicacion a los insectos del
control con 0,1 mL de agua destilada estéril con Tween 80 al 0,01%. Luego, se
rociaron los restantes insectos con 0,1 mL de cada suspension de conidios, 2x108
conidios/ mL en agua destilada estéril con Tween 80 al 0,01% (v / v). Después de la
inoculacién, se introdujeron al frasco tres gramos de granos de cebada perlada. Los
frascos de vidrio se cubrieron con un pafio de muselina y se incubaron durante 15 dias
a 25+ 2°C, 60 + 5%HR y un fotoperiodo de 12:12 h. Por cada aislamiento a inocular
se realizaron dos réplicas. El experimento se repitiéo dos veces en diferentes tiempos.
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Figura 3. Material utilizado para la inoculacion de los insectos mediante el método de

pulverizacion, utilizando un aerégrafo (FENGDA, BD-180, China).

Se registré el numero de insectos muertos cada 24 h hasta los 15 dias del
inicio de la aplicacion. Para confirmar la infeccion fungica, cada uno de los insectos
muertos fue retirado y esterilizado en superficie con hipoclorito de sodio 0,5% v / v
durante 1 minuto, luego se colocaron en cdmaras humedas. Las mismas consistian en
placas de Petri de plastico (60 mm de diametro) con medio de cultivo agar-agua (1%)
(Anexo). Estas se incubaron a 25 + 2°C durante siete dias adicionales para permitir el
desarrollo de hongos.

La mortalidad causada por los HE se confirmé al observar signos de infeccion
fungica en los insectos y de la posibilidad de transferir conidios a nuevos medios de
cultivos puros. Para ello, los insectos muertos se colocaron en medios estériles y fue

confirmado el crecimiento de hongos en cada insecto (Figura 4). La infeccién por
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hongos también se confirmé diseccionando los insectos para observar sus tejidos bajo

microscopio 6ptico (Olympus Japan CH30).

(@) (b)

Figura 4. Adultos de R. dominica infectados por (a) B. bassiana s.l. y (b) M. robertsii

s.l.

3.2.3.Variables registradas y analisis de datos

Se calculé el porcentaje de mortalidad diaria de los individuos de R. dominica
infectados con los distintos aislamientos hasta los 15 dias del inicio de la aplicacion.
Las diferencias estadisticas entre los porcentajes de mortalidad de cada aislamiento
se analizaron mediante una prueba de Chi-cuadrado. Cuando fueron detectadas
diferencias significativas (P < 0,05) se realizaron comparaciones post-hoc entre pares
de cepas y se ajustaron de acuerdo con el método Sidak (Lyman Ott y Longnecker,
2001).

Fue evaluada la probabilidad de supervivencia en funcién del tiempo de
observacién del bioensayo. El tiempo de supervivencia mediana (TSM) de cada
aislamiento fue estimado mediante el método de Kaplan-Meier (K-M), se compararon
las curvas de supervivencia de R. dominica y las diferencias estadisticas se analizaron

mediante una prueba de rango logaritmico. Cuando fueron encontradas diferencias
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significativas se realizaron comparaciones post-hoc de a pares ajustando el nivel de
significacion segun el método Sidak (Lyman Ott y Longnecker, 2001).
Los analisis se realizaron utilizando el software R version 4.0.3 (R Core Team,

2018).

3.3. Estimacion de la virulencia

A partir del aislamiento seleccionado como el mas eficiente para el control de R.
dominica fue evaluada la concentracion letal media (CLsg) con cinco concentraciones
de suspension de conidios.

Se prepararon cinco suspensiones de cultivos esporulados (1x10°, 1x107,
1x108, 1x10° y 1x10"°) conidios/mL siguiendo el procedimiento que se describié en la
Seccion 3.2.1. El ensayo de viabilidad del aislamiento seleccionado se realizé en

simultaneo al bioensayo.

3.3.1.Bioensayos

Este segundo bioensayo se realizd6 en las mismas condiciones vy
procedimientos que los descritos anteriormente (Seccion 3.2.2.). Se utilizaron un total
de 20 adultos de R. dominica por réplica. Los individuos presentaron las mismas
condiciones que los utilizados anteriormente. Se realizaron controles sin aplicacion
fungica para cada aislamiento con dos réplicas. El experimento se repitié dos veces en
diferentes tiempos.

Diariamente, fue registrado el numero de insectos muertos y se confirmé la

infeccién fungica.

3.3.2.Variables reqgistradas vy analisis de datos

Se estimo la virulencia por medio de la concentracion letal media (CLso) del

aislamiento seleccionado como el mas eficiente para el control de R. dominica, la cual
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se relaciona los datos de mortalidad con los de concentracion. Se utilizé el analisis
Probit y se analizé con la funcién "Ic" descrita por Savi et al. (2017).

Los andlisis se realizaron con el software R version 4.0.3 (R Core Team, 2018).

Resultados

1. Seleccién del aislamiento para el control de adultos de Rhyzopertha dominica

1.1. Ensayo preliminar para la seleccién de los aislamientos

Los aislamientos de B. bassiana s.|. CEP 545, CEP 560, CEP 567, M. robertsii
s.l. CEP 381 y CEP 401, C. fumosorosea s.str. CEP 303 y CEP 309 presentaron un
porcentaje de germinacion mayor que 95%. Sin embargo, los aislamientos de B.
bassiana s.I. CEP 75, CEP 136, CEP 418, CEP 420, CEP 428, CEP 588, CEP 612,
CEP 613 y CEP 614 no presentaron un porcentaje de germinaciéon de conidios

superior al 90%.

1.2. Evaluacion de la mortalidad de Rhyzopertha dominica ocasionada por

distintos aislamientos fungicos

Los 10 aislamientos fungicos, CEP 545, CEP 560, CEP 567, CEP 381, CEP
401, CEP 303, CEP 309, CEP 615, CEP 616 y CEP 617 (Tablas 1y 2), ocasionaron la
infeccion y la muerte de los adultos de R. dominica. Se observé el desarrollo externo
de micelio con el color caracteristico de cada aislamiento.

El porcentaje de mortalidad de R. dominica para los 10 aislamientos evaluados
fue significativamente diferente (P < 0,05). Los resultados indican que la mayor
mortalidad se observa con la aplicacién de los aislamientos de B. bassiana s.l. En
particular, CEP 545 ocasiono el 65%; seguido por CEP 560 (47,50%) y CEP 567

(65%). En contraste, los aislamientos de M. anisopliae s.I. y C. fumosorosea s.str.
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ocasionaron un porcentaje de mortalidad inferior al 22%. La menor mortalidad se
observo con la aplicacion del aislamiento M. robertsii s.I. CEP 381 (8,8%) (Tabla 3).
Por otra parte, las curvas de supervivencia (Figura 5) mostraron que sélo los
aislamientos B. bassiana s.|. CEP 545 y CEP 567 lograron ocasionar el 50% de
mortalidad en los individuos de R. dominica a los 8 y 9 dias posteriores a la aplicacion
del inéculo, respectivamente. Con el resto de los aislamientos no se alcanzaron estos

porcentajes de mortalidad durante los 15 dias que duro el ensayo.

Tabla 3. Mortalidad (%) (media £ ES) y tiempo de supervivencia mediana (TSM + ES)

de adultos de R. dominica.

N° en la Colecciéon Especie Mortalidad (%) £+ ES TSM (dias) * ES
CEP 545 B. bassiana s.|. 65,0+53a" 8,0+0,5
CEP 560 B. bassiana s.I. 475+ 56 a DN?2
CEP 567 B. bassiana s.I. 60,0+55a 9,0+0,5
CEP 381 M. robertsii s.|. 88+32b DN
CEP 401 M. robertsii s.|. 10,0+ 34b DN
CEP 615 M. anisopliae s.I. 10,0£34b DN
CEP 616 M. anisopliae s.I. 21,3+460b DN
CEP 617 M. anisopliae s.I. 175+43b DN
CEP 303 C. fumosorosea s.str. 125+3,7b DN
CEP 309 C. fumosorosea s.str. 21,3+46Db DN

' Letras iguales corresponden a grupos similares.

2DN: Dato no determinado
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Figura 5. Tiempo de supervivencia de adultos de R. dominica tratados con
aislamientos de (a) B. bassiana s.l.: CEP 545, CEP 560 y CEP 567; (b) M. robertsii s.|.
CEP 381 y CEP 401; (c) M. anisopliae s.l.. CEP 615, CEP 616 y CEP 617 y (d) C.

fumosorosea s.str.. CEP 303 y CEP 309.

En funcion de los resultados expuestos, se puede indicar que el aislamiento de

B. bassiana s.I. CEP 545 ocasion6 el 65% de mortalidad en los adultos de R. dominica

con un TSM de 8 dias, lo cual destaca su eficiencia en el control de R. dominica y, por

consiguiente, fue seleccionado para continuar con los futuros bioensayos.
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1.3. Estimacion de la virulencia

A medida que aumenté la concentracion de los conidios del aislamiento B.
bassiana s.l. CEP 545 se obtuvo un incremento en el porcentaje de mortalidad de los
adultos de R. dominica. El valor maximo de mortalidad alcanzado fue de 78,8% con
1x10"° conidios/mL y el valor minimo de 12,5% con 1x10°® conidios/mL. La CLso se

estimé en 9,5x10° conidios/mL, 15 dias después de la aplicacién del hongo (Tabla 4).

Tabla 4. Mortalidad (%) (media £+ ES) de adultos de R. dominica tratados con B.

bassiana s.I. CEP 545 a diferentes concentraciones.

Concentracion (conidios/mL) Mortalidad (%) * ES

Control 50+35a'’
1x108 12,5+ 3,7 a
1x107 30,0+£5,1ab
1x108 46,3+56Db
1x10° 525+56b
1x101° 78,8+4,6¢C

! Letras iguales corresponden a grupos similares.

Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que tres de los 10
aislamientos fungicos evaluados fueron efectivos contra R. dominica en una
concentracion de 2x10® conidios/mL, tratados en condiciones de laboratorio. Los
aislamientos de B. bassiana s.l. presentaron mayor virulencia, con respecto a los
aislamientos de M. robertsii s.l., M. anisopliae s.l. y C. fumosorosea s.str.; ademas
entre los aislamientos de B. bassiana s.. hubo diferencias de mortalidad. De esta
manera, se corroboré que los aislamientos seleccionados presentan variacién de la
virulencia sobre R. dominica. Padin et al. (1995) sefalaron que los aislamientos de B.
bassiana causaron alto porcentaje de mortalidad contra R. dominica, mientras que M.
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anisopliae, M. rileyi y Lecanicillium lecanii ocasionaron un porcentaje de mortalidad
inferior al 30%, comprobando que existe una variacion interespecifica en el grado de
virulencia entre los géneros de HE evaluados. Del mismo modo, Moino et al. (1998)
indicaron diferencias en la mortalidad ocasionada por distintos aislamientos de la
misma especie fungica de B. bassiana, causando una mortalidad mayor que el 85% en
el control R. dominica.

