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Aislamientos de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae virulentos para el control del

picudo del algodonero, Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae)

Resumen

El picudo del algodonero, Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae), es
considerado una de las plagas mds importantes de algodén en América, presente en Argentina
desde 1993. El objetivo general del trabajo fue seleccionar aislamientos nativos de los hongos
entomopatogenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae (Ascomycota: Hypocreales)
virulentos para el picudo del algodonero. Para ello se obtuvieron aislamientos nativos
provenientes de muestras de suelo e insectos, asi como cepas pertenecientes a la micoteca del
Laboratorio de Hongos Entomopatdgenos (IMYZA, INTA). Se evalué la patogenicidad vy
virulencia de 28 aislamientos de M. anisopliae y 66 aislamientos de B. bassiana sobre adultos
de picudo y se estudiaron los efectos subletales sobre la alimentacidn y oviposicién producidos
por estos hongos. Por otro lado, fueron evaluadas distintas caracteristicas de los aislamientos
seleccionados, como la compatibilidad con los insecticidas quimicos utilizados en campo, el
efecto conjunto de los insecticidas quimicos y los aislamientos sobre la plaga, y la tolerancia a
altas temperaturas de los aislamientos. Finalmente, se evaluaron parametros de produccién
masiva de conidios de los aislamientos seleccionados y se realizaron evaluaciones en campo de
las formulaciones experimentales. Los aislamientos de M. anisopliae (Ma 50 y Ma 20)
resultaron los mas virulentos donde la concentracién letal media fue 1,13 x 10’ y 1,20 x 10’
conidios/ml, respectivamente. Ademas, se encontré una disminucion en la alimentacion de las
hembras infectadas con los aislamientos Ma20 y Bb23, y una disminucién de la oviposicidn con
Ma 20. Por otro lado, los aislamientos de M. anisopliae evaluados fueron compatibles con los
insecticidas piretroides y mas tolerantes a temperaturas altas. Los resultados obtenidos indican
la posibilidad de utilizar M. anisopliae como agente de control microbiano incluyéndolo en un

programa de Manejo Integrado del Picudo del Algodonero.



Palabras claves: hongos entomopatégenos, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,

Anthonomus grandis, virulencia, algoddn, control microbiano de plagas.



Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae isolates virulent for the control of the boll

weevil, Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae)

Abstract

The boll weevil, Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), is the main pest of cotton in
the Americas, present in Argentina since 1993. The aim of this work was to select native isolates
of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae (Ascomycota:
Hypocreales), both virulent against A. grandis. The native isolates were obtained from soil and
insects, and from the Laboratory of Entomopathogenic Fungi collection (IMYZA, INTA).
Screening was performed to evaluate the pathogenicity of 28 isolates of M. anisopliae and 66
isolates of B. bassiana against boll weevil adults. To select the isolates, LCso values of the most
virulent isolates were calculated, and the effects of these isolates on the feeding and
reproductive behavior of the adults were evaluated. In addition, different characteristics of the
selected isolates were evaluated, which included compatibility between the isolates and
insecticides, the combined effect of insecticides and isolates on boll weevil adults, and high
temperatures tolerance of the isolates. Finally, massive production parameters were calculated
for the selected isolates, and formulations were applied in cotton crops. Isolates Ma 50 and Ma
20 (M. anisopliae) were the most virulent against A. grandis and their LCso values were 1.13 x
10’ and 1.20 x 10’ conidia/ml, respectively. Also, we found a decrease on the feeding behavior
caused by infected females treated with Ma 20 and Bb 23 isolates, and the decrease of the eggs
laying of females treated with Ma 20 isolate. In addition, these isolates were compatible with
pyrethroid insecticides, and showed tolerance to higher temperatures. In summary, these
results indicate the possibility of the use of M. anisopliae as a microbiological control agent

against boll weevils, included in an Integrated Pest Management program.



Key words: entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Anthonomus

grandis, virulence, cotton, pest microbial control.



Agradecimientos

- A mi director de tesis, Dr. Roberto Lecuona, por ayudarme en este largo proceso de
aprendizaje y formacién profesional.

- A mis compafieros de laboratorio con quienes compartimos el dia a dia durante estos
anos, y a todos aquellos que prestaron una ayuda en las distintas etapas de esta tesis.

- A Ing. Agr. Maria Ana Sosa de EEA Reconquista, por llevar a cabo los ensayos de campo,
envio de material y recibirnos amablemente en su lugar de trabajo.

- A Ing. Agr. Rubén La Rossa por facilitarme el programa TABLAVI y su ayuda en el andlisis
de datos.

- A Lorena La Fuente por ayudarme con la busqueda de bibliografia e impresion. Por su
buena predisposicién siempre.

- A Juan amigo y compafiero de vida por acompafiarme dia a dia en los buenos momentos
y también alentarme en los momentos mas dificiles. Por los momentos mas lindos a su lado y
por la magia de la vida.

- A Lucio por hacerme la persona mas feliz, por alegrarme todas las mafianas con su
sonrisa picarona.

- A mis papas Nora y Mario, por apoyarme, escucharme y alentarme dia a dia. Por
hacerme la persona que soy hoy. jGracias!

- A mis hermanas Daniela, Carola y Noelia que a pesar de la distancia siempre estan
presentes y por darme tantos sobrinos hermosos.

- A mis amigas del alma por siempre tener el mejor consejo en el momento apropiado.

- Al INTA por permitir realizar mi formacion, darme el espacio y recursos necesarios para
llevar a cabo este trabajo.

- A la Agencia Nacional de Promocidn Cientifica y Tecnoldgica (Foncyt) por los subsidios
PICT 683/2006 que facilitaron el financiamiento para llevar a cabo esta tesis.

- A ANPCyT — FONCYT vy al CONICET por haberme otorgado las Becas de posgrado para

poder llevar adelante esta Tesis.

iGracias!



alaluz de mivida



indice

RESUMBIN ...ttt et s s st e e e s s e e e sasbe et e e e s e seanrreneeeesssannns 2
ADBSTIACT...... ..o ettt et e e et e e hbe et e eabe e e bt e e sabe e e nneeeneeenans 4
FAY o o To [Tl 4 1T=T ] o X3S PR 6
Capitulo 1: IntroducCion GENEIAl......cccuuiii i e e e e e e e e e e enns 11
000 1= Yo [ o PSP 12
1.1.1. Ciclo bioldgico del algOdON ........ccccuviiieieiiee e e 13
1.1.2. Artrépodos perjudiciales al cultivo de algodon...........ccoecivieeeciiee e, 14

37200 e TolWTe [ o [ AN P o [oT 1= o XU SR 16
1.2.1. Origen, dispersion y distribucion actual..........ccooeviiiiiciiiieeeee e e 16
1.2.2. Caracteristicas e impacto econdmico de A. grandis ...........ccccceveeeeecveeeeccieeeeeineeeenns 18
1.2.3. Control del picudo del alg0dONEro......ccceeeeiiieee e e 19

RS T & ToTaY={o 1 =T a ] o]0 gTe] o - o ={<T s Lo Ly N USRS 25
1.3.1. Proceso patogénico de los hongos entomopatdgenos .........cccccuveeeeevveeeeciiieeececineeeenns 25
1.3.2. Reacciones de defensas de los invertebrados............cccceeiiiiiiiiiiniiiiiiiee 30
1.3.3. Beauveria bassiana (Balsamo - Crivelli) Vuillemin 1912 .........covvvveveeiiiiiiiiireeeeeeeninns 31
1.3.4. Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin ..........cccoceveeeiiiiieciiiiee e, 33

1.4, ObjetivVos € NiPOTESIS .....eeiiiiiee et et e e e e e e e rrr e e e e e e s nnraeeeeeeeeeaneeas 35
Capitulo 2: Materiales y Métodos SENEIAlES......uuuiiii e i e e e e rrare e e e 37
2.1. Mantenimiento de hongos entomMopPatOgENOS.........uvvieeiieicciiiiieeee e e 38
2.2. Preparacion de suspensiones de conidios, titulacidn y evaluacién de la viabilidad.......... 38
2.3. Poblacidn de insectos experimentales. Cria masiva del picudo del algodonero............... 40
2.4. Bioensayos con adultos de A. grandis.............uccuuueeeeeieeccciiiieee et e 42
Capitulo 3: Parametros biolégicos y poblacionales de A. grandis en cria artificial....................... 43
70 B 14 o o (U ToTol T o IOV PR PRI 44
3.2. Materiales ¥ IMETOUOS ..ccoouvrrreeeiee ettt e eee e e e et e e e e e e esabbaeeaeeessennnrareeeeens o 46
3.3. RESUITATOS ..ttt et e e nes 47
S Yol U [ o o R PP PRPRUPR 51

Capitulo 4: Seleccion de hongos entomopatdgenos virulentos para el picudo del algodonero.. 53

