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ARTICULO DE INVESTIGACION

Compatibilidad in vitro de un bioplaguicida a base de
Lecanicillium lecanii (Hypocreales: Clavicipitaceae) con
agroquimicos empleados en los cultivos de algodon y berenjena

In vitro compatibility of the biopesticide based on Lecanicillium
lecanii (Hypocreales: Clavicipitaceae) with agrochemicals used
in cotton and eggplant crops

* KKK

Adriana Santos’, Erika Grijalba™, Maria Victoria Zuluaga™", Martha Gémez™"",

L

Laura Villamizar™

Resumen

El aislamiento colombiano de Lecanicillium lecanii V1026 formulado como un granulado dispersable WG, ha demostrado
una alta eficiencia para el control de Bemisia tabaci en los cultivos de algoddn y berenjena. Teniendo en cuenta el potencial
de este bioinsumo, el objetivo del siguiente fue determinar la compatibilidad in vitro del bioplaguicida a base de L. lecanii
con agroquimicos (insecticidas y fungicidas) que se utilizan con mayor frecuencia en dichos cultivos. La compatibilidad
in vitro se establecié determinando el porcentaje de germinacion (%) y las Unidades Formadoras de Colonia (UFC) en
presencia de los plaguicidas y estimando la concentracién inhibitoria 10 (Clio). Cada plaguicida se evalué a la dosis re-
comendada, a la mitad y a un cuarto de ésta. Los fungicidas quimicos (Benomil®, Vitavax®, Ridomil® y Manzate®) no
fueron compatibles con L. lecanii, ya que inhibieron la germinacién y las Unidades Formadoras de Colonia del hongo en las
tres dosis evaluadas. En cuanto a los insecticidas quimicos, el producto Confidor® no inhibié la viabilidad en comparacion
con el tratamiento control, considerandose compatible con el bioplaguicida. Cuando se evalu6 la dosis completa de los
demas insecticidas (Oportune®, Actara®, Match® y Malathion®) se obtuvieron germinaciones inferiores al 80%, por lo
que dichos productos se clasificaron como no compatibles con el bioplaguicida a base de L. lecanii. El Gnico agroquimico
que fue compatible en condiciones in vitro con L. lecanii fue el producto Confidor®. Sin embargo, se recomienda evaluar
el efecto in vivo de los productos quimicos habitualmente utilizados por los agricultores sobre L. lecanii, con el propdsito

de desarrollar y establecer estrategias de manejo integrado de la mosca blanca Bemisia tabaci.

Palabras clave: entomopatégeno. Bemisia tabaci. fungicidas, insecticidas.

Abstract

A colombian isolate of Lecanicillium lecanii formulated as dispersible granules WG, has shown high efficiency to control
Bemisia tabaci in cotton and eggplant crops. Considering that, the objetive of this work was to determine the in vitro com-
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patibility of biopesticide based on L. lecanii with agrochemicals (insecticides and fungicides) that are most frequently used
in tobacco and eggplant crops. In vitro compatibility of L. lecanii with agrochemicals was determinated by germination
(%) and Colony Forming Units (CFU) in the presence of pesticides and also estimating the inhibitory concentration 10
(1C10). Each agrochemical was evaluated at the recommended dose, a half and a quarter of it. For the three doses tested
(Benomyl®, Vitavax®, Ridomil® and Manzate®) were not compatible with L. lecanii, because these inhibited germination and
Colony Forming Units of the fungus. Confidor® did not inhibit viability compared to control treatment, and it was consid-
ered compatible with the biopesticide. When the recommended dose (Oportune®, Actara®, Match® and Malathion®)was
used, the germination of the L. lecanii was lower than 80%, then these products were classified as non-compatible with the
biopesticide based on L. lecanii. The only agrochemical that was compatible in vitro with L. lecanii was Confidor®. However,
is necesary to evaluate the in vivo effect of agrochemicals commonly used by farmers on L. lecanii, in order to develop and

establish integrated management strategies for the control of the whitefly Bemisia tabaci.

Key words: entomopathogen, Bemisia tabaci, fungicide, insecticide.

Recibido: mayo 2 de 2013

Introduccién

La mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)
(Hemiptera: Aleyrodidae) es un insecto plaga de im-
portancia en diferentes cultivos del mundo, en espe-
cial en el trépico y subtréopico (Lopez - Avila y Garcia,
2000). Su capacidad de adaptacion, la presencia de
cultivos hospederos durante todo el ano y la habilidad
de este insecto para colonizar nuevos hospederos ha
resultado en una gran dispersion geografica, facilitando
su establecimiento y conduciendo a su sobrevivencia
permanente (De Barro et al.,, 2011) . El dano mas rele-
vante causado por la mosca blanca es la transmision
de enfermedades causadas por virus, especialmente
por los geminivirus o begomovirus (Geminiviridae)
(Oliveira et al., 2001; De Barro et al., 2011). Mundial-
mente, las pérdidas econémicas que causa este insec-
to como plaga directa o como vector alcanzan varios
centenares de millones de délares cada aio (De Barro
etal., 2011; Yuan et al., 2012).