Los aislamientos de B. bassiana s.I. CEP 545 y CEP 567 ocasionaron una
mortalidad del 50% sobre los adultos de R. dominica dentro de los 15 dias que duré el
ensayo (8 y 9 dias, respectivamente). Los resultados de Mahdneshin et al. (2009),
utilizando aislamientos iranies, mostraron un TLso promedio de 7,77 para B. bassiana y
de 7,86 para M. anisopliae. Otros reportes, Rice y Cogburn (1999) registraron una
mortalidad de los individuos de R. dominica de 45%, 69% y 88% después de 7, 14y
15 dias, respectivamente, con la aplicacion de B. bassiana (2x10% conidios g-'). Se
debe seleccionar aislamientos que produzcan una mortalidad mas alta en el menor
tiempo, desde la aplicacion de los HE hasta la muerte del insecto, optimizando la
eficiencia del programa de manejo integrado de plagas (MIP).

Adicionalmente, se comprobd que la concentracion de los conidios de los
hongos tiene un efecto sobre la mortalidad de los insectos y el tiempo de
supervivencia. Esto concuerda con lo reportado por Mahdneshin et al. (2009), quienes
indicaron que en R. dominica, la mortalidad acumulada fue de 89,4% para las
concentraciones mas altas de B. bassiana, mientras que para las concentraciones mas
bajas de M. anisopliae fue de 14,8%. Estos parametros, la concentracion de los
hongos y el tiempo de supervivencia, deben ser tenidos en cuenta para optimizar y
favorecer la reduccion de los costos.

El grado de virulencia de cada uno de los aislamientos esta estrechamente
relacionado con las caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas propias de cada
aislamiento fungico, como también de la especie a controlar (Aguilera, 2016). De esta

manera, dicho autor ha demostrado que los aislamientos de M. robertsii s.I. CEP 381y
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CEP 401 han generado porcentajes de mortalidad cercana al 50% en ninfas de
Bemisia tabaci. Sin embargo, en el presente estudio se observd que estos mismos
aislamientos ocasionan un bajo porcentaje de mortalidad de 8,8% y 10% en adultos de
R. dominica.

Los resultados presentados en este capitulo demostraron que algunos
aislamientos de B. bassiana s.l., especialmente CEP 545, ocasionan altas tasas de
mortalidad y bajo TSM. Si bien estos aislamientos podrian usarse potencialmente
como agentes de control biolégico de adultos de R. dominica en granos almacenados,
es necesario realizar mas investigaciones para desarrollar los mejores métodos de

formulacién que se utilizaran contra R. dominica en ensayos de campo.

La informacién suministrada en este capitulo ha sido publicada en el siguiente

trabajo cientifico:

- Musso, A., Marcondes de Almeida, J.E., Padin, S., Ordoqui, E., & Lopez Lastra,
C.C. 2020. “Efficacy of entomopathogenic fungi against Rhyzopertha dominica
(Fabricius) (Coleoptera: Bostrichidae) under laboratory conditions”. Revista de la
Facultad de Ciencias Agrarias Universidad Nacional de Cuyo, 52(2), 317-324.

http://revistas.uncu.edu.ar/ojs/index.php/RFCA/article/view/2829

66


http://revistas.uncu.edu.ar/ojs/index.php/RFCA/article/view/2829




Capitulo 1l Anahi Musso

Introduccion

El uso excesivo y recurrente de PF en la agricultura ha provocado el desarrollo
de resistencia de los organismos plaga a los insecticidas, mientras que elimina a los
insectos benéficos (no blanco). Ademas, genera residuos quimicos en los alimentos
que son toxicos para el humano y los animales (Arnaud et al., 2005; Lacey et al., 2015;
Nguyen et al., 2015). Debido a esto, en los ultimos afios, se ha promovido el desarrollo
de medidas alternativas para el control de plagas y enfermedades.

Entre ellas se encuentran los HE, que son utilizados para controlar y reducir las
poblaciones de plagas en la postcosecha. Una estrategia para reducir la utilizacion de
los PF es la combinacién con HE. Varios estudios han evaluado la combinacion de HE
y PF para ser usados en programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) (Batista
Filho et al., 2001; Neves et al., 2001; Tamai et al., 2002). Esta combinacién permite
reducir la cantidad de insecticidas aplicados, disminuyendo las concentraciones,
favoreciendo la eficiencia del control de plagas, para minimizar los peligros para la
salud humana y animal y la contaminacion ambiental (Quintela y McCoy, 1997; Moino
y Alves, 1998; Sosa Gomez, 2005; Cazorla y Morales -Moreno 2010).

Previo a la recomendacion de una combinacion, se requiere el conocimiento y
evaluacion de la accion de estos productos sobre los microorganismos (Loureiro et al.,
2002). La toxicidad de estos productos sobre HE puede variar con las especies y los
aislamientos de los hongos, la naturaleza quimica del ingrediente activo, el modo de
accion, el tipo de formulacion y la concentracién del producto, asi como con las
condiciones ambientales (Pessoa et al., 2020). Estos factores inhiben el crecimiento
vegetativo de los hongos y la supervivencia de los conidios alterando la virulencia de
HE (Anderson y Roberts 1983; Alves et al., 2008).

En el presente capitulo fueron estudiados los efectos de dos PF comunmente

utilizados en Argentina y Brasil combinados con distintas especies de HE.
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Materiales y métodos

1. Evaluacion de la compatibilidad entre hongos entomopatégenos y los

productos fitosanitarios

La puesta a punto de las técnicas para la evaluacion de compatibilidad se
realizé en la Unidad Laboratorio de Referencia (ULR) de Control Biolégico del Centro
Avanzado de Investigacion en Proteccion de Plantas y Salud Animal (CAPSA) del

Instituto Biolégico, ubicado en Campinas, San Pablo, Brasil.

1.1. Hongos entomopatégenos in vitro

Los HE utilizados en este estudio se obtuvieron de la Coleccion de Hongos
Entomopatoégenos Oldemar Cardim Abreu de la ULR de Control Biolégico del CAPSA
del Instituto Biologico: Beauveria bassiana s.l. IBCB 66, Metarhizium. anisopliae s.l.
IBCB 425 y Purpureocillium lilacinum s.|. IBCB 130 (Tabla 1). Los aislamientos nativos
de Brasil se cultivaron en papa dextrosa agar (PDA) (Anexo) y se incubaron a 25 *

2°C, 60%HR y un fotoperiodo de 12:12 h durante 14 dias.

Tabla 1. Especie, fuente de aislamiento y lugar de recoleccién de los hongos

entomopatdégenos.
Numero de Fuente de
] Especie Lugar de Recoleccién
coleccion aislamiento
Sao José do Rio Pardo —
_ Hypothenemus
IBCB 66 B. bassiana s.|. _ San Pablo (SP)
hampei
21°35'44" S, 46°53'19" O
S Iporanga — SP
IBCB 425 M. anisopliae s.|. Suelo
24°35'14" S, 48°35'41" O
Florinea — SP
IBCB 130 P. lilacinum s.1. Suelo
22°54'12"S, 50°44'16" O
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1.2. Productos fitosanitarios

Los PF utilizados en este estudio estan registrados y se recomiendan
comunmente para el control de insectos plaga en postcosecha de granos en Argentina

y Brasil (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de productos fitosanitarios utilizados para el control de insectos plaga en

granos almacenados en Argentina y Brasil.

Ingrediente Grupo Dosis
Origen Nombre comercial | Formulacién '
Activo quimico recomendada ?
Argentina |  Pirimifds metil Fosforado ACTELLIC 50® EC 6-10 mL/L
Fosforado Parte 1: 8 cm®/L
Pirimifés metil +
+ ACTELLIC PLUS® EC + SC + Parte 2: 2cm?®
Lambdacialotrina
Piretroide /L
Brasil Pirimifés metil | Fosforado| ACTELLIC 500® EC 8-16 mL/ L
Lambdacialotrina | Piretroide | ACTELLICLAMBDA® SC 7-10 mL/ L

'Tipo de Formulacion: EC = concentrado emulsionable, SC = suspension concentrada.

2 Informacidn provista por el fabricante.

Los tratamientos de los PF evaluados fueron: Pirimifés metil 6 mL/L
(PM6mL/L), pirimifés metil 10 mL/L (PM10mL/L), pirimifés metil 16 mL/L (PM16mL/L),
pirimifés metil 8 mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L (PM8mL+L2mL/L) y lambdacialotrina

7 mL/L (L7mL/L). Las cantidades (mL/L) se refieren al producto comercial.
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1.3. Evaluacioén de la germinacién: Prueba de caldo

En el primer experimento in vitro, 1 mL de cada tratamiento de PF fue disuelto
en 200 mL de agua destilada estéril con Tween 80 al 0,01% (v / v) (polisorbato de
sodio). Se le agregd 1 mL de conidios fungicos de 2x10% conidios/mL de B. bassiana
s.l., M. anisopliae s.l. o P. lilacinum s.l., mezclados por separado, formando tres
suspensiones diferentes. El control presentd conidios fungicos de cada uno de los tres
aislamientos sin el agregado de PF. Las suspensiones (conidios + PF) fueron
homogeneizadas con agitaciéon en vértex durante 2 minutos y se mantuvo en reposo
absoluto por una hora, bajo la camara de flujo laminar encendida. Dicho tiempo se
determiné a partir de pruebas preliminares.

Luego, una alicuota de 0,1 mL de cada suspensién fue sembrada en cinco
placas de Petri estériles (90 mm de diametro) con PDA, siendo esparcida
uniformemente con la ayuda de una espatula de Drigalsky e incubados a 25 + 2 °C,
60%HR y un fotoperiodo de 12:12 h. El porcentaje de germinacion de los conidios fue
calculado después de 18 h del periodo de incubacién. Las placas de Petri fueron
observadas bajo el microscopio y se cuantificd el niumero de conidios germinados y no
germinados. Se considerd6 germinado al conidio cuando la longitud del tubo
germinativo alcanzé la mitad de la longitud de la espora (adaptado de Rossi-Zafal et
al., 2008). Se realizaron cinco réplicas por tratamiento, incluido el control con conidios

fungicos sin PF. El experimento se repitié dos veces en el tiempo.

1.4. Evaluacién de la compatibilidad: indice Biolégico (IB)

La compatibilidad entre los diferentes tratamientos de PF y los HE fue
determinada in vitro. Para ello, cada tratamiento de PF fue incorporado al PDA
(esterilizado mediante uso de autoclave a 120°C y 1 atmdsfera de presion durante 20
minutos) antes de su solidificacién, a una T° aproximada de 40-45 °C, y previo al

plaqueo. La mezcla fue vertida en cinco placas de Petri esterilizadas descartables (90

71



Capitulo 1l Anahi Musso

mm de diametro). Posteriormente a la solidificacion, B. bassiana s.l., M. anisopliae s.|.
o P. lilacinum s.l. se inocularon con un ansa de platino en tres puntos equidistantes por
placa en la superficie del medio. El control se realizé sin el agregado de los
tratamientos de los PF al medio de cultivo. Las placas se incubaron a 25 £ 2 °C,
60%HR y un fotoperiodo de 12:12 h. El experimento se repitié dos veces en diferentes
tiempos. Después de 14 dias de incubacion, para determinar el crecimiento vegetativo
(CV) se realizaron dos medidas diametralmente opuestas para cada colonia fungica,
empleando una regla milimétrica.

Luego, las colonias fungicas fueron cortadas con un bisturi y transferidas
individualmente a un tubo de vidrio estéril con 10 mL de agua destilada estéril y Tween
80 al 0,01% (v / v) (polisorbato de sodio). Los conidios de la colonia se disgregaron del
PDA con agitacion en vortex durante 2 minutos. Se realizaron diluciones sucesivas
hasta obtener la suspension deseable para la cuantificacion de la esporulacion (ESP)
usando un hemocitometro (camara de Neubauer). Al mismo tiempo se tomd una
alicuota de la suspension obtenida y se sembro en placas de Petri para determinar el
porcentaje de germinacién de los conidios (GER) utilizando la metodologia descrita
anteriormente (adaptado de Rossi-Zafal et al., 2008).