0 T 1Y o Yo [Tl ol o Yo NPT 54



4.1.1. Hongos entomopatdgenos en el control del picudo del algodonero ..........ccccecuveeenne 54

4.1.2. Aislamiento de cepas nativas de hongos entomopatdgenos. .......ccecveeeevvveeeerciveeennns 55
4.1.3. Efectos subletales de los hongos entomopatdgenos........ccevvcvveevirciieeeiniieee e 56
4.2. Materiales Y MELOTOS .......ceiviiiieiiiiie et e et e e s e e st e e s stae e e e sbreeeennaaees oo 58
4.2.1. Aislamiento de cepas nativas de B. bassiana y M. anisoplige .............cccccoccueevicuvnennns 58
4.2.2. Patogenicidad sobre adultos de A. grandis............ccceceeveeeiieieiiienieeeeees e 59
4.2.3. Virulencia sobre adultos de A. grandis..........c.cceuucueiiieiieiiesiieeieiiiee e s ssieee e 60
4.2.4. EfeCtos SUDIETAIES ......eiiiieee et s 61
4.3, RESUITATOS ...ttt ettt et e sttt sat e st e e st e e bt e e sabe e eeenneesaneeenans 64
4.3.1. Aislamiento de cepas nativas de B. bassiana y M. anisoplige .............ccccoccueeeccuvnennnns 64
4.3.2. Patogenicidad de [0S @iSIamientos .......ccuviiiieee i 65
4.3.3. Concentracion letal media de los aislamientos sobre el picudo del algodonero ....... 70
4.3.4. Efecto de la infeccion fungica sobre el comportamiento de alimentacién ................ 71
4.3.5. Efecto de los hongos entomopatdgenos sobre la oviposicion.........cccceeeecieeeecciieeeens 73
A4, DISCUSION ..eitienteeitte et et et te sttt et e st e et e e bt e s ae e et e e bt e saeeeab e e bt e saeesaseebeesaee eenbeenneesnsesnneenne 75
4.4.1. Patogenicidad y virulencia de los aislamientos sobre A. grandis..............cccccuvveennnne. 75
4.4.2. Efecto de los hongos entomopatdgenos sobre la alimentacion..........ccoccvvvveeeennee. 77
4.4.3. Efecto de los hongos entomopatdgenos sobre la oviposicion........cccceeeeccvieeeeeeeienees 78
Capitulo 5: Caracteristicas de los aislamientos seleccionados.........cccveeeeeeiecciiiieec e 80
5.0, INEFOTUCCION .. et e e e e e s e e sanee s 81
5.1.1. Compatibilidad con insecticidas qUIMICOS........cccccriieriei e e 82
5.1.2. Efecto de |a tEmMPEratura.... ..ot st e e e e e e e e 83
5.2. Materiales ¥ MELOAOS .......eeiiiiieie e e e e e e et a e e e 85

5.2.1. Compatibilidad entre las cepas preseleccionadas y los agroquimicos cominmente

utilizados en cultivos de @lZOAON ........cooeiiiiieeiee e e 85
5.2.2. Interaccion toxicoldgica hongo-insecticida sobre adultos de A. grandis.................... 89
5.2.3. Efecto de la temperatura sobre 10s aislamientos.......ccccccoveevrveeiee e 90
5.3, RESUITATOS ...t ettt e ne e e n e e 94

5.3.1. Compatibilidad de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae con insecticidas 94

5.3.2. Bioensayos hongo — iNSECHICida.......ccccuurieiiiiiiiiiiiiieic et 99



5.3.3. Efecto de [a tempPeratura. ...t 104
IR S T Yo U ] o [PPSR 111

5.4.1. Efecto de los insecticidas quimicos sobre los aislamientos de B. bassiana y M.
anisopliae virulentos para el picudo del algodonero .........cccceeeviveecciiieeei e, 111

5.4.2. Efecto de la temperatura sobre los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae..... 115

Capitulo 6: Produccion masiva, formulacidn y ensayos €n campo ........ccceeeevveeeeeiieeeecsiineeeenns 119
6.1, INEFOTUCCION ... ettt st et b e st e st et esae e e s bt e nneenaneeas 120
6.2. Materiales Y MELOUOS ...eeiiiiieeeceee et e e e e e et e e e e sra e e e eenaaeeeennsaeeeanns 124

6.2.1. Descripcion del proceso de producCCion ..........coccveeeeeiiieeeeiiiee e e e eearee e 124
6.2.2. Produccién. Ensayos preliminares y puesta a pUNto.......ccccecueeeeecieeececiveeeeccieee e 129

6.2.3. Dindmica de produccion de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae
SEIECCIONAUOS. .. .eieieiitee ettt e e st e e e sttt e e e s bt e e e seabb e e e ssabbeeessabbeee eeessnnreeenanne 129

6.2.4. Desarrollo de formulaciones experimentales del micoinsecticida y evaluacion en

[ [ ol=] R =10 Y o J O SPRSPROPRP 131
6.2.5. Ensayos preliminares en condiciones de sSemicampo ........cccccvvveeeeeeeccciiieeeeeee e, 132

6.3, RESUITATOS ... et e ne e 134
6.3.1. Ensayos preliminares de produccién del aislamiento Ma 20..........cc.ccovvevvveeeeeeeiennns 134
6.3.2. Dindmica de produccién de los aislamientos seleccionados contra el picudo ......... 136
6.3.3. Bioensayos con los aislamientos producidos ........cccovveeeeeeeieciinieeeee e 141
6.3.4. Formulaciones eXperimentales .......coocccvveirieeieieiieeeeee e e e e e e e e e 142
6.3.5. Evaluacidn de las formulaciones en el cCampo.......cccvveeeeeieiiciiiieieee e, 143

B.4. DISCUSION ..ttt ettt et e e e s e r e e s me e sn e e s smnessneenneenneeeas 145
6.4. 1. PrOTUCCION ....eeeeiieetee et ettt sttt sn e s e ne e s smeenaneeas 145
6.4.2. FOrMUIACION ..t et s e e e eaneens 148
6.4.3. EVAlUGCION @ CAMPO ceeiiiiiiiiiiiiieeeeeeecctttreeee e e ettt e e e e rereeeeesesaabreeeeeeeeennsbaneeesessenansrens 149
CONCIUSIONES GENEIAIES....vveeiiieiietreeeee ettt et s e e e e e e e s etbeeeeeeeeseastsereeeeeesassssres nannreees 151
211 oY[ToT=4 &= Y i - PR URRRRUP RPN 155
Y 1= (0P 173

-10-



Capitulo 1

Introducciéon General



Capitulo 1 — Introduccién general

1.1. Algoddn

El algoddn es un cultivo de areas tropicales y subtropicales, constituyendo el producto
agricola no alimentario de mayor intercambio comercial en el ambito mundial. En la Republica
Argentina, el algoddn es un cultivo regional. La mayor area esta ubicada en la regién noreste
(NEA) de nuestro pais, siendo Chaco la mayor provincia productora, seguida por Santiago del
Estero, Santa Fe, Formosa y, en menores superficies de siembra, Corrientes, Salta, San Luis,
Catamarca, Cordoba y Entre Rios. La superficie en la campafia 2012/13 fue de 404.720 ha,
correspondiendo a Chaco el 36/, Santa Fe 29/, Santiago del Estero 27/ y Formosa 6/ y el
resto a las otras provincias (ICAC 2010; SAGPyA, 2013).

El algoddn tiene una importancia relevante, tanto en los aspectos econdmicos como
sociales. Los productores que lo cultivan en Argentina son, en su mayoria, pequefos y
medianos, con una fuerte participacion de la agricultura familiar. Este cultivo involucra el
proceso productivo tanto como la manufactura del algodén en la industria textil. En el sector de
la produccién primaria el producto principal del sector es la fibra y, secundariamente, la semilla.
La fibra de algoddén tiene como destino el consumo interno (hilanderias de algoddn) y la
exportacion (paises de Asia, Europa y América, especialmente Brasil) a través de distintos
agentes de comercializacién. La semilla de algoddn se canaliza hacia tres usos principales:
aceiteria, forraje para ganado vacuno y semilla para la siembra. El sector de la industria textil
comprende los procesos basicos de hilanderia y tejeduria, en algunos casos integrados con los
de tintoreria y confeccidn. Se registran mas de 466 mil puestos de trabajo directos en esta

actividad (Elena et al., 2000; ICAC, 2010).

A nivel mundial, el algoddn es uno de los mas importantes y ampliamente producidos
cultivos agricolas, sembrandose en mas de 80 paises (aproximadamente el 2/ del suelo
cultivable del mundo), haciendo de éste uno de los mas significativos en el uso del suelo luego
de los granos (ICAC, 2011). Mdas de 100 millones de familias se dedican directamente a la

produccion de algodon, y si se considera mano de obra, transporte, embalaje desmontado,
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Capitulo 1 — Introduccién general

almacenamiento y otras actividades relacionadas, se alcanza entre 250 y 300 millones de
personas trabajando en el mismo. El algoddn también ofrece empleo a millones de personas en
las industrias conexas como los insumos agricolas, maquinaria y equipos, trituracidon de semilla
y fabricaciéon de textiles. El cultivo de algoddn contribuye a la seguridad alimentaria en las zonas

rurales de los paises en desarrollo de Africa, Asia y América Latina (ICAC, 2011).