Para el control de la mosca blanca se han disenado
diferentes estrategias de manejo, siendo el control qui-
mico la herramienta mas utilizada y en ocasiones la
dnica, generando riesgos para la salud humana y para
el medio ambiente (Espinel et al., 2008). Ademas, el
uso inadecuado de plaguicidas de sintesis quimica, ha
generado el desarrollo de resistencia por parte de la
mosca blanca, elevando los costos de produccion de
los cultivos y causando un impacto negativo sobre el
ecosistema (Roditakis et al.,, 2005; Yuan et al., 2012).
Con miras a reducir el uso y la dependencia de agroqui-
micos para el control de este insecto se han desarrolla-
do alternativas como el control biol6gico mediante el
uso hongos entomopatdgenos, microorganismos con
un potencial interesante para ser incluidos en progra-
mas de manejo integrado de plagas, debido a que apa-

Aprobado: noviembre 20 de 2013

recen en condiciones naturales y no presentan riesgos
para la salud animal y humana (Srivastava et al., 2009).

Una de las especies promisorias para implementar en
el control biolégico de B. tabaci es el hongo entomo-
patégeno Lecanicillium lecanii (Zimmermann) Zare
y Games (Shinde et al.,, 2010). Este microorganismo
esta distribuido en amplios agroecosistemas y frecuen-
temente se encuentra causando epizootias naturales
sobre este insecto y otras plagas de interés como Tria-
leurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) y Ae-
des triseriatus (Diptera: Culicidae) (Goettel et al., 2008).
Sin embargo, para la utilizaciéon de este hongo como
agente de control biologico es necesario desarrollar
sistemas de produccion y formulacién que permitan
contar con productos de la misma o mayor eficacia
que los productos quimicos, caracteristica que esta
directamente relacionada con el aislamiento y con el
tipo de formulacién desarrollada (Magan, 2001). Una
formulacién adecuada protege el principio activo de
condiciones ambientales deletéreas como la luz ultra-
violeta, la actividad de agua, la temperatura y los pro-
ductos quimicos que se aplican en el cultivo, siendo
esta ultima condiciéon una de las principales limitantes
para la aplicacion de bioplaguicidas en campo (Asi et
al, 2010).

Debido a lo anterior, para la implementacién de un
bioplaguicida dentro de una estrategia de manejo inte-
grado de plagas (MIP) es necesario determinar la com-
patibilidad de éste con los insumos quimicos utilizados
comuinmente por el agricultor. Se ha demostrado que
productos quimicos compatibles con hongos ento-
mopatoégenos pueden incrementar la eficiencia de los
mismos, permitiendo disminuir las dosis de particulas
de sintesis quimica favoreciendo la preservacion de
los enemigos naturales de la plaga y minimizando el
impacto en el medio ambiente (Ambethgar, 2009; Asi
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et al,, 2010). Por el contrario, si se utilizan insumos
quimicos que no son compatibles, estos pueden afec-
tar negativamente la viabilidad y la virulencia del mi-
croorganismo biocontrolador sobre el insecto plaga,
disminuyendo la eficacia del bioproducto (Ambethgar,
2009).

Un aislamiento nativo de Lecanicillium lecanii V1026
(anteriormente Verticillium lecanii) con demostrada
eficiencia para el control de Bemisia tabaci, (Espinel et
al., 2008) fue utilizado como principio activo de un
bioplaguicida que mostré resultados promisorios para
el control de dicho insecto en un cultivo de tomate
cherry (Cotes et al.,, 2009)y en cultivos de algodén
(Zuluaga et al., 2010) y de berenjena (Jimenéz et al.,
2010). Sin embargo, para poder incorporar este bio-
producto en un programa de manejo integrado del
insecto, es necesario determinar su compatibilidad
con los productos quimicos generalmente utilizados
por el agricultor, insumos que pueden afectar nega-
tivamente al agente biocontrolador en campo (Inglis
y Kawchuk, 2002). Con el fin de generar recomenda-
ciones para el uso de este bioplaguicida, el objetivo
del presente trabajo fue establecer los parametros de
calidad y su compatibilidad in vitro con los productos
quimicos (insecticidas y fungicidas) que se utilizan con
mayor frecuencia para el control de B. tabaci en los
cultivos de algoddon y berenjena, en los cuales este
bioproducto tiene potencial para ser integrado en una
estrategia de manejo del cultivo.

Materiales y métodos

Microorganismo

L. lecanii V1026 (aislado a partir de adultos de Trialeu-
rodes vaporariorum recolectados en la regién del Su-
mapaz, departamento de Cundinamarca, Colombia)
fue suministrado por el Banco de Germoplasma de
Microorganismos con Interés en Control Biol6gico de
CORPOICA. La cepa de L. lecanii se reactivdé en medio
Agar Extracto de Malta (Agar EM) y se incubé 25°C
durante 8 dias.