Para la evaluacion del efecto de las formulaciones de PF sobre HE, Rossi-Zafal
et al. (2008) han propuesto utilizar una expresién matematica denominada indice
Bioldgico (IB), basado en el porcentaje del crecimiento vegetativo (diametro de la
colonia) (CV), porcentaje de esporulacién (ESP) y porcentaje de germinacion (GER)
de las colonias fungicas con relacién al control. IB= [47 (CV) + 43 (ESP) + 10 (GER)J/
100. Los limites establecidos son: Toxico (T)= 0 a 41; moderadamente toxico (MT) 44

a 66 y compatible (C) => 66.
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1.5. Evaluacion de las unidades formadoras de colonias (UFCs): Compatibilidad

de HE y PF sobre granos de trigo

Los conidios fueron inoculados sobre la superficie de 15 g de granos de trigo
en placas de Petri con la aplicaciéon por separado de 1 mL de 2x10® conidios/mL de
cada uno de los aislamientos de HE: B. bassiana s.l., M. anisopliae s.I. o P. lilacinum
s.l., utilizando la torre de Potter (Burkard Manufacturing Ltd, Mod. 1, England).
Después de una hora, todos los tratamientos de PF fueron aplicados sobre los granos
previamente inoculados con cada HE. Dicho tiempo se determiné a partir de pruebas
preliminares. El control presentd conidios fungicos de cada uno de los tres
aislamientos sin el agregado de PF. Se realizaron 5 réplicas por tratamiento. A
continuacion de la aplicacion, se incubd bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente.

El tiempo de persistencia del HE sobre los granos, definido como el tiempo que
el propagulo fungico permanece viable sobre los granos (Pinto, 2016); fue evaluado a
las 24, 48 y 72 h. Para ello, se recogio al azar 1 g de trigo de cada placa de Petri, se
diluyé en 10 mL de agua destilada estéril con Tween 80 al 0,01% (v / v) (polisorbato de
sodio) y se homogeneizé en vortex durante 2 minutos. Luego, fueron inoculados 0,1
mL de cada dilucién en placas de Petri (90 mm) con PDA previamente suplementado
con pentabidtico 0,5 mg/L (Anexo), como antibacteriano, esparcido uniformemente
mediante el uso de una espatula de Drigalsky. Fue incubado durante 4 dias en las
mismas condiciones descritas en el ensayo anterior. Posteriormente, se cuantifico el
numero de colonias para obtener las unidades formadoras de colonias (UFCs). El
ensayo se repitid dos veces en el tiempo.

Se calculé el porcentaje de variacion de las UFCs entre los distintos tiempos
evaluados de la persistencia de los HE sobre los granos. La variacion aumenta con

valores positivos, en cambio, la variacién disminuye con valores negativos.
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1.6. Variables registradas y analisis de datos

Para cada uno de los tres aislamientos, las variables analizadas fueron el GER,
el CV y la ESP. En cada caso se estudiaron las diferencias entre los distintos
tratamientos de los PF. Fue verificado que los datos cumplen las hipétesis de
normalidad y homogeneidad de varianza con Test de Shapiro-Wilk y Test Levene,
respectivamente. Cuando fueron alcanzados los supuestos se uso la prueba de
ANOVA F, pero en aquellos casos que no se alcanzaron se uso Test de ANOVA
Welch (con normalidad y heterogeneidad de varianza), Kruskal-Wallis (con no
normalidad y homogeneidad de varianza) o Test Fisher—Pitman permutation (no
normalidad y heterogeneidad de varianza). Los analisis post-hoc correspondientes a
cada una de las situaciones fueron Tukey HSD, T-test para diferencia de pares,
Wilcoxon y diferencia de a pares con permutaciones. Las pruebas globales se
consideraron significativas con P < 0,05. En el caso de comparaciones multiples fue
considerada una significancia de 5% para Tukey HSD, mientras que, para las
restantes pruebas, se ajustaron los P empleando el método de Benjamini Hochberg.

Para el analisis del logaritmo del numero de UFCs, el disefio experimental
utilizado fue ANOVA de tres factores (P < 0,05), con las interacciones: aislamiento,
tratamiento de PF y tiempo. Se analizaron los coeficientes n? parciales para indicar el
aporte de cada factor a la variabilidad de la UFCs; en donde valores de n? parciales
>0,14 corresponde a un aporte alto y valores <0,6 a un aporte bajo (Maxwell et al.,
2018).

Todos los célculos fueron realizados con R version 4.3.0. (R Core Team, 2023).
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2. Evaluaciéon de la compatibilidad entre el aislamiento seleccionado y los

productos fitosanitarios

A partir de los ensayos preliminares realizados en la ULR de Control Biologico
del CAPSA del Instituto Biolégico, se evalué la compatibilidad con el aislamiento
seleccionado previamente en el Capitulo Il (B. bassiana s.I. CEP 545). Se selecciono
el aislamiento B. bassiana s.|. CEP 545 dado que ocasioné mayor eficiencia contra R.

dominica.

2.1. Productos fitosanitarios

Los PF utilizados en este estudio fueron los mismos que en la Seccion 1.2.
(Tabla 2). Los tratamientos de PF evaluados fueron: Pirimifés metil 6 mL/L (PM6mL/L),
pirimifés metil 3 mL/L (PM3mL/L), pirimifés metil 1,8 mL/L (PM1.8mL/L), pirimifés metil
8 mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L (PM8mL+L2mL/L), pirimifés metil 4 mL/L +
Lambdacialotrina 1 mL/L (PM4mL+L1mL/L) y pirimifés metii 2,4 mL/L +
Lambdacialotrina 0,6 mL/L (PM2.4mL+L0.6mL/L). Las cantidades (mL/L) se refieren al
producto comercial. Los tratamientos de PF fueron seleccionados a partir de los

resultados obtenidos en la ULR de Control Biolégico del CAPSA del Instituto Bioldgico.

2.2. Evaluacioén de la germinacién: Prueba de caldo

La técnica se realiz6é con la misma metodologia de la Seccién 1.3., en donde 1
mL de cada tratamiento de PF fue disuelto en 200 mL de agua destilada estéril con
Tween 80 al 0,01% (v / v) (polisorbato de sodio). Luego, se le agregé 1 mL de 2x108
conidios/mL de B. bassiana s.|. CEP 545. El control presenté sélo conidios sin el
agregado de PF. Las suspensiones (conidios + PF) fueron homogeneizadas con
agitaciéon en vortex durante 2 minutos y se mantuvo en reposo absoluto por una hora,
bajo la camara de flujo laminar encendida. Dicho tiempo se determiné a partir de

pruebas preliminares.
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Luego, una alicuota de 0,1 mL de cada suspensién fue sembrada en placas de
Petri estériles (90 mm de diametro) con APG, siendo esparcida uniformemente con la
ayuda de una espatula de Drigalsky y se incubaron bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente. El porcentaje de germinaciéon de los conidios fue calculado
después de 18 h del periodo de incubacién. Las placas de Petri fueron observadas
bajo el microscopio y se cuantific6 el numero de conidios germinados y no
germinados. Se consider6 germinado al conidio cuando la longitud del tubo
germinativo alcanzé la mitad de la longitud de la espora (adaptado de Rossi-Zafal et
al., 2008). Se realizaron cinco réplicas por tratamiento, incluido el control con conidios

fungicos sin PF. El experimento se repitio tres veces en el tiempo.

2.3. Evaluacién de las unidades formadoras de colonias (UFCs): Compatibilidad

entre el aislamiento seleccionado y los PF sobre granos de trigo

Las inoculaciones de los conidios se realizaron con 1 mL de B. bassiana s.|.
CEP 545 en una concentracion de 2x10% conidios mL/L sobre la superficie de 15 g de
granos de trigo en placas de Petri, utilizando un aerégrafo (FENGDA, BD-180, China).
Después de una hora, los tratamientos de PF se aplicaron del mismo modo. Dicho
tiempo se determiné a partir de pruebas preliminares. El control presentd sélo conidios
sin el agregado de PF. Se realizaron 5 réplicas por tratamiento. A continuacién de la
aplicacion, se incubaron bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. A partir
de los resultados obtenidos en la ULR de Control Biolégico del CAPSA del Instituto
Bioldgico, el tiempo de persistencia del HE sobre los granos fue evaluado a las 24 y 48
h. Luego, se procedié a realizar la misma metodologia de la Seccién 1.5. y se
cuantificd el nimero de colonias para la obtencién de las UFCs. El ensayo se repiti

tres veces en el tiempo.
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2.4. Variables registradas y analisis de datos

La variable analizada fue el GER. Se estudiaron las diferencias entre los
distintos tratamientos de los PF y se verifico si los datos cumplen las hipotesis de
normalidad y homogeneidad de varianza. Se aplico las mismas metodologias vy
pruebas que en la Secciéon 1.6.

Para el analisis del logaritmo del numero de UFCs, el disefio experimental
utilizado fue ANOVA de dos factores (P < 0,05), con las interacciones: tratamiento de
PF y tiempo (Maxwell et al., 2018).

Todos los calculos fueron realizados con R version 4.3.0. (R Core Team, 2023).

Resultados

1. Evaluacion de la compatibilidad entre hongos entomopatégenos y los

productos fitosanitarios

1.1. Evaluacién de la germinacién: Prueba de caldo

Los resultados obtenidos en el GER de B. bassiana s.l. IBCB 66, M. anisopliae
s.l. IBCB 425y P. lilacinum s.l. IBCB 130 tratados con diferentes tratamientos de PF se
muestran en la tabla 3. Segun el analisis, todos los PF evaluados redujeron
significativamente la germinacién de los conidios de los tres aislamientos respecto al
control (IBCB 66: F5=495,5; P=< 2,2 e-'6; IBCB 425: Fs=245,62; P=< 2,2 e-'5; IBCB
130: F5=67,46; P=< 2,2 e-"°). En particular, en el tratamiento con el ingrediente activo
pirimifés metil a diferentes concentraciones, se observé una reducciéon gradual en el
GER a medida que aumenté la concentraciéon. El tratamiento PM16mL/L redujo en
mayor medida el GER del aislamiento de B. bassiana s.I. y M. anisopliae s.|. Los
tratamientos PM8mL+L2mL/L y L7mL/L resultaron ser los mas compatibles,

ocasionando menor inhibicidon en la germinacion de los aislamientos.
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Tabla 3. Porcentaje de germinacion (media + ES) de B. bassiana s.l. IBCB 66, M.

anisopliae s.I. IBCB 425 y P. lilacinum s.|. IBCB 130 con diferentes tratamientos de PF.

Tratamientos ' IBCB 66 IBCB 425 IBCB 130

Control 914+26a? 875+208a 930+2a
PM6émL/L 549+16b 13,2+2,08c 458+3,3cd
PM10mL/L 22,7+3c 79+13cC 38,1+24d

PM16mL/L 42+0,5d 56+1,09c 229+24e
PM8mL+L2mL/L 51,5+25b 374+3,7b 50,6+ 3,6 bc
L7mL/L 540+£1,3b 445+409b 61,0x200b
' Control= Tratamiento control, PM6mL/L= pirimifés metil 6 mL/L, PM10mL/L= pirimifos
metil 10 mL/L, PM16mL/L= pirimifés metil 16 mL/L, PM8mL+L2mL/L= pirimifés metil 8
mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L, L7mL/L= lambdacialotrina 7 mL/L.
2 Media seguida por letras diferentes dentro de cada columna es significativamente
diferente (P < 0,05).