1.1.1. Ciclo biolégico del algodén

La planta de algodén que se cultiva en América del Sur pertenece a la especie Gossypium
hirsutum L. (1763) (familia Malvaceae). Es un arbusto anual, de hasta 1,5 - 2,0 m de alto, tallos
generalmente ramificados, con ramas vegetativas y reproductivas. El periodo vegetativo o ciclo
del algodonero dura aproximadamente 180 dias (en el cultivo convencional) y pasa por tres

etapas bien diferenciadas (Figura 1.1):

1. Etapa de siembra hasta el inicio del pimpollado (0 - 40 dias desde la emergencia (DDE)). Se
presentan los procesos de germinacién, de tres a cuatro dias y el crecimiento inicial o fase
de plantula de 12 a 20 dias.

2. Etapa desde inicio de pimpollado hasta el fin de la floracion efectiva (30 - 100 DDE). Incluye
los procesos secuenciales de prefloracién y floracion. Esta es una etapa critica para el
cultivo ya que humedad, ventilacién y calor juegan su papel habitual, en conjunto con la
fertilidad del suelo, sobre la fructificacion (de 40 a 50 dias entre la fecundacién y la
apertura de la capsula).

3. Etapa desde fin de floracion efectiva a final del ciclo (100 - 150 DDE). Después de la
maduracién del fruto se produce la dehiscencia, abriéndose la cdpsula con aparicién del
algoddn en forma de copos retenidos dentro de los carpelos. La floracion del algodonero es

escalonada, por lo que la recoleccién es también escalonada.

-13-



Capitulo 1 — Introduccién general

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Siembra-inicio del pimpollado Pimpollado -fin de la floracién efectiva Fin de floracién efectiva -final del ciclo
(0—40 DDE) (40 - 100 DDE) (100 - 150 DDE)
Apertura cépsulas
1°flor 1°capsula

1° pimpollo - N
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Figura 1.1. Etapas del cultivo de algoddn

1.1.2. Artrépodos perjudiciales al cultivo de algodén

El agroecosistema algodonero presenta problemas para el control de artrépodos plagas
(insectos y dcaros), debido a un abanico de situaciones: inadecuada aplicaciéon de productos
guimicos con incremento en los costos del cultivo, surgimiento de resistencia en las plagas
principales, sistema de produccion variable segun diferentes regiones geograficas, entre otras.
A estos inconvenientes, se le debe sumar la presencia del picudo del algodonero, Anthonomus
grandis Boheman (1843) (Coleoptera: Curculionidae), considerado una de las plagas mas

importantes del algodén en América.

Existe una gran variedad de artrépodos asociados al cultivo de algoddn, los cuales
producen dafios en los mismos, ya sea por defoliacién y consecuente disminucién de la
actividad fotosintética, como por pérdida directa de los pimpollos de algoddn (Tabla 1.1).
Ademas, estas plagas se las puede encontrar en distintas etapas del cultivo de algoddn (Figura

1.2).
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Capitulo 1 — Introduccién general

Tabla 1.1. Insectos y dcaros perjudiciales para el cultivo del algodén en la Argentina y el dafio

gue producen.

Artréopodo Especie Nombre comun Daio
Insecta
Lepidoptera Alabama argillacea Oruga de la hoja Hojas
Heliothis virescens Oruga capullera Pimpollos
Helicoverpa gelotopoeon Oruga capullera Pimpollos
Spodoptera frugiperda Oruga militar Hojas y estructuras
reproductivas
Pectinophora gossypiella Lagarta rosada Pimpollos
Thysanoptera  Frankliniella pauscispinosa  Thrips Hojas y brotes
Caliothrips brasiliensis Thrips Hojas y brotes
Homoptera Aphis gossypii Pulgén del algoddn Hojas y brotes
Bemisia tabaci Mosca blanca Hojas y brotes
Heteroptera Horcias nobilellus Chinche Horcias Estructuras reproductivas
Dysdercus rufficolis Chinche tintérea Semillas
Nezara viridula Chinche verde Estructuras reproductivas
Gargaphia torresi Mosquilla Hojas
Coleoptera Anthonomus grandis B. Picudo del algodonero  Estructuras reproductivas
Acari Tetranychus telarius Koch Arafiuela roja Hojas
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Capitulo 1 — Introduccién general

Lagarta Rosada
Capulleras I

Chinches
Orugas Complejo Spodoptera

Picudo

Mosca Blanca
Oruga de la Hoja

Pulgones

Trips

S

100-150 DDE

0-40 DDE | 4

Figura 1.2. Plagas principales que afectan al algoddn convencional segun el periodo de

incidencia (DDE: dias desde la emergencia) (Tomado de EEA Sdenz Pefia, INTA)

1.2. Picudo del Algodonero

1.2.1. Origen, dispersion y distribucién actual

El picudo del algodonero es considerado una de las mas importantes plagas que afectan
los cultivos de algodén en América (Kim et al., 2008). El picudo fue encontrado por primera vez
en 1880 en México. Segun la hipdtesis de Burke et al. (1986), el picudo se habria originado en
México y la presencia del mismo en EEUU se explicaria por una dispersiéon natural hacia el
norte. Si bien este insecto ataca principalmente cultivos de algoddn, se sabe que puede utilizar
otras especies, preferentemente Malvaceas de los géneros Gossypium, Cienfuegosia, Hampea,
Hibiscus y Thespesia, como hospederos alternativos y para su alimentacién, obteniendo energia

necesaria para su supervivencia en ausencia de algodén (Cuadrado, 2002). Estas plantas
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alternativas estarian asociadas a la dispersidon y habrian precedido al inicio del cultivo del
algoddn por el hombre. La dispersion habria sido acompanada por la diferenciacién de algunos
de sus huéspedes nativos de los géneros Gossypium y Cienfuegosia, favoreciendo, por seleccién
natural, la adaptacion de las poblaciones de picudo a nuevas condiciones ambientales, con
poblaciones capaces de colonizar el cultivo extensivo del algodén en el cinturdn del sudeste de
EEUU (ambientes mas aridos y secos que los de su drea de distribucion original) (Lanteri et al.,
2003). Una vez en EEUU, A. grandis se dispersé rapidamente por todo el cordén algodonero
entre 1889 y 1916. La dispersidon hacia América del Sur es posterior y asociada al cultivo de
algodon (Lanteri et al., 1997). La presencia de A. grandis en distintos paises de América del Sur
ha sido considerada como resultado de introducciones sucesivas a causa del comercio del
algoddn. En América del Sur, el picudo fue observado por primera vez en Venezuela (1949) y
Colombia (1951) en cultivos de algoddén (Cross et al., 1975). En Brasil fue encontrado recién en
1983 en el estado de Sao Paulo (Martins et al., 2006). Desde su introduccién en Brasil en 1983
el picudo se ha dispersado en direccion sudoeste hacia Paraguay (1991), Argentina (1993) y

Bolivia (1997) (Scataglini et al., 2006; Stadler y Buteler, 2007).

En Argentina, el picudo del algodonero fue encontrado por primera vez en el Parque
Nacional Iguazu (Pcia. Misiones) en 1993, en una zona donde no se cultiva algoddn y unos anos
después fue encontrado en zonas algodoneras de Chaco, Corrientes y Formosa. Actualmente
se encuentra establecido en las principales provincias de cultivo algodonero, entre ellas Chaco,
Formosa, Santa Fe y Santiago del Estero. Estudios genéticos sostienen la hipdtesis tradicional
qgue propone que la plaga fue introducida de EEUU hacia América del Sur como resultado del
comercio de algoddn. Sin embargo se ha encontrado una poblacién en el Parque Nacional
Iguazu (drea no cultivada) que posee una elevada variabilidad y diversidad haplotipica,
considerados ancestrales, y asociados con areas de vegetacion nativa de la selva misionera,
sugiriendo que se trata de un linaje ancestral de picudo (Lanteri et al., 2003; Scataglini et al.,

2000; Scataglini et al., 2006).
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Respecto a la taxonomia del picudo, las distintas especies se separan por caracteristicas

externas del adulto y esto coincide con la distribucién geografica, encontrandose tres grupos

(Cross, 1973):

1) A. g. grandis o forma del sudeste de EEUU (especie asociada al cultivo de algoddn).

2) A. g. thurberiae, encontrado en Arizona y noroeste de México.

3) Formas intermedias encontradas en México, América Central y Cuba.