Elaboracion del bioplaguicida a base de L. lecanii

La produccién masiva del microorganismo se realizo
empleando un sustrato previamente estandarizado a
base de cereales (Villamizar et al., 2009). Para la ela-
boracion del bioplaguicida formulado como granulado
dispersable (WG), la biomasa fue separada del sustrato
y se mezclé con silicato de aluminio coloidal de cali-
dad industrial (Bell-Chem International S.A.) utilizado
como diluente, almidén de calidad alimenticia (Bell-

Chem International S.A.) empleado como desinte-
grante, y una solucion proteica utilizada como agente
protector de secado. Una vez mezclada la biomasa
con los excipientes se realizé su granulacion via hu-
meda por medio de una criba con poros de T mm de
diametro y el producto se secé en estufa a 25+1°C por
24 horas.

Control de calidad del bioplaguicida
a base de L. lecanii

Una vez elaborado el bioplaguicida se determiné su
concentracion, el porcentaje de germinacion, el con-
tenido de contaminantes bacterianos y fungicos y el
porcentaje de humedad (%). Cada parametro se deter-
mind por triplicado (Santos et al., 2012) .

Concentracion: Para la determinacién de la concen-
tracion se adicioné 1 gramo del producto a 9 mL de
Tween 80® al 0,1% vy se realizaron diluciones deci-
males hasta 103, A partir de esta dilucion se realiz6 el
recuento de conidios empleando una cadmara de Neu-
bauer. Con el recuento obtenido y la dilucién emplea-
da se calcul6 la concentracion del producto expresada
como conidios por gramo de producto (conidios/g).

Germinacion: Se adicioné 1 gramo del producto a un
tubo de ensayo con 9 mL de Tween 80® al 0,1% vy
se realizaron diluciones seriadas hasta 102, de la dl-
tima dilucién se sembraron 100uL en cajas de Petri
con medio Agar Sabouraud. Estas cajas se incubaron
a 25+2°C durante 24 horas, tiempo después del cual
se cuantificé el nimero de conidios germinados y no
germinados mediante observacion al microscopio de
10 campos 6pticos, por unidad experimental

Contenido de contaminantes flingicos y bacterianos:
Se tomd 1 gramo del producto que se adicion6 a 9 mL
de Tween 80 al 0,1% (v/v) vy se realizaron diluciones
decimales hasta 10°. Posteriormente estas diluciones
se sembraron en superficie en cajas de Petri con me-
dio Agar Papa Dextrosa Agar suplementado con Tritén
(0.1%) (Agar PDA + Triton) para la evaluacién de hon-
gos, en medio Agar Extracto de Levadura y Malta (YM)
para la cuantificaciéon de levaduras y en medio Agar
Nutritivo para el recuento de bacterias contaminantes.
Cada dilucién se sembré por triplicado. El resultado se
expresé como el recuento de Unidades Formadoras
de Colonia de Contaminantes por gramo de producto
(UFC/g).

Humedad: El porcentaje de humedad se determind
por medio de la técnica de pérdida de peso por se-
cado en una balanza de humedad OHAUS MB, reali-
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zando la determinacion por triplicado a tres muestras
diferentes de producto.

Evaluacién de la compatibilidad in vitro
de un bioplaguicida a base de L. lecanii
con agroquimicos

La compatibilidad in vitro de los conidios formulados
de L. lecanii con los agroquimicos seleccionados (tabla
1) se establecié mediante la evaluacion del efecto de
estas moléculas sobre la germinacién (%) y las Unida-
des Formadoras de Colonia (UFC). Para cada agroqui-
mico se utilizé la dosis recomendada, la mitad y un
cuarto de la misma (tabla 1).

Germinacion (%): Una muestra de un gramo del bio-
plaguicida a base de L. lecanii se adicion6 a 9 mL de
una solucién de Tween® 80 al 0,1% y a partir de esta
suspension se realizaron diluciones seriadas hasta 10,
De las diluciones 10% y 10* se sembraron 100uL en
cajas de Petri con medio Agar Sabouraud suplemen-
tado con el agroquimico a la concentracién determi-
nada. Estas cajas se incubaron a 25£2°C durante 24
horas, tiempo después del cual se cuantificé el nimero
de conidios germinados y no germinados mediante la
metodologia anteriormente descrita. Como tratamien-
to control se evalué la germinacién en medio Agar Sa-
bouraud sin la adicién de ningtn producto. El disefio
del estudio fue completamente al azar y se emplearon
tres unidades experimentales por tratamiento.