1.2. Evaluacién de la compatibilidad: indice Biolégico (IB)

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para IB: CV, ESP y GER de
B. bassiana s.I. IBCB 66, M. anisopliae s.I. IBCB 425y P. lilacinum s.l. IBCB 130 con
diferentes tratamientos de PF. Todos los aislamientos evaluados mostraron diferencias
significativas en las tres variables evaluadas entre los tratamientos de PF y el control
(IBCB 66: CV: X%=92,21, P= < 2,0 e-*; ESP: X%=90,06, P= < 2,0 e-*; GER: F5=40,44,
P=5,0e-"*; IBCB 425: CV: X%=76,16, P= < 2,0 e-*; ESP: X%=78,18, P= < 2,0 e-*; GER:
F5=68,30, P=< 2,2 e-'5; IBCB 130: CV: X%=83,61, P= < 2,0 e-*; ESP: X%=76,81, P= <
2,0 e-%; GER: X%=90,03, P=< 2,0 e-4).

El CV de los tres aislamientos disminuy6 frente a todos los PF (Figura 1). El
diametro menor, con respecto al control (IBCB 66: 28,2 mm; IBCB 425: 29,3 mm; IBCB
130: 34,8 mm), se observd en los tratamientos PM16mL/L (IBCB 66: 6,0 mm; IBCB
425: 9,7 mm; IBCB 130: 7,6 mm) y PM8mL+L2mL/L (IBCB 66: 6,0 mm; IBCB 425: 11,4

mm; IBCB 130: 7,1 mm), luego de PM10mL/L (IBCB 66: 7,9 mm; IBCB 425: 11,3 mm,;
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IBCB 130: 9,7 mm) y PM6émL/L (IBCB 66: 8,0 mm; IBCB 425: 11,6 mm; IBCB 130:
12,5 mm), seguido de L7mL/L (IBCB 66: 20,1 mm; IBCB 425: 17,0 mm; IBCB 130:
16,2 mm) (Tabla 4).

La ESP de todos los aislamientos disminuy6 frente a los PF evaluados, con
respecto al control. En B. bassiana s.l, la mayor ESP media se observé con la
aplicacion del tratamiento L7mL/L (299,8x10°% conidios/mL), seguida de los
tratamientos PM6mL/L (8,5x10° conidios/mL) y PM10mL/L (10,1x10° conidios/mL),
pero superiores a PM16mL/L (4,3x10% conidios/mL) y PM8mL+L2mL/L (6,6x10°
conidios/mL). Al igual en M. anisopliae s.l., la mayor ESP media se observé con la
aplicacion de L7mL/L (108,1x10° conidios/mL), seguida de los tratamientos PM6mL/L
(1,0x10%conidios/mL) y PM10mL/L (13,3x10® conidios/mL), pero superiores a
PM16mL/L (4,1x10° conidios/mL) y PM8mL+L2mL/L (3,2x10% conidios/mL).
Finalmente, en P. lilacinum s.l., la mayor ESP media se observé con la aplicacion de
con la aplicacion del tratamiento L7mL/L (12,0x10° conidios/mL), seguida de PM6émL/L
(5,8x108 conidios/mL), pero superiores a PM16mL/L (1,8x10° conidios/mL), PM10mL/L
(2,0x10° conidios/mL) y PM8mL+L2mL/L (1,0x10° conidios/mL).

El GER en todos los aislamientos presenté una disminucién frente a los PF, en
comparacion con el control, excepto el tratamiento L7mL/L en M. anisopliae s.l. y P.
lilacinum s.I. En B. bassiana s.l., la GER media se observé reducida en mayor medida
con la aplicacién del tratamiento PM16mL/L (66,6%), PM10mL/L (69,8%) y PM6mL/L
(70,7%) con respecto a los tratamientos PM8mL+L2mL/L (71,8%) y L7mL/L (81,8%).
En M. anisopliae, la GER media se observd reducida en mayor medida con la
aplicacion del tratamiento PM16mL/L (47,1%), seguida de PM10mL/L (61,3%) y
PM6mL/L (64,3%) con respecto al tratamiento PM8mL+L2mL/L (80,7%). Finalmente,
en P. lilacinum s.l., la GER media se observd reducida en mayor medida con la
aplicacién de PM10mL/L (31,5%) y PM16mL/L (33,2%), seguida de PM6mL/L (44,8%)

con respecto al tratamiento PM8mL+L2mL/L (73,1%) (Tabla 4).
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De acuerdo con los valores de IB, segun Rossi-Zafal et al. (2008), se puede
considerar que los PF no fueron compatibles con B. bassiana s.l., M. anisopliae s.l. y
P. lilacinum s.l. En los tratamientos PM6mL/L, PM10mL/L, PM16mL/L,
PM8mL+L2mL/L se observd un rango de valores del IB de 13,9 a 394,
considerandose tratamientos téxicos (T) en los tres aislamientos evaluados. Sélo el
tratamiento L7mL/L fue moderadamente téxico (MT) sobre B. bassiana s.l. con valores
de IB de 45,1 (Tabla 4).

El tratamiento L7mL/L fue T en los aislamientos M. anisopliae s.|. y P. lilacinum
s.l., y MT en B. bassiana s.l, Asimismo, redujo el CV y ESP sin interferir en el GER de

M. anisopliae s.l. ni de P. lilacinum s.I.
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Tabla 4. indice Biolégico (IB): Diametro de la colonia (media + ES), esporulacién (media + ES) y porcentaje de germinacion (media + ES) de B.

bassiana s.|. IBCB 66, M. anisopliae s.l. IBCB 425 y P. lilacinum s.I. IBCB 130 con diferentes tratamientos de PF.

Tratamientos ° Diametro de la Colonia Esporulacion Germinacion Valores del IB
(mm) Reduccioén (%) © nx103 Reduccion (%) (%) Reduccion (%) Clasificacién *
IBCB 66
Control 28,2+09a? 4762,6 + 815,1 a 928+1,0a
PM6mL/L 8,0+0.2c (-71,8) 85+x17c (-99,8) 70,7+£20c (-23,7) 210T
PM10mL/L 79+02c (-72,0) 10,1+20¢c (-99,8) 69,8+25¢c (-24,7) 207T
PM16mL/L 6,0+0,3d (-78,6) 43+05d (-99,9) 66,6 +25c¢C (-28,2) 17,3 T
PM8mL+L2mL/L 6,0£0,9d (-78,7) 6,6 +3,5d (-99,9) 71,8 £6,2 bc (-22,6) 17,8 T
L7mL/L 20,1+14b (-28,6) 299,8 £ 103,5b (-93,7) 81,8+1,1b (-11,8) 45,1 MT
IBCB 425
Control 293+12a 1710,8 + 201,1 a 93,3+0,8a
PM6mL/L 11,604 c (-60,4) 1,0£16¢ (-99,4) 64,3+34c (-31,0) 258T
PM10mL/L 11,3+ 0,5 cd (-61,6) 13,3+3,3¢c (-99,2) 613+x27c (-34,2) 249T
PM16mL/L 9,7£0,6d (-66,8) 41+0,7d (-99,8) 471 +£3,4d (-49,5) 208T
PM8mL+L2mL/L 11,4+ 1,0 cd (-61,0) 32+x15d (-99,8) 80,7+1,4b (-13,4) 271 T
L7mL/L 170+19b (-41,9) 108,1+89,9b (-93,7) 87,7+1,6ab (-5,9) 394 T
IBCB 130
Control 348+x1,7a 1162,63 + 250,5 a 92,0+x1,0a
PM6mL/L 12504 c (-64,2) 583+09c (-99,5) 448+32c (-51,3) 21,9T
PM10mL/L 9,7£04d (-72,1) 2,04+04d (-99,8) 31,6+x2,7d (-65,8) 16,6 T
PM16mL/L 76+05e (-78,2) 1,83+0,6d (-99,8) 332+3,1d (-63,9) 139T
PM8mL+L2mL/L 7,1+0,7e (-79,6) 1,02+1,6d (-99,9) 73,1+14D (-20,5) 176 T
L7mL/L 16,2+ 1,8b (-53,4) 12,02+3,5b (-99,0) 91,3+18a (-0,8) 32,771

' Control= Tratamiento control, PM6mL/L= pirimifés metil 6 mL/L, PM10mL/L= pirimifés metil 10 mL/L, PM16mL/L= pirimifés metil 16 mL/L,
PM8mL+L2mL/L= pirimifés metil 8 mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L, L7mL/L= lambdacialotrina 7 mL/L.

2Media seguida por letras diferentes dentro de cada columna es significativamente diferente (P < 0,05).

3 Ecuacién= Reduccidn (%): [Media de los tratamientos/Media del control) x 100]-100.

4Valores del IB (Rossi-Zalaf et al. 2008). Toxico=0— 41(T); Moderadamente Toxico 42—-66 (MT) y Compatible= >66 (C).
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IBCB 66

CONTROL PM10 PM16 PM8+12 L7
IBCB 425

CONTROL PM10 PM16 PM8+L2 L7
IBCB 130

CONTROL PM6 PM10 PM16 PMB+L2 L7

Figura 1. Crecimiento vegetativo (Diametro de la colonia) de B. bassiana s.I. IBCB 66, M. anisopliae s.I. IBCB 425y P. lilacinum s.|. IBCB 130
con diferentes tratamientos de PF: Control= Tratamiento control, PM6= pirimifés metil 6 mL/L, PM10= pirimifés metil 10 mL/L, PM16= pirimifés
metil 16 mL/L, PM8+L2= pirimifés metil 8 mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L, L7= lambdacialotrina 7 mL/L.
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1.3. Evaluacion de las unidades formadoras de colonias (UFCs): Compatibilidad

de HE y PF sobre granos de trigo

Los resultados obtenidos en UFCs de B. bassiana s.l. IBCB 66, M. anisopliae
s.l. IBCB 425, y P. lilacinum s.I. IBCB 130 con diferentes tratamientos de PF evaluados
alas 24, 48 y 72 h se muestran en la tabla 5. Entre los diferentes tiempos evaluados,
la variacion porcentual negativa en el aislamiento de B. bassiana s.l. fue de 2 a 50% y
en M. anisopliae s.l. 10 a 59%, mientras que en P. lilacinum s.l. 0 a 25% (Tabla 5).

En el ANOVA no se observaron efectos significativos en la interacciéon entre
aislamiento, tratamiento de PF y tiempo (F2=1,12, P=0,32) ni tampoco en la
interaccion entre los tratamientos de PF y el tiempo (F10=0,60, P=0,82). Sin embargo,
se mostraron efectos significativos (P < 0,05) en los factores aislamiento (F2=364,04,
P=0,00), tratamientos de PF (Fs=2,61, P=0,02) y tiempo (F>=17,67, P=0,00). Como asi
también, se encontré un efecto significativo en las interacciones aislamiento vy
tratamiento de PF (F4=13,80, P=0,00) y, aislamiento y tiempo (F4=3,12, P=0,02) (Tabla
6).