1.2.2. Caracteristicas e impacto economico de A. grandis

La dificultad para el control de A. grandis estd relacionada con caracteristicas

comportamentales y bioldgicas que hacen de esta especie una plaga clave para el cultivo de

algoddn. El dafo en el algoddn es producido por los adultos (hembras y machos) que se

alimentan de los pimpollos y cdpsulas disminuyendo la calidad de la fibra, y por las larvas que se

desarrollan dentro de los pimpollos florales y de las cdpsulas produciendo la abscisién de estas

estructuras reproductivas.

Algunas caracteristicas son (Lanteri et al., 2003):

La especie registra una elevada tasa y eficiencia reproductiva.

La supervivencia de los estados de huevo y larva es muy elevada puesto que el desarrollo
larval es endofitico, quedando menos expuesto a posibles depredadores o disecacién.
Puede haber entre siete y diez generaciones anuales, y el periodo que media entre la
oviposicion y la emergencia de los adultos es muy breve en condiciones éptimas de
temperatura y humedad.

Se adapta a diferentes ambientes, ademas puede atravesar una diapausa invernal, periodo
en que sobreviven en los pimpollos caidos, la hojarasca y otros lugares de refugio, sin
desarrollar actividad reproductiva y con un consumo energético minimo.

La capacidad de dispersion de la especie es muy grande debido a que los adultos son

buenos voladores, ademas del transporte de huevos, larvas y pupas dentro de los
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pimpollos y botones florales de diversas malvaceas, por medio del viento, adheridos a
diversos animales y en el caso del algoddén, mediante instrumentos de labranza, acopio y
transporte.

- Los machos producen una feromona de agregacién que atrae tanto a hembras como a
machos hacia las fuentes de alimento.

- El picudo es una especie oligéfaga al estado de larva, que se alimenta no sélo de G.
hirsutum, sino también de otras especies de malvdceas de las tribus Gossypieae, Hibisceae

y probablemente de otros huéspedes aln no bien estudiados.

El picudo del algodonero primero atacé el algoddn argentino en el noreste de Formosa,
donde estuvo contenido durante algunos afios mediante manejo enfocado en impedir la
dispersién de esta plaga al resto de las provincias productoras de algodén. En el afio 2002, fue
hallado en Chaco, primero en el Este, luego el Centro y Sudeste de la provincia, lo cual perjudicd
mucho, en particular a los pequefios productores. Luego de unos afos el picudo ingresé en las
provincias de Santiago del Estero y Santa Fe. En el sudoeste chaquefio en la campafia 2010/11
se registraron mermas de rendimiento de algoddn en bruto del 47/, siendo estas pérdidas
producto de la abscisidon de botones florales producidas por el picudo del algodonero (Casuso et
al., 2011). Durante el 2011, algunas estimaciones de las pérdidas debidas al picudo estan
cercanas a los 100 millones de ddlares. Ademas de las pérdidas de rendimiento, se le suma el
costo de insecticidas, trampas, feromonas, sin tomar en cuenta una cantidad de agricultores

gue abandonaron la siembra frente al temor de esta plaga y la posible pérdida de las cosechas.

1.2.3. Control del picudo del algodonero

Inicialmente, el control del picudo del algodonero se basé en la aplicacién de insecticidas
guimicos. Sin embargo, el extensivo uso de insecticidas no sélo causa un serio problema en la
contaminacion ambiental, sino una drastica reduccion de agentes naturales de control bioldgico

gue podrian tener otras plagas agricolas. El efecto adverso sobre los enemigos naturales a
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menudo conduce a un posterior aumento de las poblaciones de plagas secundarias como el
gusano cogollero. Esto, a su vez, puede resultar en pérdidas de cosechas y al aumento del uso
intensivo de plaguicidas para proteger la cosecha de algoddn (Haney et al., 2009). Ademas, otra
de las desventajas del uso de insecticidas quimicos son su alto costo y la aparicién de
resistencia en la poblacién de la plaga. La resistencia genética del picudo a los insecticidas es el
mayor impedimento para el control quimico a largo plazo de esa plaga. Se ha confirmado en los
EEUU, México y América Central resistencia a los hidrocarburos clorados, organofosforados y

piretroides (Stadler, 2009).

El Manejo Integrado de Plagas (MIP) es una estrategia comprendida dentro de la vision
sustentable de la agricultura, y entre las tacticas que involucra para el control de insectos se
cuentan el control quimico, las practicas culturales, las modificaciones del comportamiento de
la plaga, los cultivares resistentes, y el control biolégico. EI MIP tuvo su origen en el concepto
de Control Integrado que fue propuesto por primera vez por Stern et al. (1959). Segun estos
autores, tres puntos clave convierten al insecto en plaga: 1) cambios en el ambiente producidos
por el humano que favorecen a la plaga, 2) nuevas especies invasivas en agroecosistemas vy, 3)
cultivos con baja tolerancia a las dafios ocasionados por la plaga. Estos problemas llevaron al
uso de insecticidas en los cultivos, produciendo efectos secundarios como: el desarrollo de
resistencia en la plaga, aparicién de focos secundarios, resurgimiento de la plaga, problemas en
la seguridad humana y residuos del insecticida en los productos. Por lo tanto proponen la
integracion del control bioldgico con el control quimico teniendo en cuenta los siguientes
puntos: 1) Reconocimiento del ecosistema, 2) aumento de enemigos naturales, 3) muestreo de
la poblacién y prediccion, incluyendo umbrales econdmicos para disparar mecanismos, 4)
controles selectivos, para minimizar el efecto residual en los enemigos naturales (Stern et al.,

1959; Goodell, 2009).

En particular, el manejo de A. grandis se basa en distintos métodos quimicos, bioldgicos y

culturales, sustentados en un plan de monitoreo para detectar si la poblacién de la plaga se

encuentra presente y en qué densidad para poder actuar apropiadamente.
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° Monitoreo de la plaga

El uso de las trampas de feromonas para el monitoreo de la poblacién de A. grandis en el
cultivo es uno de los métodos mas eficaces. El macho de picudo produce una feromona que
actua tanto como seiial sexual como de agregacion segun la etapa fenoldgica del algodon
(Hardee et al., 1970; Dickens, 1984). Tumlinson et al. (1969) identificaron los componentes de
la feromona producida por machos del picudo, la cual estad formada por una mezcla de cuatro
compuestos, denominada Grandlure. Esta feromona fue sintetizada y estudiada en EEUU,
donde se desarrollé una formulacién de liberacion lenta (Hardee y Mitchell, 1997) que fue
utilizada en trampas con el objetivo de detectar la plaga en forma temprana y poder realizar un

control adecuado (Dickerson y Haney, 2001; Miranda y Silva, 2004).

° Control quimico

A pesar de los problemas que se presentan al utilizar este método, el control quimico aun
constituye una herramienta eficaz para disminuir las poblaciones de picudo, siempre y cuando
sea utilizado oportuna y racionalmente. Para ello es necesario determinar y recomendar el uso
de los mismos, dependiendo de la densidad de la poblaciéon y la etapa en la que se encuentra el
cultivo. Se pueden usar tres tipos de aplicaciones de insecticidas durante la estacién para
reducir poblaciones de picudo. Los primeros dos tipos corresponden a aplicaciones tempranas o
aplicaciones durante la temporada con el objetivo de reducir la poblacién de la plaga durante el
crecimiento del algoddn. El tercer tipo corresponde a aplicaciones posteriores a la cosecha para
reducir las poblaciones de picudo que estan entrando en hibernacién y se convertiran en

nuevos focos infectivos al siguiente afio.
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e Control cultural

Respecto al control cultural, las estrategias sobre las que se basa la propuesta de manejo
del cultivo en relacién al picudo son concentrar la siembra en el periodo considerado mas
adecuado para la misma, realizar el cultivo reduciendo al maximo el periodo de fructificacion
sin afectar el rendimiento, controlar el crecimiento y evitar rebrotes luego de finalizada la
floracion, acelerar el proceso de defoliado y apertura de las capsulas realizando la cosecha
cuando se completen los mismos y destruir los rastrojos apenas finalizada la cosecha (Miranda

y Silva, 2004).

Los aspectos bdsicos del manejo del cultivo de algoddén que contribuyen a reducir los

efectos perjudiciales de la plaga son:

e Fecha de siembra: Respetar los calendarios establecidos por el SENASA para cada area de
manera de optimizar el aprovechamiento de los recursos del ambiente y evitar el suministro
continuo y prolongado de alimento al picudo, con siembras escalonadas y durante un largo
periodo.

e La implantacién del cultivo deberd realizarse bajo condiciones que permitan un
establecimiento rapido y vigoroso para lo cual es importante considerar la calidad y valor
cultural de las semillas, las condiciones del lote y la tecnologia de siembra a emplear.

e Lasiembra en surcos estrechos es una herramienta que suma a la lucha contra la plaga. Este
sistema implica conceptualmente, alta densidad y acortamiento del ciclo del cultivo lo cual
reduce el periodo de exposicion a la plaga durante la fructificacién.

e La destruccion completa de los rastrojos es la practica cultural fundamental e
imprescindible. Debe realizarse lo mas rapidamente posible después de la cosecha y tiene
una estrecha relacién con el nimero de picudos que sobreviven al invierno. Por la alta
especificidad del insecto con el algodén como hospedero para la reproduccion; una

destruccion efectiva de los restos del cultivo en un area grande aumentard el periodo en
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gue el insecto estard privado del hospedero y ejercera impacto reduciendo las poblaciones

de picudos que entran en diapausa y de aquellos que sobreviven en el periodo entre zafras.