Unidades Formadoras de Colonia (UFC): Un gramo
del bioplaguicida a base de L. lecanii se adicion6 a 9
mL de una solucién de Tween® 80 al 0,1% vy a partir
de esta suspension se realizaron diluciones decimales
hasta 10%. Las dltimas tres diluciones (100 uL) se sem-
braron en cajas de Petri con medio Agar Papa Saca-
rosa suplementado con agroquimicos. Estas cajas se
incubaron durante ocho dias a 25°£2°C y transcurrido
dicho tiempo se realizé el conteo de Unidades For-
madores de Colonia (UFC/g). El diseno del estudio fue
completamente al azar y se emplearon tres unidades
experimentales por tratamiento. Como tratamiento
control se utilizé medio Agar Papa Sacarosa sin ningin
agroquimico. Los resultados de Unidades Formadoras
de Colonia (UFC/g) fueron transformados mediante el
célculo del logaritmo decimal para realizar los analisis
estadisticos.

Andlisis de resultados

La normalidad y homocedasticidad de los resultados se
determinaron mediante las pruebas de Shapiro Wilks
(95%) y Bartlett (95%) respectivamente. Una vez de-
mostrados estos principios, se procedio a un andlisis de
varianza ANOVA y a una prueba de comparaciéon de
medias de Tukey (95%) utilizando el programa Statistix
version 7.0 (Analitycal Software, Florida, USA). Para la
estimacion de la concentracién inhibitoria 10 (Clo) se
realizé un andlisis de regresion lineal correlacionando
las concentraciones evaluadas para cada agroquimico

Tabla 1. Fungicidas e insecticidas quimicos seleccionados para estudiar su compatibilidad con el bioplaguicida a base de L. lecanii.

Concentracién expresada en partes por millén (ppm).

Tipo de Producto Ingrediente Dosis completa | Media dosis | Un cuarto de

agroquimico | (nombre comercial) activo (ppm) (ppm) dosis (ppm)
Benomil® Benlate 500 250 125
Vitavax® Carboxin-Captan 4000 2000 1000

Fungicidas
Ridomil® Metalaxil-Mancozeb 8500 4250 2125
Manzate® Mancozeb 8000 4000 2000
Confidor® Imidacloprid 380 190 95
Oportune® Buprofezin 750 375 187,5

Insecticidas Actara® Tiametoxam 1875 937,5 468,8
Malathion® Malathion 5700 2850 1425
Match® Lufenuron 125 62,5 31,3
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versus la germinacién del hongo. Con la ecuacion de
la recta obtenida se estimo la concentracion inhibitoria
10 (Clyo) definida como la concentracion del agroqui-
mico que reduce en un 10% la germinacién del hon-
go. Como parametro de compatibilidad se establecio
que si la Clio es menor que la dosis recomendada del
agroquimico, dicho producto no es compatible con el
bioplaguicida a base de L. lecanii.

Resultados y discusién

Control de calidad del bioplaguicida
a base de L. lecanii

La concentracién promedio del bioplaguicida a base
de L. lecanii fue de 3,64 x 10° conidios/g (tabla 2),
valor adecuado para este tipo de bioinsumo, que nor-
malmente es reconstituido en agua para su aplicacion
a concentraciones finales de 10° a 107 conidios/mL,
sugiriendo que la dosis de aplicacion estaria alrede-
dor de 50 a 500 gramos de producto por hectarea
(Goettel et al., 2008). Ademas, esta concentracion se
encuentra dentro del rango descrito para la mayoria
de bioinsumos comerciales registrados a base de Leca-
nicillium sp., los cuales presentan una concentracién
promedio de 10° conidios/g (Goettel et al., 2008; Cop-
ping, 2009).

La viabilidad del principio activo del bioplaguicida
determinada por la técnica de germinacion fue del
93,50% a las 24 horas de incubacion (tabla 2), lo que
sugiere que mas del 90% de los conidios del hongo
son capaces de germinar rapidamente si se encuen-
tran en condiciones de humedad y temperatura ade-
cuadas. Esta capacidad garantiza que el producto
tendrd un rapido efecto sobre la poblacion del insecto

blanco. Cabe destacar que la germinacién obtenida
para el producto en este estudio, es superior al limite
recomendado por Jenkins y Grzywacz (2000), quienes
establecieron que para garantizar la calidad y eficacia
de bioplaguicidas fungicos durante el almacenamien-
to, se requiere una viabilidad minima del 85%. De
igual forma, la viabilidad evaluada mediante el recuen-
to de colonias fue de 2,26 x 10° UFC/g (tabla 2), valor
similar a la concentracion expresada en conidios/g de
producto. Teniendo en cuenta que los valores tanto
de viabilidad, como de concentracion del producto a
base de L. lecanii son del orden de 107 y los coeficien-
tes correspondientes son muy cercanos, es posible
sugerir que la mayoria de las células presentes en el
bioproducto son viables. Este resultado es de gran im-
portancia, ya que si se obtiene una alta concentracién
de células pero éstas no son viables, el producto no
serd eficaz frente a la plaga a controlar y la vida dtil del
producto sera menor (Elzein et al., 2004).