Si bien los efectos del factor aislamiento, y la interaccidon aislamiento vy
tratamiento de PF fueron significativos, en el andlisis de los coeficientes n? parciales, el
aporte a la variabilidad de las UFCs fue alto (>0,14). En cambio, si bien el efecto de la
interaccion entre el aislamiento y tiempo fue significativo, el aporte a la variabilidad fue

bajo (<0,6) (Tabla 7).
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Tabla 5. Unidades formadoras de colonia (media + ES) de B. bassiana s.|. IBCB 66, M.
anisopliae s.l. IBCB 425 y P. lilacinum s.I. IBCB 130 con diferentes tratamientos de PF

evaluados a las 24, 48 y 72 h (tiempo de persistencia en los granos de trigo).

Unidad Formadora de Colonia

Variacion

Tratamiento ’ 3 Variaciéon Variacion
24h? 48h 72h 24h- 24h- 48h-
48h% 72h% 72h%
IBCB 66
Control 138,9+20,7 131,1+223 84,0+326 (-5,6) (-39,5) (-35,9)
PM6mL/L 121,1+29,7 118,7+31,9 68,81+ 14,9 (-2,0) (-43,2) (-42,0)
PM10mL/L 147,1+33,8 739+214 121,8+326 (-49,8) (-17,2) 64,8
PM16mL/L 153,0+33,4 116,8+323 117,4+26/4 (-23,7) (-23,3) 0,5
PM8mL+L2mL/L 1442+250 131,7+13,2 99,4+4,5 (-8,7) (-31,1) (-24,5)
L7mL/L 132,5+18,9 139,7+124 120,0+9/4 5,4 (-9,4) (-14,1)
IBCB 425
Control 48,5 + 10,1 30,1+4,5 20,9+2,0 (-38,1) (-57.0) (-30,4)
PM6mL/L 66,1+ 9,1 348+7,1 31,3+ 3,6 (-47,4) (-52,6) (-10,1)
PM10mL/L 48,9+ 7,4 54,7+ 6,0 226+2,2 11,9 (-53,8) (-58,7)
PM16mL/L 42,1+ 4,1 32,4+4,6 242+1,8 (-23,0) (-42,5) (-25,3)
PM8mL+L2mL 16,4 £ 2,2 9,8+1,1 124+1,8 (-40,2) (-24,4) 26,5
L7mL/L 19,0+ 2,9 13,320 11,2+ 1,8 (-30,0) (-41,1) (-15,8)
IBCB 130
Control 132,0+£11.9 109,0+12,3 1250+ 13,1 (-17,4) (-5,3) 14,6
PM6mL/L 141,0+22,9 1250+27,1 129,4+28,8 (-11,6) (-8,2) 3,9
PM10mL/L 146,0+ 18,2 127,0+31,6 137,8+23,8 (-12,9) (-5,3) 8,8
PM16mL/L/L 129,0+ 15,6 110,0+29,7 103,7+19,5 (-14,8) (-19,7) (-5,8)
PM8mL+L2mL/L 120,0%+ 10,2 113,0+10,1 113,0+ 10,1 (-5,8) (-5.8) 0,0
L7mL/L 144,0+ 14,3 108,0+7,7 154,0+ 11,1 (-25,1) 6,7 42,5

' Control= Tratamiento control, PM6mL/L= pirimifés metil 6 mL/L, PM10mL/L= pirimifos
metil 10 mL/L, PM16mL/L= pirimifés metil 16 mL/L, PM8mL+L2mL/L= pirimifés metil 8
mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L, L7mL/L= lambdacialotrina 7 mL/L.

2x10°3

3 Ecuacion= Variacién 24h-48h%: [Media 48h /Media 24h) x 100]-100; Variacién 24h-
72h%: [Media 72h /Media 24h) x 100]-100; Variacién 48h-72h%: [Media 72h /Media
48h) x 100]-100.
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Tabla 6. Analisis de la varianza para el modelo de tres factores: aislamiento,

tratamiento y tiempo

Grados Suma de Media
de cuadrados cuadratica P
libertad
Aislamiento’ 2 254,31 127,15 364,04 0,00
Tratamiento 5 4,55 0,91 2,61 0,02
Tiempo 2 12,34 6,17 17,67 0,00
Aislamiento x Tratamiento 10 48,21 4,82 13,80 0,00
Aislamiento x Tiempo 4 4,36 1,09 3,12 0,02
Tratamiento x Tiempo 10 2,09 0,21 0,60 0,82
A|slam|ento. x Tratamiento x 20 783 0.39 112 032
Tiempo
Residuales 486 169,75 0,35 ND ND?

' Aislamiento: B. bassiana s.l. IBCB 66, M. anisopliae s.|. IBCB 425y P. lilacinum s.I.

IBCB 130. Tratamiento: Tratamiento control, pirimifés metil 6 mL/L, pirimifés metil 10

mL/L, pirimifés metil 16 mL/L, pirimifés metil 8 mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L,
lambdacialotrina 7 mL/L. Tiempo: 24,48y 72 h. P < 0,05

2ND: Dato no determinado.

Tabla 7. Tamano de los efectos de la interaccion de los tres factores: aislamiento,

tratamiento, tiempo.

Nz parciales
Aislamiento’ 0,60
Tratamiento 0,03
Tiempo 0,07
Aislamiento x Tratamiento 0,22
Aislamiento x Tiempo 0,03
Tratamiento x Tiempo 0,01
Aislamiento x Tratamiento x Tiempo 0,04

' Aislamiento: B. bassiana s.l. IBCB 66, M. anisopliae s.|. IBCB 425y P. lilacinum s.I.

IBCB 130. Tratamiento: Tratamiento control, pirimifés metil 6 mL/L, pirimifés metil 10

mL/L, pirimifés metil 16 mL/L, pirimifés metil 8 mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L,
lambdacialotrina 7 mL/L. Tiempo: 24,48 y 72 h.
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2. Evaluaciéon de la compatibilidad entre el aislamiento seleccionado y los

productos fitosanitarios

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en la prueba de caldo,
donde se evalu6 el GER y las UFCs evaluados a las 24 y 48 h, de B. bassiana s.I.
CEP 545 con diferentes tratamientos de PF.

Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de germinacion, en la
prueba de caldo in vitro, entre los diferentes tratamientos de los PF (Fs:122,56,
P=<2,2e%). Se redujo el GER con el aumento de la concentracion de ambos PF. El
menor porcentaje se obtuvo cuando se aplicé el tratamiento PM8mL+L2mL/L (46,4%),
en cambio, el porcentaje mas alto se obtuvo en el control (91,6%). La variacion
porcentual negativa fue de 2,9 a 17% entre los tiempos evaluados (Tabla 9).

En el ANOVA de las UFCs no se observaron efectos significativos en la
interaccion entre los tratamientos de PF y el tiempo (Fe=0,76, P=0,60), ni tampoco en
el factor tiempo (F1=0,85, P=0,36). Sin embargo, mostraron efectos significativos (P <

0,05) en el factor tratamientos de PF (Fe=2,60, P=0,02) (Tabla 9).
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Tabla 8. Porcentaje de germinacion (media = ES) y unidades formadoras de colonias

(media £ ES) evaluados a las 24 y 48 h (tiempo de persistencia en los granos de trigo)

de B. bassiana s.l. CEP 545 con diferentes tratamientos de PF.

Germinacion

Unidad formadora de Colonia

Tratamientos ' porcentaje Variacion

(%) 24h3 48h 4 24h-

48h%

Control 916+0,8a? 1488, 7+111,0 1321,3+121,9 (-11,2)

PM6mL/L 555+2,7d 1390,7 £127,5 1211,3+130,9 (-12,9)
PM3mL/L 63,8+ 1,5bc 1382,7 £ 91,8 1342,0 £ 133,9 (-2,9)
PM1.8mL/L 70,0£1,2b 1394,7 £ 128,3 1576,7 + 148,9 13,0

PM8mL+L2mL/L 46,4+t22e 1162,7 £ 86,0 964,7 + 150,5 (-17,0)
PM4mL+L1mL/L 59,4 +1,7 cd 1291,3 £ 75,8 1198,0 £ 129,3 (-7,2)
PM2.4mL+L0.6mL/L 694+14b 1297,3 £ 73,2 1386,7 £ 151,0 6,9

' Control= Tratamiento control, PM6mL/L= pirimifés metil 6 mL/L, PM3mL/L= pirimifés
metil 3 mL/L, PM1.8mL/L= pirimifés metil 1,8 mL/L, PM8mL+L2mL/L= pirimifés metil 8
mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L, PM4mL+L1mL/L= pirimifés metil 4 mL/L +

mL/L,

Lambdacialotrina 0,6 mL/L.

Lambdacialotrina 1

PM2.4mL+L0.6mL/L=

pirimifés  metil

2 Letras iguales dentro de cada columna corresponden a grupos similares

3x10°3

4 Ecuacién= Variacion 24h-48h%: [Media 48h /Media 24h) x 100]-100

24 mLL +

Tabla 9. Andlisis de la varianza para el modelo de dos factores: tratamiento y tiempo.

Grados de Suma de Media p
libertad cuadrados cuadratica
Tratamiento' 6 3255231,4 542538,6 2,60 0,02
Tiempo 1 177771,9 177771,9 0,85 0,36
Tratamiento x Tiempo 6 953484,8 158914,1 0,76 0,60
Residuales 196 40876760,0 208554,9 ND ND?

Tratamiento: Tratamiento control, pirimifés metil 6 mL/L, pirimifés metil 3 mL/L,

pirimifés metil 1,8 mL/L, pirimifés metil 8 mL/L + Lambdacialotrina 2 mL/L, pirimifés

metil 4 mL/L + Lambdacialotrina 1 mL/L, pirimifés metil 2,4 mL/L + Lambdacialotrina

0,6 mL/L. Tiempo: 24 y 48 h. P < 0,05

2ND: Dato no determinado.
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Discusion

La combinacion de HE y PF podria ser una nueva alternativa en los programas
de MIP para mejorar el control y la regulacién de las poblaciones de insectos plaga en
la postcosecha de cultivos de cereales (Moino y Alves 1998; Lacey et al., 2015). En
este estudio, observamos interacciones tanto positivas como negativas en funcion de
los diferentes principios activos de los PF, las especies de HE y las condiciones de
aplicacion.

Al evaluar la combinacién entre HE y PF, el GER se considera como el factor
mas importante debido a que los patégenos infectan a los insectos a través de la
germinacion de conidios por ingestion o contacto, determinando la calidad del inéculo.
En ambos estudios realizados en la ULR del Instituto Biolégico y el CEPAVE, los
tratamientos con PF ocasionaron una reduccién del GER con respecto al control. Por
lo que, no se recomienda el uso de la mezcla de HE y PF en el mismo caldo. Esto
concuerda con los resultados observados por Mamprim et al. (2014), quienes
encontraron inhibicién de aislamientos de B. bassiana cuando se combinaron con
varias formulaciones de insecticidas y, por lo tanto, propusieron aplicaciones
separadas de B. bassiana e insecticida para prevenir interacciones severas.