La ejecucién de estas practicas culturales en tiempo y forma posibilita la reduccién de la
poblacidén que inicia las infestaciones y por ende reduce el nimero de tratamientos al inicio del

cultivo, favoreciendo a los insectos predadores.

e  Control biolégico

El control biolégico puede definirse como: "El uso de organismos vivos para reducir la
densidad poblacional o el impacto de un organismo plaga especifico, haciendo a esta menos
abundante o menos perjudicial de lo que seria de otra manera” (Eilenberg et al., 2001). La
definicion de DeBach (1974) frecuentemente citada, incluye los términos agentes de control
bioldgico (que se refiere como enemigos naturales) y la regulacién de la poblacion. Esto es
relevante para el control bioldgico de los insectos y d&caros plagas cuando se utilizan
depredadores y parasitoides. Sin embargo, la dinamica a nivel poblacional producida por los
agentes de control bioldgico microbianos no ha sido bien estudiada y, en muchos casos, no se
espera la regulacion sostenida de la poblacion de la plaga después de la liberacién (o aplicacién)

de los microorganismos.

Los principales tipos de control bioldgico utilizados son: 1) control biolégico de
invertebrados plagas con predadores, parasitoides y patdgenos, 2) control biolégico de malezas
utilizando herbivoros y patégenos, y 3) control bioldgico de fitopatégenos utilizando

microorganismos e induciendo resistencia en las plantas (Eilenberg et al., 2001).

El control biolégico de plagas incluye cuatro estrategias diferentes:
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1) Control bioldgico clasico: La introduccién intencional de un agente de control bioldgico
exotico, generalmente co-evolucionado, para su establecimiento permanente en el
ambiente y control de la plaga a largo plazo.

2) Control bioldgico inoculativo: Liberacion intencional de un organismo vivo como agente de
control bioldgico, con el objetivo de que éste se multiplique y controle la plaga en un
periodo extenso de tiempo, pero no permanente.

3) Control bioldgico inundativo: El uso de organismos vivos para el control de plagas cuando
este es logrado exclusivamente por la liberacidn de los organismos beneficiosos.

4) Control biolégico conservativo: Modificacién del ambiente o de practicas existentes para
proteger y aumentar los enemigos naturales especificos u otros organismos, para reducir

los efectos de las plagas.

Si bien existen muchos depredadores y parasitoides endémicos del picudo, incluidos
Solenopsis invicta, Bracon mellitor, Bracon compressitarsus y Catolaccus grandis, hasta el
momento no se ha logrado desarrollar programas de control bioldgico aplicado eficiente que
reduzcan los niveles de poblacion por debajo de un dafio econdmico. No obstante, C. grandis se
destaca entre los parasitoides por su especificidad sobre la plaga y por sus caracteristicas
intrinsecas que lo hacen un promisorio agente de control, mediante la cria masiva y liberacion

en campo (Morales-Ramos et al. 1995a y b; Ramalho et al., 2000, 2007).

El control microbiano es una rama del control biolégico y se refiere al uso de
microorganismos como agentes de control, tales como bacterias, hongos, virus, protozoos y
nematodos entomopatégenos (Eilenberg et al., 2001; Lord, 2005). Los hongos
entomopatdgenos son importantes componentes del control de varios insectos plaga de
agricultura y vectores de enfermedades. En particular, el uso de estos agentes de control
biolégico en forma de bioinsecticidas son posibles métodos alternativos para el control del

picudo (Monnerat et al., 2002).
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1.3. Hongos entomopatogenos

Los hongos entomopatdgenos son un grupo de microorganismos distribuidos en todo el
mundo, existiendo aproximadamente 750 especies de hongos conocidos como patégenos de
insectos (Hajek y St. Leger, 1994; Roy et al., 2006). Estos hongos pueden encontrarse en
distintas ubicaciones geograficas y climaticas, tanto en suelos cultivados como naturales (Vega
et al., 2008). Ellos tienen la particularidad de parasitar a diferentes tipos de artréopodos

(insectos y acaros) y producir la muerte del hospedador (Humber, 2009).

La mayoria de estos hongos son de las divisiones Entomophtorales
(Entomophthoromycota) 6 anamdérficos de Ascomycota (hongos filamentosos facultativos que
se reproducen asexuadamente por conidios). Aunque estos dos grupos se diferencian en
algunos aspectos de la historia de vida, ambos producen conidios u otras esporas asexuales que
son las unidades infectivas (Furlong y Pell, 2005; Roy et al., 2006). Ademas, todos los hongos
entomopatdgenos poseen un ciclo de vida sincronizado con los estados del hospedador y las

condiciones ambientales (Shah y Pell, 2003).

1.3.1. Proceso patogénico de los hongos entomopatdgenos

El desarrollo de la patogénesis (micosis) en el insecto se inicia cuando el conidio entra en
contacto con su hospedador. En el caso de los Entomophtorales, la unidad infectiva son los
conidios primarios dispersados directamente desde un hospedador infectado o los conidios
secundarios que son activamente descargados a partir de otro primario (o secundario), o
conidios pasivamente dispersados a partir de un conidiéforo secundario formado a partir de
conidios primarios o secundarios. En el caso de los hifomicetes o ascomicetes anamarficos, las
unidades infectivas son los conidios que se dispersan en forma pasiva (Boucias y Pendland,

1998).
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A diferencia de otros microorganismos patdgenos de invertebrados, tales como bacterias,
virus y microsporidios, la infeccién de hospedadores sanos involucra la penetracién de un tubo
germinativo del hongo a través del exoesqueleto, sin necesidad de la ingestion del mismo
(Boucias y Pendland, 1991; Castrillo et al., 2005). El exoesqueleto de los artropodos es una
estructura compleja que consta de varias capas las cuales proporcionan una serie de desafios
para el ingreso de un potencial patdégeno. El exoesqueleto estd compuesto por dos capas
segregadas por la epidermis, la epicuticula y la procuticula. La primera estad formada por
proteinas y ceras que evitan la pérdida de agua. La segunda, mucho mds gruesa, se puede
dividir en exocuticula y endocuticula, ambas formadas por fibrillas de quitina distribuidas en
distintas orientaciones, dentro de una matriz proteica. La procuticula provee la mayor barrera
mecanica. Una vez en contacto con la epicuticula, la unidad infectiva del hongo puede
reaccionar con el ambiente quimico de la misma. Seglin como sea esta interaccién, el conidio
puede germinar produciendo un tubo germinativo u otro tipo de espora secundaria que
dispersa a un nuevo sustrato. La presencia o ausencia de acidos oleicos de la epicuticula puede
estimular o inhibir el desarrollo de los hongos entomopatdgenos y estos pueden actuar como
un factor determinante de la especificidad del patégeno (Roberts y Humber, 1981; Humber,

2009).

Las esporas producen un tubo germinativo sobre la cuticula del hospedador que puede
inmediatamente comenzar a crecer dentro de la cuticula del potencial hospedador, o puede
crecer sobre la superficie hasta alcanzar algun sitio quimicamente apropiado, por ejemplo
zonas mas débiles de la cuticula o aberturas naturales en el cuerpo del hospedador como la
boca, ano o espirdculos. Generalmente, ocurre la formacién de un apresorio o haustorio bien
diferenciado que fija al conidio firmemente a la cuticula ayudando en la penetracién (Zacharuk,
1973). Ademas, muchos hongos patdgenos secretan una serie de lipasas, proteasas vy
quitinasas, que permiten el paso del hongo a través de la cuticula en combinacién con una
presion mecanica ejercida por las hifas (Roberts, 1980). El paso a través de la epidermisse da
por un proceso mecanico. Durante los pasos iniciales de germinaciéon y penetracion de la

cuticula, el hongo permanece en un modo de crecimiento germinativo, utilizando los nutrientes
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gue se encuentran en la espora (en forma de glucégeno y aceites) como fuente de materiales
esenciales para producir la pared celular del tubo germinativo y proveer la energia requerida en
este proceso, obteniendo del ambiente externo solamente oxigeno y agua. Cuando el hongo
llega al hemocele, ocurre la transicién del crecimiento germinativo al crecimiento vegetativo. El
hongo pasa a utilizar principalmente fuentes externas de nutrientes y compuestos
estructurales. EIl cambio metabdlico de germinativo a vegetativo tiene profundas implicancias
en la biologia del hongo permitiendo al mismo crecer en forma indeterminada. Excepto algunas
especies de hongos que precisan condiciones especiales para producir esta transicion, muchas
especies son faciles de hacer crecer en condiciones de cultivos, por ejemplo los hongos

pertenecientes a los géneros Beauveria y Metarhizium (Humber, 2009).