La concentracién de contaminantes de un bioplaguici-
da es de gran importancia, ya que estos pueden afec-
tar negativamente la vida dtil, la eficacia e incluso las
propiedades fisico-quimicas del producto (Jenkins and
Grzywacz, 2000). Ademas, puede representar un ries-
go para la salud humana y para el medio ambiente
(Ravensberg, 2011). Teniendo en cuenta lo anterior,
el contenido de contaminantes bacterianos del bio-
plaguicida fue del 5,78 x 10* UFC/g (tabla 2) y el de
contaminantes fungicos, incluyendo mohos y levadu-
ras fue inferior a 10* UFC/g de producto. Al compa-
rar los resultados con el contenido de contaminantes
permitidos para otros productos a base de hongos, los
cuales sugieren como limite de aceptaciéon un valor
maximo de 5,00 x10° UFC/g o UFC/mL de producto
(Jenkins and Grzywacz, 2000) se considera que el bio-

Tabla 2. Control de calidad microbiolégico del bioplaguicida a base de Lecanicillium lecanii

Control de calidad del bioplaguicida a base de L. lecanii
Parametro Unidades Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 Promedio Valor optimo

Concentracién Conidios/g 3,89 x 10° 3,08 x 10° 3,96 x 10° 3,64 x 10° > 1,00 x 10°
Germinacion % 92,30 93,20 95,00 93,50 > 80,00
Recuento de principio activo UFC/g 3,00 x 107 2,45 x 10° 1,33 x 10° 2,26 x 10° >1,00x 10°
Recuento de contaminantes

P UFC/g <1000 <1000 <1000 <1000 <5,00x 10°
fingicos
Recuento de contaminantes UFC/g 2,00 x 10° 1,33 x 10 1,40 x 10° 5,78 x 10* <500 x 10°
bacterianos
Humedad % 3,79 2,28 4,56 3,54 <10
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plaguicida a base de L. lecanii cumple con este para-
metro de calidad. La contaminacién de bioproductos
con microorganismos diferentes al principio activo,
puede deberse a la introduccion de estos durante las
operaciones unitarias del proceso de manufactura (Ra-
vensberg, 2011), por lo que se puede sugerir que el
proceso utilizado para la elaboracion del bioplaguicida
a base de L. lecanii, se realizé bajo condiciones ade-
cuadas de limpieza y sanitizacion de equipos y areas y
con materias primas de alta calidad.

El porcentaje de humedad del bioplaguicida a base de
L. lecanii fue 3,54 % (tabla 2), valor considerado adecua-
do para asegurar la estabilidad y la viabilidad del prin-
cipio activo, especialmente durante el almacenamiento
del producto (Quiroga et al, 2011), ya que como lo
reportaron Lawrie y colaboradores (2001), humedades
inferiores al 5% permiten que los microorganismos se
conserven viables y virulentos durante su vida de ana-
quel, debido a que disminuye el metabolismo de los
mismos. Dicha reduccion en la tasa metabdlica favore-
ce la estabilidad de los microorganismos debido a que
disminuye la acumulaciéon de metabolitos toxicos que
afectan su viabilidad (Abadias et al., 2003).

Todas las caracteristicas del bioplaguicida se encontra-
ron dentro de los limites de aceptacion establecidos

(tabla 2) para garantizar la calidad del producto. Por
tal razén, este lote de bioplaguicida fue utilizado para
proseguir con el estudio de compatibilidad con dife-
rentes agroquimicos.

Evaluacion de la compatibilidad in vitro del
bioplaguicida a base de L. lecanii con agroquimicos

Cuando se evalio la compatibilidad de los agroquimi-
cos con el bioplaguicida a base de L. lecanii, se evi-
denci6 en todas las dosis evaluadas una disminucién
o inhibicion de la viabilidad expresada como germina-
cion.

Con los fungicidas benomil (Benlate®) y carboxin-
captan (Vitavax®) se presentaron comportamientos
similares, ya que a medida que aumento la dosis de
estos compuestos, la germinacion de los conidios dis-
minuy6. Con el ingrediente activo benomil (Benlate®)
utilizando un cuarto, media y la dosis completa se
presentaron germinaciones del 20,95%, del 37,75% vy
del 54,57% respectivamente, valores que fueron signi-
ficativamente inferiores al observado en el tratamiento
control (F=275, gl=6, P<0,0001) (tabla 3), sugiriendo
un efecto negativo de este compuesto sobre la viabi-
lidad del hongo. Sin embargo, este efecto fue menos
dréstico que el observado por Garcia et al. (2007),

Tabla 3. Germinacién (%) y Unidades Formadoras de Colonia (Log UFC) de L. lecanii en diferentes concentraciones de fungicidas
quimicos. N.A. No aplica. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segtin la prueba de Tukey al 95%.