Las pruebas del IB realizadas con los aislamientos de la ULR del Instituto
Bioldgico, sobre medio de cultivo, mostraron que los PF evaluados tuvieron un efecto
téxico sobre el HE y afectaron negativamente su CV, GER y ESP. Oliveira et al. (2018)
y Pessoa et al. (2020) demostraron que los estudios in vitro exponen al maximo al
microorganismo a la accion de los PF, lo que podria explicar los resultados obtenidos
en el estudio realizado en ULR. Considerando los resultados obtenidos en la presente
tesis y a los alcanzados por dichos autores, fue decidido no realizar la prueba de IB
para el aislamiento B. bassiana s.l. CEP 545.

En el calculo de compatibilidad, el CV representa el potencial desarrollo del

hongo (Potrich et al., 2018). En el estudio realizado en ULR del Instituto Bioldgico, los
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PF utilizados redujeron este parametro en los tres aislamientos evaluados. Por el
contrario, Pessoa et al. (2020) observaron que el CV de B. bassiana aumentd cuando
se aplicé junto con PF. Estos autores consideran que cuando los microorganismos se
encuentran en presencia de compuestos téxicos, los cuales alteran el medio de cultivo
y perjudican su desarrollo, utilizan todo su esfuerzo reproductivo, resultando asi en un
mayor CV.

La ESP de un aislamiento es importante en el mantenimiento del ciclo
patdgeno-huésped, debido a que el aumento de este parametro da como resultado
una mayor dispersion y propagacién en el ambiente (Potrich et al.,, 2018). En la
presente tesis, precisamente en los ensayos realizados en los aislamientos B.
bassiana s.l. IBCB 66, M. anisopliae s.l. IBCB 425 y P. lilacinum s.l. IBCB 130, este
parametro fue reducido por los PF evaluados en comparacién con las condiciones de
control. En cambio, Alves et al. (2008) y Fregonesi et al. (2016) encontraron que los
PF no inhiben la ESP de HE. Moino y Alves (1998) explicaron que el CV y la ESP
pueden ser promovidos por un mecanismo de resistencia fisiolégica de los
microorganismos, los cuales pueden metabolizar los compuestos téxicos del
ingrediente activo o, utilizando las moléculas de este proceso, liberarlos en el medio de
cultivo como nutrientes secundarios.

En este estudio, los tratamientos que contienen el principio activo
organofosforado, particularmente el tratamiento PM16mL, tuvieron efectos téxicos en
casi todos los aislamientos evaluados en ULR, a excepcion del aislamiento de B.
bassiana s.l. IBCB 66 testeado con el tratamiento con piretroide L7mL, cuyo efecto fue
moderadamente compatible. Fregonesi et al. (2016) observaron diferencias en la
respuesta a diferentes PF sobre 13 aislamientos de B. bassiana. Ademas, como
sefialan Oliveira et al. (2018), las formulaciones comerciales preparadas con el mismo
principio activo por diferentes fabricantes pueden presentar diferentes efectos

biolégicos. Al mismo tiempo, la adicion de otros productos en la preparacién, por
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ejemplo, emulsionantes y aditivos, puede contribuir a tener efectos bioldgicos variados
sobre el CV y la ESP (Sosa Gdémes, 2005).

El ndmero de las UFCs de los HE evaluados en la ULR estuvieron
condicionadas por los factores: aislamientos, tratamientos de PF y tiempo de
persistencia de los HE. Los resultados mostraron que, la variabilidad de UFCs se
debié al factor aislamiento, dado que el aislamiento M. anisopliae s.|. IBCB 425
presentd6 menor numero de UFCs con respecto a B. bassiana s.I. IBCB 66 y P.
lilacinum s.l. IBCB 130 que presentaron similar nimero. En cambio, el factor tiempo no
causo la variabilidad en las UFCs. Por ello, conocer la produccidon de conidios en el
sustrato es conveniente para el control de patégenos.

El estudio de los efectos de los PF en combinacion con HE es importante para
reducir las concentraciones y el numero de aplicaciones de PF. Con base en los
resultados obtenidos, se concluye que se recomienda la aplicacion de HE y PF por
separado. Sin embargo, se deben realizar mas investigaciones sobre insectos no

blanco para confirmar la compatibilidad de HE y PF dentro de una estrategia de MIP.

Parte de la informacion suministrada en este capitulo ha sido publicada en el

siguiente trabajo cientifico:

- Musso, A., Lopez Lastra, C.C., Padin, S.B., Minardi, G.M., & Marcondes
Almeida, J.E. 2023. “Effects of the combination of phytosanitary products and
entomopathogenic fungi for the control of insect pests. Acta Agrondmica”. 71(2).

https://doi.org/10.15446/acag.v71n2.97313
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Introduccion

Las pérdidas en la postcosecha de muchos de los productos almacenados son
originadas por diferentes especies de insectos que causan dafios cualitativos y
cuantitativos en los granos, a través de la pérdida de la calidad de los granos, o por
rechazo en los molinos o las plantas de procesamiento (Wakil et al., 2010).

Rhyzopertha dominica y Sitophilus oryzae son insectos de infeccion primaria,
es decir, infestan granos sanos, mientras que Oryzaephilus surinamensis 'y Tribolium
castaneum son colonizadores secundarios, es decir, infestan principalmente granos
dafados, ya sea mecanicamente o por infeccidon primaria. La capacidad destructiva de
los insectos plaga radica en su alta reproduccion, su distribucién geografica y su
amplia variedad de cultivos hospederos (FAO, 1983).

A partir de los estandares comerciales en relacién con la comercializacién de
granos libres de insectos y su control hasta su eliminacién total, conduce en muchos
casos a realizar un uso incorrecto y excesivo de los PF. Se busca que la utilizacién de
estos sea mas racional, con la seleccién de los momentos mas apropiados para su
aplicacion (dosis, tiempos de carencia, métodos de aplicacién). Ademas, de
complementarlos con otras medidas de control, de modo de reducir al minimo sus
efectos negativos (Abadia y Bartosik, 2013).

Una alternativa es incluir el uso de métodos de control bioldégico en los
programas de MIP. Entre ellos, se encuentran los HE. Especialmente, las especies
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, que se han evaluado contra la mayoria
de las principales plagas de granos almacenados (Athanassiou et al., 2008, Wakil et
al., 2010). En la actualidad, no existe evidencia contundente de que el enfoque de MIP
pueda prescindir totalmente del uso de PF (Abadia y Bartosik, 2013).

Un inconveniente del uso de los HE es el tiempo que se requiere para accion
microbiana sobre el insecto objeto, que suele ser mas lento cuando es tratado con

patdgenos fungicos con respecto a los tratados con PF (Lomer et al., 2001). Sin

92



Capitulo IV Anahi Musso

embargo, los dafos sobre los productos de interés econdémico disminuyen, debido a
que los insectos infestados tienden a comer menos que los sanos, modificando su
supervivencia y su potencial reproductivo (Pelizza et al., 2015).

Para la utilizacion de HE, como ingrediente activo de los productos bioldgicos, y
su integracion en los programas de MIP es necesaria previamente determinar la
compatibilidad de los aislamientos. Estas evaluaciones deben ser realizadas para cada
aislamiento en forma individual, ya que surgen diferencias aun entre varios
aislamientos del mismo género (Cantone y Vandenberg, 1998).

Las aplicaciones combinadas han sido una propuesta como estrategia para
mejorar la eficiencia del control de plagas, lo cual permitiria la reduccion en la cantidad
aplicada de PF, en consecuencia, la minimizacién de la contaminacion ambiental y
procurando la salud humana (Oliveira et al., 2018). Una combinacién de concentracion
subletal de PF y HE puede actuar como un factor de estrés adicional, comprometer el
sistema inmunoldgico y la consiguiente alteracion en la fisiologia y el comportamiento
de los insectos, lo que conduce al aumento de la eficiencia del patégeno fungico
(Boucias, 1998; Forlani, 2014).

El interés en estudiar las interacciones de PF con otros compuestos sobre
diferentes insectos blancos se debe al posible efecto aditivo, sinérgico o antagonista
que permitirian reducir la aplicacion de los PF sin perder eficacia en las estrategias de
control de plagas. Consecuentemente, la contaminacién, ademas de minimizar el
riesgo de plagas resistentes a los principios activos y reducir considerablemente los
costos de produccién, especialmente en un contexto de MIP en el que las poblaciones
de insectos son atacadas antes de que se vuelvan econdmicamente dafinas
(Alexander et al., 2008).

El objetivo del presente capitulo fue estudiar, en condiciones de laboratorio, la
eficiencia de B. bassiana s.. CEP 545 combinado con PF sobre un rango de

hospedadores: R. dominica, S. oryzae, O. surinamensis 'y T. castaneum.
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Materiales y métodos

A partir de los resultados obtenidos en los Capitulos Il y Ill, se procedié a
realizar los bioensayos de patogenicidad y virulencia sobre un rango de hospedadores

de insectos plaga.

1. Origen de las colonias

Los insectos plaga evaluados fueron: R. dominica, S. oryzae, O. surinamensis y
T. castaneum. Todas las especies fueron criadas en el Insectario, ubicado en el
Laboratorio de la Catedra de Terapéutica Vegetal de la FCAyF-UNLP, en condiciones
controladas (26°C, 60%HR y en oscuridad). La metodologia de cria fue la misma
utilizada en el Capitulo Il — Materiales y métodos: Seccion 1. Se le suministro la
dieta correspondiente segun la especie: R. dominica: granos de cebada perlada; O.
surinamensis: avena arrollada; S. oryzae: granos de trigo entero; T. castaneum: harina
de trigo + 5% de leche descremada en polvo + 5% de germen de trigo + 5% de
levadura de cerveza. Todos los individuos utilizados en los experimentos fueron

adultos de sexo mixto de tres semanas de edad.

2. Origen del hongo entomopatégeno

Se utilizo el aislamiento de B. bassiana s.|. CEP 545 seleccionado en los
bioensayos previos del Capitulo Il. Los HE utilizados en la ULR de Control Biolégico
del CAPSA del Instituto Bioldgico (Capitulo Ill, Seccién 1.1.) no fueron evaluados en el
presente Capitulo, debido a que estas pruebas fueron realizadas para la puesta a

punto de la evaluacion de la compatibilidad.
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2.1. Productos fitosanitarios

Los PF utilizados en este estudio fueron los mismos que en el Capitulo IlI-
Seccién 1.2. (Tabla 2). A partir de los resultados obtenidos en el Capitulo lll, los
tratamientos de PF evaluados fueron: Pirimifos metil 6 mL/L (PM6mL/L), pirimifos metil
3 mL/L (PM3mL/L), Pirimifos metil 1,8 mL/L (PM1.8mL/L), Pirimifos metil 8 mL/L +
Lambdacialotrina 2 mL/L (PM8mL+L2mL/L), Pirimifos metil 4 mL/L + Lambdacialotrina
1 mL/L (PM4mL+L1mL/L) y Pirimifos metil 2,4 mL/L + Lambdacialotrina 0,6 mL/L

(PM2.4mL+L0.6mL/L). Las cantidades (mL/L) se refieren al producto comercial.