Una vez en el hemocele, el hongo puede continuar creciendo como hifas, o se fragmenta
en pequefios segmentos llamados “cuerpos hifales” que proliferan por fragmentacion o
gemacion. Los cuerpos hifales circulan por el cuerpo del insecto, incrementando la superficie
que ocupan del hospedador (y por lo tanto la capacidad de absorber nutrientes) mas
rapidamente que el crecimiento micelial. El crecimiento en forma levaduriforme permite en
muchos casos evadir la respuesta inmune que se produce en el hospedador debido a
caracteristicas particulares de la pared celular. Una vez que el hongo ha producido una biomasa
sustancial, el sistema inmune del hospedador es rapidamente saturado e incapaz de frenar el

desarrollo fungico (Roberts y Humber, 1981).

En resumen, el inicio de la infeccién se da cuando el conidio del hongo se adhiere a la
cuticula del hospedador y forma un tubo germinativo que penetra directamente o puede
formar un haustorio de donde sale una hifa que atraviesa la cuticula y la epidermis. Una vez en
el hemocele, el crecimiento vegetativo puede estar dado como hifas o, mas tipicamente, como
cuerpos hifales que proliferan por gemacién rapidamente y circulan a través del hemocele

evadiendo el sistema inmune del insecto (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Diagrama del proceso de infeccién fungica de un hongo entomopatégeno tipico.

Las infecciones fungicas tienden a desarrollarse en el hemocele y no ataca
inmediatamente los tejidos de los hospedadores. Algunos hospedadores pequeios mueren en
un dia o menos, pero la mayoria de las infecciones fungicas requieren dos o varios dias para
causar la muerte. El desarrollo fungico dentro del hemocele, permite al hongo crecer dentro del
hospedador vivo, el cual continua alimentandose, respirando y excretando. Cuando el hongo
crece comienza a absorber una gran cantidad de nutrientes del hospedador incrementando la
competencia por el oxigeno disponible e impidiendo la circulacién de la sangre por el
hospedador afectado (Gillespie y Claydon, 1989). A medida que aumenta la competencia por
los recursos el sistema de drganos del hospedador comienza a fallar, produciendo la muerte del
hospedador y el inicio de la fase reproductiva del hongo. En este momento el hongo comienza a
secretar grandes cantidades de enzimas degradativas que atacan los musculos, sistema
nervioso, tubulos de Malpighi (sistema excretor) y otros érganos del hospedador. Ademas de la

destruccion de los tejidos y pérdida de las funciones excretoras y respiratorias, se produce un
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gran cambio en el ambiente interno que contribuye fuertemente a la muerte del hospedador e

inicio de la esporulacion del hongo.

Los hongos hipocreales producen un amplio rango de toxinas que incluyen ciclopéptidos
(dextruxinas, beauvericinas, bassianolida, oosporinas, ciclosporinas, etc.), efrapeptinas,
policétidos, y un amplio rango de otros compuestos con diversas actividades biolégicas (Roberts
y Humber, 1981). No todos los hongos ni todas las cepas de una especie fungica producen
toxinas en el hemocele de los artropodos. Las toxinas producidas pueden originar la muerte del
artréopodo debido a sus propiedades insecticidas o actuar como inhibidoras de las reacciones de
defensa del hospedante por alteraciones de los hemocitos y retardo en la agregacion de las
células de la hemolinfa (Vey y Gotz, 1986). Si bien muchos trabajos sugieren que tales toxinas se
encuentran involucradas en el proceso infectivo y muerte del hospedador, ain hoy se discute
sobre el rol de las micotoxinas en la virulencia de hongos entomopatdgenos sobre diversos
artrépodos. Las toxinas y otros metabolitos secundarios producidos por los hongos
entomopatoégenos podrian tener como funcidn principal aportar proteccidon antibidtica contra
otros hongos y bacterias de crecimiento mas rdpido que el hongo entomopatégeno (Humber,

2009).

La produccidn de conidios u otros propagulos asexuales ocurre por lo general
rapidamente luego de producirse la muerte del hospedador. En algunos hongos hipocreales, el
hongo en el cadaver no produce conidiéforos externos, sino que forma un esclerocio en todo el
cadaver, y luego da lugar a un estroma sexual externo con peritecio, ascos y ascosporas

(especies del género Cordyceps) (Roberts y Humber, 1981).

La salida del hongo a partir salir del caddver del insecto estd dado por reacciones
enzimaticas y mecanicas. Generalmente ocurre primero por las partes mas débiles de la
cuticula del hospedador (membranas intersegmentales, zonas de insercidon de las patas, ojos,
mandibula, etc.). Una vez fuera del hospedador se producen las esporas capaces de infectar

otro hospedador. La morfologia de estas estructuras varia segun los 100 géneros de hongos

-29-



Capitulo 1 — Introduccién general

entomopatdgenos. Los conidios de los Entomophtorales son formados sobre el cuerpo del
hospedador y activamente descargados de las células. Los conidios de hongos hipocreales
anamorficos, a pesar que muestran una gran variacion morfoldgica en sus conidios y en la
conidiogénesis, siempre son dispersados en forma pasiva por el viento, agua y la transmisién

del hongo a través de hospedadores infectados (Roberts y Humber, 1981; Castrillo et al., 2005).

1.3.2. Reacciones de defensas de los invertebrados

Los hospedadores invertebrados tienen un sistema inmune capaz de emplear distintos
tipos de defensas contra posibles agentes infecciosos. Los compuestos constitutivos presentes
en la cuticula pueden ser téxicos o inhibitorios para el desarrollo de algunos hongos y pueden
ayudar a determinar si el hongo es capaz o no de penetrar o infectar un hospedador especifico.
La melanizacién u otras de las reacciones inmunes no celulares dentro de la cuticula podrian
aportar nuevos compuestos que actlan contra el organismo invasor. Cuando el hongo penetra
a través de las capas de la procuticula, las reacciones de melanizacion cuticular no celulares
pueden frenar o retardar el progreso del hongo a través de la cuticula, ya sea por la toxicidad o
por la barrera fisica que se presenta (ya que pocos hongos producen enzimas capaces de
degradar melanina). Una vez que ingresé al hemocele, la mayoria de los insectos son capaces
de atacar un organismo extrafio con un conjunto de respuestas inmunes celulares producida
por varias clases de hemocitos circulantes en el hemocele, tales como la fagocitosis de
pequeiias particulas (por ejemplo bacterias), o las reacciones de encapsulacion de grandes
particulas. En otros casos, ocurren reacciones inmunes no celulares (humorales) como la
deposicion de gruesas capas de melanina sobre la superficie del invasor (Hajek y St. Leger,

1994; Humber, 2009).

Asimismo, el hongo puede invadir y destruir otros tejidos, o producir sustancias toxicas

(metabolitos secundarios) que interfieran no sdélo con el normal desarrollo y metamorfosis del

hospedador, sino que en algunos casos con los mecanismos de defensa inmune necesarios para
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contrarrestar el ataque de otros microorganismos (Castrillo et al., 2005, Roy et al., 2006, Vega

et al., 2008, Wright y Chandler, 1991).

La mayoria de los hongos entomopatdgenos poseen ciclos de vida sincronizados con el
estadio de su hospedador y con las condiciones ambientales. Las especies, y a veces
aislamientos dentro de una especie, pueden comportarse muy diferente. Por ejemplo, el rango
de hospedadores, los niveles de infeccidn, tasas de germinacidn y temperatura dptima pueden
variar entre especies y aislamientos (Shah y Pell, 2003; Furlong y Pell, 2005). El rango de
hospedadores es determinado por especificidad, definida como adaptaciones reciprocas vy
afinidades entre un organismo patogénico y todas las especies hospedadoras. Los factores que
determinan si una infeccidn resulta exitosa estan determinados por la especificidad en la unidn

del conidio, la germinacion y la evasion de las defensas del hospedador (Castrillo et al., 2005).

Los hongos anamdrficos Beauveria bassiana (Hypocreales: Cordycipitaceae) vy
Metarhizium anisopliae (Hypocreales: Clavicipitaceae) son utilizados en control de plagas. Estos
hongos son enemigos naturales de un gran numero de insectos y aracnidos y ambos poseen
distribucién cosmopolita (Hajek y St. Leger, 1994). Muchos insectos de la familia Curculionidae

son susceptibles a la infeccion por ambas especies (Alston et al. 2005).