Producto (n'ombre Ingrediente activo Dosis Germinacion Unidades' Formadoras de
comercial) (%) Colonia (Log UFC)

N.A. Control N.A 89,8 a 9,68 a

1 21,0d 0,0b
Benomil® Benlate P 37,8 ¢ 0,0b

Va 54,6 b 0,0b

1 55e 0,0b
Vitavax® Carboxin Captan 12 6,1e 0,0b

Vs 10,1e 0,0b

1 0,0 f 0,0b
Manzate® Mancozeb P2 0,0f 0,0b

Va 0,0 f 0,0b

1 0,0 f 0,0b
Ridomil® Metalaxil-Mancozeb 1, 0,0 f 0,0 b

Vs 0,0 f 0,0b
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quienes evaluaron las mismas dosis de benomil sobre
los conidios sin formular de Trichoderma koningiopsis
cepa ThOO3 (anteriormente T. koningii) y encontraron
que después de 24 horas de incubacién, la germina-
cion fue inferior al 10% en las tres dosis evaluadas.
Con la mezcla de compuestos carboxin-captan (Vita-
vax®), la germinacion fue igual o inferior al 10% en las
tres dosis evaluadas (tabla 3), resultado que sugiere
que este agroquimico a cualquier dosis evaluada afec-
ta negativamente la viabilidad de L. lecanii. Para estos
dos compuestos la variable UFC presenté un compor-
tamiento diferente, ya que se observé una inhibicion
total del crecimiento del microorganismo (tabla 3). Lo
anterior posiblemente se debe a que la molécula be-
nomil, es un ingrediente activo perteneciente al gru-
po quimico de los benzimidazoles, el cual inhibe la
elongacion del tubo germinativo y el crecimiento del
micelio a bajas concentraciones, pero permite la ger-
minacién (De Li~an, 1997).

Los ingredientes activos mancozeb (Manzate®) y la
mezcla de metalaxil-mancozeb (Ridomil®) inhibieron
totalmente la germinacién y la formacion de colonias
de L. lecanii (tabla 3), resultado que sugiere que el hon-
go no es compatible con estos fungicidas a ninguna
de las dosis evaluadas. Lo anterior posiblemente se
debe a que estos ingredientes activos pertenecen a los
grupos quimicos de las fenilamidas (metalaxil) y a los
ditiocarbamatos (mancozeb), moléculas que afectan
principalmente el crecimiento de hongos y la germina-
cion de las esporas. Dicha incompatibilidad de los fun-
gicidas mancozeb y metalaxil con el agente de control
biolégico evaluado L. lecanii VI026 ha sido descrita
por varios autores para diferentes agentes biocontro-
ladores (Todorova et al., 1999; Kouassi et al., 2003).

Los cuatro fungicidas evaluados redujeron la germina-
cion de los conidios e inhibieron completamente el
desarrollo de las hifas de L. lecanii, observandose un
mayor efecto sobre el crecimiento micelial que sobre
la germinacion de los conidios. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Moorhouse et al. (1992)
y Bruck (2009), quienes evidenciaron un mayor efecto
sobre el crecimiento micelial que sobre la germinacion
de los conidios de Metarhizium anisopliae.

Con respecto a los insecticidas quimicos, cuando se
evalto la compatibilidad del compuesto imidacloprid
(Confidor®) con los conidios de L. lecanii, se presen-
taron germinaciones superiores al 80% a las tres dosis
evaluadas, valores que no fueron significativamente
diferentes con respecto a los obtenidos con el trata-
miento control (F=3,09, gl=3, P=0.0897). Un compor-
tamiento similar se obtuvo con la variable UFC, por
lo que se podria sugerir que los conidios de L .lecanii

V1026 son compatibles con la molécula imidacloprid y
que este compuesto no afecta negativamente el cre-
cimiento del microorganismo. Cabe resaltar que para
otros hongos entomopatégenos se ha demostrado
que la combinacion de estos con bajas concentracio-
nes de imidacloprid, puede inclusive aumentar su ac-
cion y por lo tanto su eficacia (Santos et al., 2007; Brito
etal., 2008). El imidacloprid es un insecticida sistémico
del grupo de los neonicotinoides que actda de forma
oral o por contacto y su accién es sobre el receptor
acetilcolina nicotinico del sistema nervioso central de
los insectos (De Linan, 1997). Este modo de accién
posiblemente favorece un efecto sinérgico entre con-
centraciones bajas de imidacloprid (100 ppm) y hon-
gos entomopatoégenos, como lo reportaron Quintela
y McCoy (1998) con los hongos Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae para el control de Diaprepes
abbreviatus (Coleoptera: Curculionidae). En dicho tra-
bajo, las mezclas causaron mortalidades entre el 90%
y el 100%, resultado significativamente superior a los
obtenidos con los tratamientos individuales, los cuales
causaron mortalidades del 40% y 55%.