2.1.1.Bioensayos de patogenicidad y virulencia de B. bassiana s.l. combinado con PF

en un rango de hospedadores

Para la realizacion de los bioensayos se utilizaron un rango de hospedadores
de R. dominica, S. oryzae, O. surinamensis y T. castaneum obtenidos de la cria ya
descrita. Previo al bioensayo, los insectos adultos se mantuvieron bajo inanicion
durante 24 h. Se colocaron 5 individuos de cada especie por separado dentro de una
caja de Petri (9 cm de diametro). Los insectos fueron pulverizados con 1 mL de B.
bassiana s.I. CEP 545 (9,5x10° conidio/mL), 1 mL de los tratamientos de PF (Seccién
2.1.), y la combinacién de 1 mL del hongo y 1 mL de los tratamientos de PF. En el
control, los insectos fueron tratados sélo con 1 mL de 0,01% (v/v) Tween 80
(polisorbato de sodio) en agua destilada estéril. La pulverizacion se realizé dentro de
los mismos recipientes utilizando un aerégrafo (FENGDA, BD-180, China) junto con el
alimento (granos de trigo). Luego, se incub6 a 25 + 2 °C, 60%HR y un fotoperiodo de
12:12 h. Se registré el numero de insectos muertos cada 24 h hasta los 20 dias del
inicio de la aplicacion. Los insectos muertos tratados con el HE se retiraron
diariamente y se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio 0,5% v / v
durante 1 minuto. Para confirmar la muerte por HE, los cadaveres se colocaron en una

camara humeda y se incubaron a 25 £ 2 °C durante siete dias. Se observé la
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esporulacién externa para cada cadaver bajo un microscopio binocular estereoscépico
(Zeiss Stemi DV4, 30x) (Figura 1). Se utilizaron cinco réplicas para cada tratamiento y

el experimento se repitid tres veces en diferentes momentos.

Figura 1. Adultos de R. dominica (a), S. oryzae (b), O. surinamensis (c) y T. castaneum
(d) infectados por B. bassiana s.I. CEP 545.

2.1.2.Variables reqgistradas y analisis de datos

Las diferencias estadisticas entre los porcentajes de mortalidad de los
diferentes tratamientos de PF y los distintos rangos de hospedadores de insectos
plaga se analizaron mediante una prueba de Chi cuadrado. Cuando la mortalidad fue
del 50% o superior, el TSM se calcul6é con el método de distribucion de supervivencia
de Kaplan-Meier (K-M), y las diferencias estadisticas se analizaron mediante una

prueba de rango logaritmico. En el caso de que se encontraran diferencias
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significativas, se realizaron comparaciones post-hoc de a pares de tratamientos de PF
ajustando el nivel de significacion segun el método Sidak (Lyman Ott y Longnecker,
2001).

La determinacion de las interacciones aditivas, sinérgicas o antagonicas se
basé en una prueba binomial que implica la comparacion de los porcentajes esperados
y observados de mortalidad, como fue descrito por Nishimatsu y Jackson (1998). La
mortalidad esperada de un tratamiento establecido de PF y el HE se basd en la
formula Me = Mg + (1-Mo) (P41) + (1-Mo) (1-P+) (P2). Donde Mk es la mortalidad esperada
en combinacion de los dos agentes de control, Mo es la mortalidad natural (control), P+
es la mortalidad después del tratamiento con los PF solos y P, es la mortalidad
después del tratamiento con el HE sélo. Se aplicé la prueba de X? a los resultados
observados y esperados: X? = (Vo-Ve)? Ve + (Mo-Mg)¥Me con Vo el nimero de
insectos vivos observados, Ve el numero de insectos vivos esperados, Mo el numero
de insectos muertos observados, y Me el numero de insectos muertos esperados se
utilizé para probar la hipotesis de independencia. Las interacciones aditivas se
indicaron si X? < 3,84. Antagonismo si X? > 3,84 y Mc < Mg, donde Mc es la mortalidad
observada de la combinacion de los PF y el HE, y Me es la mortalidad esperada de la
combinacion. Se indico sinergismo si X?>384 y Mc > ME.

Los analisis se realizaron utilizando el software R version 4.0.3 (R Core Team,

2018).

Resultados

1. Bioensayos de patogenicidad y virulencia de B. bassiana s.l. combinado con

PF en un rango de hospedadores

En la tabla 1 se observa los resultados obtenidos en el porcentaje de

mortalidad de R. dominica, S. oryzae, O. surinamensis y T. castaneum post
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tratamiento. En las cuatro especies de insectos plaga evaluadas en el control
sobrevivieron todos los insectos tratados. En la especie de insecto R. dominica, el
porcentaje de mortalidad varié entre 23% para el tratamiento PM1.8mL/L y 80,3% para
PM8mL+L2mL/L. Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de
PF (X?13=819,2; P=0). En cuanto a la especie de insecto S. oryzae, el porcentaje de
mortalidad varié entre 38% cuando fue aplicado el HE sdélo y 100% con la aplicacion
del PF sdélo y combinado con el HE, encontrandose diferencias significativas respecto
al control (X?s=350,6; P=0). El porcentaje de mortalidad de O. surinamensis vari6é entre
33.3% cuando se aplicé B. bassiana s.I. y 100% con la aplicacion del tratamiento
PM2.4mL+L0.6mL/L. Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
PM1.8mL/L y B. bassiana s.l. + PM1.8mL/L, y los tratamientos PM2.4mL+L0.6mL/L y
B. bassiana s.I. + PM2.4mL+L0.6mL/L (X?s=227,6; P=0). Por ultimo, el porcentaje de
mortalidad de T. castaneum varié entre 24% para B. bassiana s.l. y 89,3% para el
tratamiento PM2.4mL+L0.6mL/L. Se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (X?s=206,1, P=0). Estas estuvieron dadas entre los tratamientos
combinados entre HE y PF, y solo el HE.

En cuanto a la susceptibilidad entre las diferentes especies de insectos plaga
evaluados, se observo que el porcentaje de mortalidad no superé el 50% al aplicarse
el aislamiento solo de B. bassiana (Tabla 1). La especie mas susceptible a B. bassiana
s.. CEP 545 fue R. dominica con respecto al resto de insectos plaga (X?s=15.4;
P=0.00). En cambio, cuando se le aplicé a R. dominica los tratamientos PM1.8mL/L y
PM2.4mL+L0.6mL/L se observd menor susceptibilidad y presenté diferencias
significativas con respecto al resto de los insectos plaga que fueron mas susceptible
(X?5=197,5; P=1,48e"?; X?3=139,5; P=4,79¢°, respectivamente). Asimismo, ocurrid
similar situacion, cuando fue aplicado la combinacién del HE y los tratamientos de los
PF, observandose diferencias significativas entre especies (X%=87,8; P=6,50e";

X%3=73; P=9,78e7', respectivamente) (Tabla 1).
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En las aplicaciones combinadas que ocasionaron una mortalidad menor al 50%
el TSM no pudo ser determinado (Tabla 1). Asimismo, en las especies S. oryzae, O.
surinamensis y T. castaneum el TSM fue de un dia, observandose una alta mortalidad
en las primeras 24 h post tratamiento. Se encontraron diferencias significativas de
supervivencia entre los tratamientos con respecto al control (S. oryzae: X?s=460,7,;
P=0; O. surinamensis: X?s=301,7; P=0; T. castaneum: X?s=200.8; P=0). Sin embargo,
en la especie R. dominica, el TSM varié de 3 a 12 dias. Se encontraron diferencias
significativas de supervivencia entre los tratamientos con respecto al control

(X?15=931.8; P=0).

2. Determinacion de las interacciones aditivas, sinérgicas o antagénicas

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en las interacciones de R.
dominica, S. oryzae, O. surinamensis y T. castaneum. Las interacciones entre los
agentes de control de plagas consistieron principalmente en efectos antagonicos.
Todas las combinaciones del HE y PF sobre R. dominica y T. castaneum resultaron
antagonistas. Mientras que las interacciones entre B. bassiana s.l. +
PM2.4mL+L0.6mL/L sobre S. oryzae resultaron aditivas. Se observo efectos aditivos
cuando se traté con B. bassiana s.I. + PM1.8mL/L a O. surinamensis, pero se observo

sinergismo cuando se tratd con B. bassiana s.I. + PM2.4mL+L0.6mL/L.
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Tabla 1. Mortalidad (%) (media £ ES) y tiempo de supervivencia mediana (TSM) (Intervalo de confianza: 1Ces) de R. dominica, S. oryzae, O.

surinamensis 'y T. castaneum con diferentes tratamientos.

T. castaneum

R. dominica S. oryzae O. surinamensis
R v B e T e
Control 0+0,0a? ND* a 0+0,0a ND a 0+0,0a ND a 0+0,0a ND a
B.bassianas).CEP545 ~ *7029¢  Npp  SBTESOD - ypp 38354 \py o 240:49bA  NDD
PM6mLIL 653+27d | (2}12) NES NE NE NE NE
PM3mL/L 40,7+28c  NDc NE NE NE NE NE
PM1.8mL/L 230:24bA  NDb  000200C g.0)c e67:54cB 1(14c SOOEHE 4 0q)c
PM8mL+L2mL/L 80,3+23f 3(24)c NE NE NE NE NE
PM4mL+L1mLIL 68,3+ 2,7 de 5’598'7) NE NE NE NE NE
PM2.4mL+L0.6mL/L 473+29cA NDd 973+19cB 0(0-0)c 100’05“ 0.0d " 4 0-0)e 89’3503’6 4 0(0-1)c
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B. bassiana s.l. CEP 545+ 6 (5-7)

anas. © 7532500 O\ NE NE NE NE NE
B-bassianas- PEPSIST 463129c  NDo NE NE NE NE NE
B-bassiana o CEP 545 447:29ca  NDc 1990500 g00)c 693:53cB 1(05)c 733:51cC 1(0-2)¢c
PhmelCRHS mosar P N e one e e
B.bassiana sl CF S45%  7401256f  6(57)g NE NE NE NE NE
B. l;aiwws;ﬁz;ifl_loiiPuS:H 603+28dA 12 (31:18) 1OO,OCJ:_r 0,0c 0(0-0)c 947+26dB 0(0-0)d 80,0 iB4,6 cd 1(0-3)c

' Control = Tratamiento control, HE= B. bassiana s.|. CEP 545, PM6mL/L= pirimifos metil 6 mL/L, PM3mL/L= pirimifos metil 3 mL/L,
PM1.8mL/L= pirimifos metil 1,8 mL/L, PM8mL+L2mL/L= pirimifos metil 8 mL/L + lambdacialotrina 2 mL/L, PM4mL+L1mL/L= pirimifos metil 4
mL/L + lambdacialotrina 1 mL/L, PM2.4mL+L0.6mL/L= pirimifos metil 2,4 mL/L + lambdacialotrina 0,6 mL/L.

2 Letras minusculas iguales dentro de cada columna corresponden a grupos similares.

3 Letras mayusculas iguales dentro de cada fila corresponden a grupos similares.

4 ND: Dato no determinado.

5NE: Dato no evaluado.
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Tabla 2. Interacciones aditivas, sinérgicas o antagonicas de R. dominica, S. oryzae, O.

surinamensis 'y T. castaneum con diferentes tratamientos.