1.3.3. Beauveria bassiana (Balsamo - Crivelli) Vuillemin 1912

B. bassiana es un hongo que pertenece al phylum Ascomycota, clase Sordariomycetes,
orden Hypocreales, familia Cordycipitaceae. Este hongo ha sido encontrando atacando a mas
de 200 especies de insectos de diferentes ordenes, incluyendo plagas de importancia agricola
(Alves, 1986). Beauveria es un género de hongos anamorficos cosmopolitas, habitantes del
suelo, necrotrofos, patdgenos facultativos de artrépodos (Roberts and Hajek, 1992; Goettel et
al., 2005) que se los puede encontrar también como saprétrofos y como enddfitos en plantas
(Vega et al.,, 2008). El género Beauveria es caracterizado morfolégicamente por células

conididgenas globosas con forma de botella formadas por una Unica célula, conidios terminales
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holoblasticos son producidos en una sucesidon simpodial sobre un raquis denticulado
indeterminado (Figura 1.4b y c). Las especies de Beauveria son distinguidas principalmente de
acuerdo con las caracteristicas de los conidios, que son tipicamente hialinos, pared lisa, 1,5-5,5
um y globosos a cilindricos o vermiformes (Boucias y Pendland, 1998; Rehner et al., 2011). Este
hongo presenta una cubierta blanca algodonosa sobre el cuerpo de los artrépodos muertos,

tanto como sobre medios de cultivo axénico, la cual estd formada por el micelio y conidios

(Figura 1.4a).

(c)

Conidioforo
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Figura 1.4. (a) Colonia monospédrica de B. bassiana crecida sobre una placa de Petri con medio
de cultivo agarizado (AMC); (b) Estructuras de fructificacién de B. bassiana bajo microscopio
Optico, tefiidas con azul de algoddn en lactofenol de Ammann 0,5/ p/ v (400X); (c) Estructuras

de fructificacion de B. bassiana.
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1.3.4. Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin

El género Metarhizium Sorokin estd compuesto por hongos entomopatdgenos
anamoérficos que generalmente presentan coloracién verdosa cuando esporulan sobre los
cuerpos de artréopodos hospedadores o sobre medios de cultivo axénicos (Figura 1.5a). M.
anisopliae pertenece a un complejo dentro del phylum Ascomycota, clase Sordariomycetes,
orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae. Este hongo presenta una ontogenia enteroblastica
fialidica, la célula conididgena es una fialide. Los conidiéforos son discretos, forman conidiomas
y los conidios son ameroconidios, cilindricos, hialinos a verdosos, en cadenas basipetas que se
unen formando columnas (Figura 1.5b y c). Inicialmente la pigmentacién de los conidios es
blanca, torndndose amarilla en el desarrollo temprano del conidio (4-7 dias) y luego verdosa
cuando los conidios ya estdn maduros (Boucias y Pendland, 1998; Bischoff et al., 2009).
Generalmente son aislados de suelos o parasitando un amplio rango de especies de insectos,
tanto en regiones tropicales como templadas. Especies de este género son utilizadas como
agentes de control biolégico en el manejo de varias especies de la familia Acridoidea (Lomer et
al., 2001). Ademas, M. anisopliae ha sido efectiva en el control del mosquito vector de la

malaria (Diptera: Culicidae) (Scholte et al., 2005).
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Figura 1.5. (a) Colonia de M. anisopliae crecida sobre una placa de Petri con medio de cultivo
agarizado (APG); (b) Estructuras de fructificacién de M. anisopliae bajo microscopio dptico,

tefiidas con azul de algoddén en lactofenol de Ammann 0,5/ p/v (400X); (c) Diagrama de

estructuras de fructificacion de M. anisopliae.
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1.4. Objetivos e hipdtesis

El objetivo general del trabajo es seleccionar aislamientos nativos de los hongos

entomopatogenos B. bassiana y M. anisopliae virulentos para el picudo del algodonero con la

finalidad de emplearlos como control microbiano dentro de una estrategia de Manejo

Integrado de Plagas (MIP).

Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Estimar los pardmetros bioldgicos y poblacionales mediante la elaboracién de una tabla de
vida de A. grandis criado en condiciones de laboratorio sobre la cual se realizardn los
bioensayos.

Obtener distintos aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae a partir de cadaveres de
insectos y muestras de suelo provenientes de localidades endémicas para dicha plaga.
Evaluar la patogenicidad y virulencia de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae
obtenidos en el marco de la tesis y de aislamientos obtenidos de una micoteca, sobre
adultos de A. grandis y seleccionar aquellos que presenten mayor virulencia.

Estudiar efectos subletales sobre la alimentacidon y oviposicion de hembras de A. grandis
durante el periodo de incubacion de la enfermedad producida por los aislamientos
seleccionados.

Realizar andlisis de compatibilidad en laboratorio entre los aislamientos y los agroquimicos
comunmente utilizados en cultivos de algodon.

Evaluar si existe un efecto sinérgico, aditivo o antagdnico entre los insecticidas quimicos y
los aislamientos seleccionados.

Determinar el efecto de la temperatura sobre los aislamientos y evaluar la influencia de la
temperatura de incubacién en la mortalidad de adultos de A. grandis causada por B.
bassiana y M. anisopliae.

Evaluar los parametros de produccion masiva en laboratorio de conidios de los

aislamientos seleccionados.
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9) Desarrollar formulaciones experimentales del micoinsecticida y evaluarlas en jaulas en el

campo.

Hipoétesis:

Es posible el aislamiento de cepas de B. bassiana y M. anisopliae a partir de cadaveres de
insectos y muestras de suelo provenientes de localidades endémicas para dicha plaga. Algunos
de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae obtenidos serdn patégenos y presentaran
mayor virulencia a los adultos de picudo. Los aislamientos frescos obtenidos presentardn mayor
virulencia respecto a los aislamientos mas antiguos pertenecientes en la micoteca.

Ademas, los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae seleccionados producirian
efectos subletales en las hembras de A. grandis reduciendo los comportamientos de
alimentacion y reproduccion, y por lo tanto disminuyendo el impacto sobre los cultivos de
algodédn.

Algunos de los aislamientos de hongos entomopatdgenos seleccionados presentardn
mayor compatibilidad con insecticidas quimicos utilizados contra A. grandis y estos
aislamientos tendrian un efecto sinérgico sobre la mortalidad al utilizarlos en conjunto con
insecticidas de origen quimico.

Respecto a la temperatura, existiria una variabilidad en la resistencia natural de los
distintos aislamientos a la temperatura y ademas, este factor podria influenciar el proceso de
infeccion fungica.

Por ultimo, debe ser posible la produccién masiva de los aislamientos seleccionados y su
formulacion para su utilizacién en el campo en un control bioldgico del tipo inundativon dentro

de una estrategia de Manejo Integrado de Plagas.
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2.1. Mantenimiento de hongos entomopatogenos

Los hongos entomopatdgenos utilizados en este trabajo fueron obtenidos a partir de
muestras de suelo e insectos muertos de distintas localidades de la Argentina, ademas de
aislamientos obtenidos de la micoteca perteneciente al Laboratorio de Hongos
Entomopatdgenos del Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA), INTA, Castelar.
Esta coleccidon cuenta con mas de 300 aislamientos de B. bassiana y 80 de M. anisopliae. Dentro
de la coleccidn, los aislamientos son conservados como cultivos esporulados utilizando distintos
métodos de conservacion con el objetivo de preservarlos en su estado original. Se conoce que
repetidos subcultivos pueden llevar a cambios deletéreos como pérdida de patogenicidad,
virulencia o esporulacidon (Fargues & Robert, 1983; Humber, 1997b), por este motivo es

importante contar con aislamientos que conserven sus caracteristicas originales.

Los medios de cultivo empleados varian con la especie fungica. Para B. bassiana se
utiliza Agar Medio Completo (AMC), compuesto por (g/L): fosfato monopotdsico (KH,POy) 0,4;
fosfato disédico anhidro (Na,HPO,) 1,4; sulfato de magnesio (SO4Mg) 0,6; cloruro de potasio
(KCI) 1; nitrato de amonio (NH4NO3) 0,7; glucosa (CsH1,06) 10; extracto de levadura 5; Agar 20.
Para M. anisopliae, se utiliza Agar Papa Glucosado (APG; Oxoid). Los cultivos son conservados
en tubos pico de flauta a 4 y -10 °C, en tubos de 1,5ml con Glicerol (20/ ) a -10 °C, y también
son conservados los conidios liofilizados a 4 °C. Esta ultima técnica utilizada permite que los

conidios permanezcan activos por varios anos (Humber, 1997b).

2.2. Preparacion de suspensiones de conidios, titulacion y evaluacidon de la
viabilidad

Las suspensiones de conidios para la realizacion de los bioensayos fueron obtenidas de

la siguiente manera. Los aislamientos de B. bassiana fueron repicados de la coleccion en AMC
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con el agregado de cloranfenicol (0,5/ ) durante 10 a 15 dias hasta observarse esporulacion.
Luego, los conidios fueron obtenidos raspando la superficie de la placa de Petri con una
espatula dentro de una cabina de bioseguridad en condiciones asépticas. Los conidios
obtenidos se colocaron en tubos de ensayo con 10 ml de Tween 80 (0,05/ ) y la concentracion
de las suspensiones obtenidas fue calculada utilizando una camara de Neubauer. Las mismas

fueron ajustadas a la concentracion requerida en cada bioensayo con Tween 80 (0,05/ ).