Con los ingredientes activos buprofezin (Oportune®)
y thiamethoxam (Actara®) a la mitad de la dosis y un
cuarto de ésta, se presentaron germinaciones superio-
res al 70%, las cuales no fueron significativamente in-
feriores con respecto a la germinacion presentada por
el control (89,89%). Sin embargo, cuando se evalud la
dosis completa de thiamethoxam, se presenté una re-
duccién significativa de la germinacién que fue inferior
al 10% (tabla 4). Con el compuesto buprofezin (Opor-
tune®) se evidencié que la dosis completa recomen-
dada inhibe la germinacion de L. lecanii, sin embargo
cuando se evalio la compatibilidad por medio de las
UFC no se encontraron diferencias significativas con
respecto al tratamiento control (tabla 4). Este resultado
sugiere que dicho insecticida puede actuar como un
agente fungistatico sobre el microorganismo, compor-
tamiento similar al encontrado por Cuthbertson et al.
(2005) al evaluar la dosis recomendada de buprofezin
sobre la germinacion y el crecimiento micelial de L.
muscarium; razon por la cual, los autores sugirieron
que este ingrediente activo es compatible y puede
ser incluido en un programa de manejo integrado de
la mosca blanca B. tabaci. El tiamethoxam (Actara®)
ha sido ampliamente descrito como compatible con
diferentes microorganismos entomopatégenos, sin
embargo esta compatibilidad depende de la dosis de
aplicacion y de la sensibilidad del microorganismo (Ba-
tista et al., 2001). Por ejemplo, De Oliveira et al. (2003)
encontraron que la mitad de la dosis de tiamethoxam
no causa un efecto inhibitorio sobre el crecimiento ra-
dial de B. bassiana. Resultado similar se obtuvo en el
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Tabla 4. Germinacién (%) y Unidades Formadoras de Colonia (Log UFC) de L. lecanii en diferentes concentraciones de insecticidas
quimicos. N.A. No aplica. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segtin la prueba de Tukey al 95%.

Producto Ingrediente Dosis Germinacién Unidades Formadoras de
(nombre comercial) activo Colonia (Log UFC)
N. A Control N.A 89,8 ab 9,68

1 81,7 abcd 9,14
Confidor® Imidacloprid P 88,4 ab 9,19
Y 89,1 ab 9,19
1 76,5 bcd 9,67
Oportune® Buprofezin 1 84,7 abc 9,68
Va 90,3 a 9,67
1 50 e 9,18
Malathion® Malathion a 71,1 cd 9,40
Va 80,2 abcd 9,62
1 50 e 9,18
Actara® Tiamethoxam ] 70,8 d 9,52
Va 81,2 abed 9,70
1 71,9 cd 9,61
Match® Lufenuron 2 80,0 abcd 9,60
Va 86,3 ab 9,61

presente estudio, ya que cuando se evalué la mitad de
la dosis, el recuento de UFC no fue significativamente
diferente del obtenido con el control (tabla 4).

Con el insecticida malathion a la mitad y la dosis com-
pleta se obtuvieron germinaciones significativamente
inferiores a la del tratamiento control (F=106, gl=15,
P<0,0001), comportamiento diferente al presenta-
do con la variable UFC en donde no se presentaron
diferencias significativas (tabla 4), lo que sugiere un
efecto fungistatico por parte de esta molécula. Dicho
efecto de los compuestos organofosforados también
fue sugerido por Estrada, (2006), quien mencioné que
pueden interferir en la formacién de la pared celular
de los hongos entomopatégenos ya que inhiben la
enzima que interviene en la polimerizacion de la quiti-
na. Finalmente, con el insecticida lufenuron (Match®)
cuando se evalué un cuarto de la dosis recomenda-
da, se presentd una reduccion significativa en la ger-
minacion con respecto al tratamiento control (F=106,

gl=15, P<0,0001), comportamiento diferente al obser-
vado con las UFC, ya que para ninguna de las dosis
utilizadas se obtuvieron resultados significativamente
diferentes del obtenido cuando no se utilizé ningdn
agroquimico (tabla 4).

Teniendo en cuenta que el producto recién manufac-
turado presenté una germinacion del 93,50% (tabla
4) y que estandares internacionales establecen como
limite de viabilidad una germinacién del 80%, en el
presente trabajo se estimé la concentracién inhibitoria
10 (Clo), con la cual se garantiza que la germinacion
del bioplaguicida sea mayor al 80% y éste mantenga
una adecuada eficacia en campo. Para estimar dicha
concentracion inhibitoria, se realizé un andlisis de re-
gresion correlacionando las concentraciones evalua-
das de cada insecticida y la germinacién del hongo
(tabla 5), generdandose un modelo matematico con
cuya ecuacion se estimé la concentracion inhibitoria
10 (Clio). Como parametro de compatibilidad se esta-
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Tabla 5. Ecuacién del modelo de regresién y estimacién de la concentracién inhibitoria 10 (Clio) de los insecticidas quimicos sobre

el Bioplaguicida a base de L. lecanii.