Insecto Tratamiento ’ X2  Interaccion
R. dominica B. bassiana s.l. + PM6mLI/L 329,0 Antagonista
B. bassiana s.l. + PM3mL/L 123,1 Antagonista

B. bassiana s.l. + PM1.8mL/L 18,7 Antagonista

B. bassiana s.l. + PM8mL+L2mL/L 180,9 Antagonista
B. bassiana s.l. + PMAmL+L1mL/L 140,7 Antagonista
B. bassiana s.l. + PM2.4mL+L0.6mL/L 80,8 Antagonista

S. oryzae B. bassiana s.|. + PM1.8mL/L NN?2
B. bassiana s.l. + PM2.4mL+L0.6mL/L 1,3 Aditivo
O. surinamensis B. bassiana s.l. + PM1.8mL/L 3,1 Aditivo

B. bassiana s.l. + PM2.4mL+L0.6mL/L inf Sinergia
T. castaneum B. bassiana s.l. + PM1.8mL/L 7,7 Antagonista

B. bassiana s.l. + PM2.4mL+L0.6mL/L 14,2  Antagonista

"HE= B. bassiana s.I. CEP 545, PM6mL/L= pirimifos metil 6 mL/L, PM3mL/L= pirimifos
metil 3 mL/L, PM1.8mL/L= pirimifos metil 1,8 mL/L, PM8mL+L2mL/L= pirimifos metil 8
mL/L + lambdacialotrina 2 mL/L, PM4mL+L1mL/L= pirimifos metil 4 mL/L +
lambdacialotrina 1 mL/L, PM24mL+L0.6mL/L= pirimifos metil 2,4 mL/L +
lambdacialotrina 0,6 mL/L.

2NN: no hay datos disponibles en el rango de respuesta.

Discusion

Los diferentes resultados publicados entre distintos autores del impacto de los
HE sobre los insectos plaga pueden ser explicados por el nivel de susceptibilidad de
los insectos blancos (Rice y Cogburn, 1999; Athanassiou et al., 2008; Barra et al.,
2013). La especie mas susceptible a B. bassiana s.I. CEP 545 fue R. dominica con
respecto a S. oryzae, O. surinamensis 'y T. castaneum. Asimismo, Moino et al. (1998),
observaron que S. oryzae y S. zeamais fueron menos susceptibles a los aislamientos
de B. bassiana que R. dominica, que presenté 100% de mortalidad. Adane et al.

(1996) demostraron que el aislamiento B. bassiana 190-520 en la dosis mas baja (10*
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conidios/mL) ocasioné alrededor del 88% de mortalidad contra S. zeamais en 8 dias.
En cambio, Ugar et al. (2020) evaluaron entre cuatro aislamientos de B. bassiana
(1x10® conidios/mL) y solo el aislamiento GN22-1 resultd ser el mas eficaz para
controlar T. castaneum, ocasionando el 83,5% de mortalidad a los 23 dias post
tratamiento. Esto podria atribuirse a las diferencias de composicién de la cuticula del
insecto (Wakil et al., 2021).

Las respuestas del HE en presencia del mismo producto quimico pueden variar
dependiendo de la concentracion a aplicar. En los ensayos de laboratorio, en muchas
combinaciones, se observé que la mortalidad de los insectos blancos en presencia de
los PF estudiados, con respecto al control, fue cercana al total. Del mismo modo, a
medida que aumentd la concentracion de los PF se obtuvo un incremento en el
porcentaje de mortalidad. Por otra parte, las aplicaciones combinadas de B. bassiana
con las concentraciones subletales de PF sobre S. oryzae, O. surinamensis y T.
castaneum dieron como resultado niveles de mortalidad significativamente en
comparacion con las aplicaciones unicas de B. bassiana s.|. CEP 545. Las
concentraciones subletales de los PF pueden actuar como factores estresantes
fisioldgicos y/o modificadores del comportamiento, predisponiendo asi a los insectos a
enfermedades (Boucias et al., 1996; Inglis et al., 2001). Por ultimo, de acuerdo con el
estudio de Pelizza et al. (2015) se coincide que las evaluaciones in vitro tienen la virtud
de exponer el patdgeno fungico a la maxima accién de los PF, si bien esto no siempre
se observa en condiciones de campo.

Oftro de los factores que puede explicar los distintos resultados es el método de
contacto entre el hongo y el PF empleado (Alboneti et al., 2020). La técnica utilizada
en este capitulo, en el cual los insectos fueron pulverizados con los distintos
tratamientos, seria la mas adecuada debido a que simula la aplicacion en el campo.

Las formulaciones de organofosforados (inhibidores de acetilcolinesterasa) y
piretroides (neurotoxicos) se utilizan ampliamente para el control de los principales

insectos plaga en granos almacenados. Los resultados de los estudios demuestran
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que ambas formulaciones en las combinaciones estudiadas aumentan el porcentaje de
mortalidad: En particular, el tratamiento B. bassiana + PM2.4mL+L0.6mL/L, el cual
combina el HE con los principios activos pirimifds metil y lambdacialotrina en
concentraciones subletales, presenté mayor toxicidad en comparacion al tratamiento
que combina el HE con el principio activo pirimifés metil. En cambio, Cazorla y Morales
- Moreno (2010) observaron que los organofosforados son menos agresivos que los
piretroides a las concentraciones recomendadas a campo, los cuales mostraron un
mayor efecto fungistatico sobre el aislamiento de B. bassiana.

Se consideré la clasificacion de los insecticidas de acuerdo con la
determinacion de las interacciones propuesta por Nishimatsu y Jackson (1998), para
una posible aplicacion en los programas de MIP. En este estudio, los diferentes
tratamientos de PF evaluados combinados con el aislamiento de B. bassiana s.|. CEP
545 para el control de adultos de R. dominica, S. oryzae, O. surinamensis y T.
castaneum mostraron interacciones variables, observandose principalmente
antagonismo. Sin embargo, en dos combinaciones se produjeron respuestas aditivas:
B. bassiana s.l. + PM8mL+L2mL/L y B. bassiana s.|. + PM6mL/L, para el control de S.
oryzae y O. surinamensis, respectivamente. Por otro lado, en una Unica combinacion
de HE y PF (B. bassiana s.l. + PM2.4mL+L0.6mL/L) se observd sinergismo para el
control de O. surinamensis, la cual podria ser candidata a bioensayos futuros,
reduciendo sustancialmente el costo del control. Aplicaciones combinadas pueden
hacer que el insecto huésped sea mas susceptible al comprometer su salud o
prolongar las etapas de desarrollo (Lacey et al., 2015).

Como conclusion, se recomienda la aplicacion combinada del HE de B.
bassiana s.l. con el tratamiento de PF PM2.4mL+L0.6mL/L para el control de insectos
plagas de granos almacenados. Asimismo, para el uso en condiciones de campo se

sugiere la evaluacion previa de la interaccion.

104






Conclusiones Generales Anahi Musso

Conclusiones generales

Al evaluar diferentes aislamientos de HE se demostré que B. bassiana presenta
alta tasa de mortalidad, disminuyendo la tasa de supervivencia de R. dominica. El
aislamiento B. bassiana s.I. CEP 545 presentdé mayor eficacia contra individuos adultos
de R. dominica. En cuanto, al porcentaje de mortalidad, aumenté a medida que se
incrementd la concentracion. La CLso se estimé en 9,5x10° conidios/mL.

Al determinar la compatibilidad de HE nativos de Brasil combinados con PF,
segun el IB, ninguno de los tratamientos evaluados fue compatible con los tres
aislamientos, excepto el tratamiento L7 de Ilambdacialotrina, que resultd
moderadamente toxico sobre B. bassiana. En ambos estudios realizados en la ULR
del Instituto Biologico y el CEPAVE, los tratamientos con PF mostraron una reduccion
del GER con respecto al control. Esto permitié concluir que los HE y los PF deben
aplicarse por separado, es decir, no en el mismo caldo.

Al evaluar la virulencia de B. bassiana s.|. CEP 545 con PF en concentraciones
subletales revelé que esta combinacion tiene elevado potencial para causar una
mortalidad considerable sobre un rango de hospedadores R. dominica, S. oryzae, O.
surinamensis y T. castaneum. La combinacion mas efectiva para el control de R.
dominica estuvo dada por el tratamiento B. bassiana + PM2.4mL+L0.6mL/L, el cual
combina el HE con pirimifés metil y lambdacialotrina en concentraciones subletales.
Segun los resultados obtenidos, este estudio sugiere que las aplicaciones combinadas
de HE y PF seria una alternativa agroecolégica para el control de insectos plaga en

granos almacenados, incluidos en los programas de MIP.
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Perspectivas futuras

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la virulencia de distintos
aislamientos de los HE para el control de individuos adultos de R. dominica es una
base en la aplicacién programas de MIP de granos almacenados.

Se sugieren futuros estudios en laboratorio con diferentes variables a estudiar,
incluyendo metodologias de aplicacion, como asi también el agregado de factores
externos como la temperatura, niveles de humedad relativa y UV.

Es importante sumar estudios de especificidad de los HE y PF seleccionados,
con el fin de evaluar el efecto sobre organismos benéficos presentes en el
agroecosistema de granos almacenados.

Se propone la investigacion de la produccion en escala de B. bassiana, con el
objetivo de obtener una formulacién fungica estable; con el objeto de introducir a las

pruebas de campo.
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Anexo Anahi Musso

1. Medios de cultivo

Papa Dextrosa Agar (PDA) o Agar Papa Glucosa (APG)

Papa Glucosado Agar (Marca comercial: Laboratorios Britania S.A.-CABA

Argentina). Uso: 39 g de polvo en 1000 mL agua destilada.

Sabouraud Dextrosa Agar (SDAY)

Tabla 1. Sabouraud Dextrosa Agar (SDAY) (Goettel e Inglis, 1997)

SDAY |*SDYA V4

Peptona 109 25¢g

Dextrosa 20g 49

Extracto de levadura 109 25¢g

Agar 209 109

Agua destilada 1000 mL | 1000 mL

- Se suplemento en los casos indicados con: Cloranfenicol 0,5 g.
*Se utilizé una variante de este medio con los componentes nutricionales

reducidos al 25% de su cantidad original.

Medio selectivo

Tabla 2. Medio selectivo para aislar hongos entomopatdogenos a partir de suelo

(Doberski y Tribe, 1980)

Dextrosa 40 g
Peptona 109
Agar 159
Cloranfenicol® 05¢g
Cristal violeta 0.01g
Agua destilada 1000 mL
*Dodine (acetato de N-dodecilguanidinio) 0.25¢
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*Los antibidticos y antifungicos se agregan al medio después de esterilizacion
por autoclave cuando el medio esta aun liquido a una temperatura por debajo
de los 60°C.

Medio agar-agua

Tabla 3. Agar-agua (Camaras humedas) (Leles et al., 2013)

Agar 209

Agua destilada 1000

2. Antibiéticos

Cloranfenicol

Uso: 250mg/50mL agua destilada estéril. Fue esterilizado por filtrado a través de filtros
(30 mm, MCE membrana, 0,22um. SYRINGE-DRIVEN FILTERS). Usar 1 mL de

antibidtico por cada 100 mL de medio de cultivo.

Pentabiotico ®

Reforzado Veterinario 6.000.000 Ul Inyectable. Marca Comercial: Zoetis

3. Colorantes

Azul de algoddn

Tabla 4. Azul de algodén-Lactofenol de Ammann (Stevens, 1974)

Fenol (cristales) 20g

Acido lactico 20 g (16mL)

Glicerol 40 g (31 mL)

Azul de algodon 0.05-1¢

Agua destilada 20 (20mL)
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4. Dietas para la cria de los insectos plaga

Tabla 5. Composiciéon de la dieta utilizada para la cria de los insectos plaga

Especie insectil Medio de cria

Rhyzopertha dominica Cebada perlada

Harina de trigo 85%
Levadura de cerveza en polvo 5%
Leche descremada en polvo 5%
Germen de trigo 5%

Tribolium castaneum

Sitophilus oryzae Trigo natural

Oryzaephilus surinamensis Avena arrollada
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