Producto Inerediente Coeficiente de Concentracion Dosis
(nombre = . Ecuacion determinacion Inhibitoria recomendada | Compatible
. activo

comercial) R? (Clo) (ppm) (ppm)
Confidor® Imidacloprid y=-0,027x+92,5 0,9439 462,96 380 Si
Oportune® Buprofezin y=-0,024x+94,4 0,9928 599,58 750 No
Malathion® | Malathion y=-0,018x+113,2 0,9511 1884,4 5700 No
Actara® Tiamethoxam | y=-0,056x+114,0 0,9576 607,14 1875 No
Match® Lufenuron y=-0,149x+90,3 0,9856 69,19 125 No

blecié que si la Clio es menor que la dosis recomenda-
da por el fabricante para la aplicacién del agroquimico,
dicho producto no es compatible con el bioplaguicida
a base de L. lecanii. Caso contrario, si la Clio €s mayor
que la dosis recomendada, se sugiere que dicho pro-
ducto es compatible con el bioplaguicida a base de L.
lecanii. La concentracion inhibitoria 10 (Clyo) s6lo se
determiné para los insecticidas quimicos, ya que en
el caso de los fungicidas, todas las dosis evaluadas in-
hibieron completamente la germinacién, concluyendo
que estos productos son incompatibles con el hongo.

El dnico insecticida compatible con el bioplaguicida
a base de L. lecanii fue el producto Confidor® (imi-
dacloprid), el cual presenté una Clio de 462,96 ppm,
valor superior a la concentracion de aplicacion reco-
mendada para dicho producto que es de 380 ppm (ta-
bla 5). Lo anterior sugiere que este producto quimico
puede ser utilizado en conjunto con el bioplaguicida
a base de L. lecanii, ya que la dosis maxima que se
recomienda para su aplicacion en campo no afecta
drasticamente la viabilidad del hongo. Resultado simi-
lar obtuvieron Alizadeh et al. (2007), quienes determi-
naron que el compuesto imidacloprid es compatible
con el hongo entomopatégeno B. bassiana, por no
afectar ni la germinacion, ni el crecimiento micelial del
mismo en condiciones de laboratorio. Con respecto
a los insecticidas Oportune®, Malathion®, Actara® y
Match® las concentraciones inhibitorias (Clio) fueron
inferiores a la dosis recomendada para cada produc-
to (tabla 5), resultado que sugiere que la aplicacion
conjunta de estos agroquimicos a su dosis recomen-
dada con el bioplaguicida a base de L. lecanii, podria
afectar negativamente la viabilidad de los conidios y
por lo tanto la eficacia del hongo. Sin embargo, para
los productos Oportune® y Match®, seria posible su
utilizacion en conjunto con el bioplaguicida utilizando

la mitad de la dosis recomendada, la cual fue inferior
a la Clo. En el caso de los insecticidas Malathion® y
Actara®, productos con mayor toxicidad sobre L. leca-
nii, sélo fueron compatibles con éste al utilizarse a un
cuarto de la dosis recomendada.

Una alternativa para neutralizar el efecto negativo que
tienen los agroquimicos sobre el principio activo del
bioplaguicida, puede ser la implementacion de fre-
cuencias de aplicacion distanciadas en el tiempo. Lo
anterior con el fin de disminuir el tiempo de contac-
to entre el agroquimico y el hongo entomopatégeno.
Ademas, los resultados de compatibilidad in vitro de
agroquimicos con el bioplaguicida son la base para la
seleccion de moléculas que pueden aplicarse de ma-
nera simultinea con este agente de control biol6gico
o de forma alternada en programas de manejo integra-
do de plagas MIP. Sin embargo, es necesario validar
dicha compatibilidad en condiciones reales de campo,
ya que en algunas ocasiones se han evidenciado dife-
rencias entre lo determinado en laboratorio en caja
de Petri y lo que pasa en ensayos in vivo (Ambethgar,
2009).

Tal es el caso de Cuthbertson et al. (2005), quienes
evaluaron la compatibilidad de L. muscarium con imi-
dacloprid, buprofezin y teflubenzuron, encontrando
que la germinacion fue altamente afectada por estos
compuestos en pruebas de laboratorio, pero cuando
evaluaron la compatibilidad in vivo en un cultivo de
tomate no se afecto la eficacia del hongo biocontrola-
dor Cuthbertson et al. (2005). Teniendo en cuenta los
resultados del presente trabajo, se recomienda evaluar
el efecto in vivo de los productos quimicos habitual-
mente utilizados por los agricultores sobre L. lecanii,
con el propésito de desarrollar y establecer estrategias
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de manejo integrado de la mosca blanca Bemisia ta-
baci.
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