Para las suspensiones de conidios de M. anisopliae, los conidios fueron obtenidos a
partir de polvo producido en arroz. Para ello, se colocaron 90 g de arroz parbolizado en bolsas
de polipropileno y se adicionaron 45 ml de agua destilada estéril, una vez que el arroz absorbié
el agua, este se esparcié dentro de la bolsa homogéneamente hasta lograr una ldmina delgada.
Las bolsas se cerraron y se colocaron en autoclave durante 20 min. a 120 °C y 1 atmdsfera de
presion. El arroz se inoculé (dentro de una cabina de flujo laminar) con 1 ml de una suspensién
de conidios (1 x 10’ conidios/ml) de la cepa a producir. Las bolsas se incubaron a 26 °C durante
7 y 10 dias. Finalizado el tiempo de incubacidn, las bolsas se abrieron y el arroz se secd hasta
una HR< 10/ durante un periodo de 48 h. El arroz secado se tamizé durante 15 min a 460 rpm a
fin de separar los conidios de los granos de arroz. Los conidios obtenidos fueron pesados y
colocados en tubos de ensayo con Tween 80 (0,05/ ). Se estimd la concentracién obtenida
utilizando una cdmara de Neubauer y las mismas fueron ajustadas a la concentracién requerida

en cada bioensayo con Tween 80 (0,05/ ).

Para evaluar la viabilidad de los conidios se utilizaron dos técnicas (Wraight et al., 2007):

- Unidades formadoras de colonias (UFC): se siembran distintas diluciones 1:10 de una
suspension madre en placas de Petri, dispersando bien los conidios sobre la superficie
de la misma, y se cuentan las colonias a las 72 h. Se calcula la concentracién de la
suspensidon madre.

- Germinacion: Se siembra sobre placas de Petri 100 pl de una suspensién de conidios de
1 - 2 x 10’ conidios/ml dispersando sobre toda la superficie. Luego de 24 h se calcula el

porcentaje de conidios germinados contando aquellos germinados y no germinados.
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2.3. Poblacion de insectos experimentales. Cria masiva del picudo del

algodonero

La cria del picudo fue iniciada en febrero de 2008 en el IMYZA (Lecuona, 2009). Para el
desarrollo de la misma fue construido un Laboratorio de Cria del Picudo del Algodonero
cumpliendo con los requisitos solicitados por el SENASA (Figura 2.1). Los adultos y larvas de una
poblacién no diapausante de A. grandis fueron capturados en zonas rurales de la localidad de
Florencia, Provincia de Santa Fe, Argentina (28° 5’ 06.11”” S; 59° 14’ 37.53"” W, Florencia). Las
colonias de insectos fueron criados en salas climatizadas a 27 + 1 °C, 50 + 10/ HR, con un
fotoperiodo de 12:12 luz:oscuridad, y alimentados en dieta artificial segin modificaciones

realizadas sobre la metodologia propuesta por Monnerat et al. (1999).

Figura 2.1. Laboratorio de cria del picudo del algodonero ubicado en el INTA, Castelar, Buenos

Aires, Argentina.
Las jaulas empleadas para adultos son recipientes plasticos con fondos de malla plastica

y tapas de voile colocadas dentro de otro recipiente similar para la recoleccién de heces y

huevos (Figura 2.2). Los huevos fueron colectados cada dos dias, lavados con agua,

-40-



Capitulo 2 — Materiales y métodos generales

desinfectados con cloruro de benzalconio (0,3/ ) y sembrados sobre la superficie de una dieta
artificial. De esta forma, las larvas eclosionan, se alimentan y completan el desarrollo de los
estados inmaduros sobre la dieta. Una vez que se formadas las pupas e iniciada la emergencia,
los adultos fueron retirados y transferidos a las jaulas de oviposicidon (Figura 2.3). La dieta
empleada para larvas y adultos esta basada en agar, harina de algoddn, soja, germen de trigo,
glucosa, levadura, azlcar, sales minerales y vitaminas (Lecuona, 2009). Ademas, a la dieta se le
agregan conservantes que permiten utilizarla sin el problema de contaminacién fungica o

bacteriana.

Figura 2.2. Adultos de picudo del algodonero dentro de las jaulas de cria sobre dieta artificial.

Figura 2.3. (a) Huevos, (b) larva de segundo estadio, (c) larva de tercer estadio de A. grandis

criado sobre la dieta artificial.
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2.4. Bioensayos con adultos de A. grandis

Los adultos de A. grandis utilizados para los bioensayos fueron obtenidos de la cria de
laboratorio. Los adultos recién emergidos, que se identifican por poseer una coloracion rojiza
debido a que todavia no se produjo la esclerotizacion de la cuticula (Cuadrado, 2002), fueron
separados de la cria y colocados en recipientes con dieta artificial. La dieta ulizada para los
bioensayos es la utlizada en la cria masiva pero sin el agregado de tres de los compuestos
anticontaminantes (acido sérbico, nistatina y nipagim) debido a que pueden tener efectos
inhibitorios sobre los hongos entomopatdgenos a ensayar. A esta dieta se la llamé dieta sin
anticontaminantes. Los adultos fueron alimentados con esta dieta 24 h antes de la realizacion
de los ensayos. Los bioensayos consistieron en la inoculacién del hongo por el método de
inmersién, sumergiendo a los insectos en una suspensién de conidios durante 15 segundos. Las
suspensiones de conidios utilizadas fueron preparadas segun lo detallado en 2.2. Los adultos
inoculados fueron colocados sobre papel para absorber el exceso de liquido sobre los insectos y
se colocaron en envases plasticos de 86 mm de didmetro x 101 mm de altura (Polistor S.R.L.)
tapados con voile y colocados a temperatura y humedad controladas (segun el ensayo) y
fotofase de 12 h. Luego del bioensayo, los picudos adultos fueron alimentados con dieta sin
anticontaminantes las primeras 24 h y luego fueron alimentados con la dieta comun utilizada
en la cria masiva del picudo, la cual fue cambiada cada dos dias hasta la finalizacién del

bioensayo.
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3.1. Introduccion

El dafio en el algodén producido por A. grandis se genera cuando los adultos se alimentan
y oviponen sobre los pimpollos florales o las capsulas pequeias. Las hembras de picudo eligen
los pimpollos mds grandes para la oviposicidén, generalmente entre 5,5 y 8 mm de didmetro,
depositando un Unico huevo por sitio de oviposicién, y por lo general una Unica oviposicidon por
pimpollo (Everett y Earle, 1964; Showler, 2004; Showler, 2005; Esquivel, 2007). Las hembras
hacen una perforaciéon con el pico y en cada hueco depositan un huevo hasta alcanzar un
promedio de 119 huevos pudiendo llegar a un maximo individual de 368 huevos (Cross, 1973;
Monnerat et al., 2002). Everett y Earle (1964) y mas tarde Ferguson y Williams (1991) proponen
gue durante la oviposicién se depositan compuestos que actian disuadiendo a otras hembras
de reutilizar ese sitio de oviposicion, disminuyendo la competencia y aumentando el fitness de

los estadios inmaduros (Greenberg et al., 2003).

Existen tres estadios larvales con desarrollo endoéfito. Las larvas nacen luego de 3 a 5
dias y comienzan a alimentarse de los 6rganos reproductivos del pimpollo ocasionando grandes
pérdidas, debido a que durante el segundo o tercer estadio larval, estas producen una proteina
qgue causa la abertura de las bracteas y posterior abscision del pimpollo (Parrott et al., 1970;
Monnerat et al., 2002; Santos et al., 2003). Aproximadamente 6 h antes de que se forme la
pupa, las larvas disminuyen su actividad y dejan de alimentarse, este estado se conoce como
prepupa; aunque no se evidencié una muda entre el tercer estadio larval y la prepupa, se
observa un aplanamiento y ensanchamiento de los segmentos abdominales (Parrott et al.,
1970). Una vez que el adulto es maduro emerge saliendo del pimpollo o cédpsula en la que se
desarrollé. Las primeras horas posteriores a la emergencia del adulto, su exoesqueleto no esta
completamente esclerotizado y posee una coloracién rojiza. Los adultos recién emergidos
generalmente aguardan en las flores abiertas donde se pueden alimentar del polen mientras
completan el proceso de esclerotizacidn, el cual tarda cerca de 24 h tomando una coloracion

grisacea. Luego de la cépula, las hembras de 3 a 5 dias de edad comienzan a depositar los
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huevos. Durante este tiempo, conocido como periodo de preoviposicidn, las hembras se
alimentan probablemente utilizando estos recursos en la maduracién de los oocitos. El periodo
gue media entre la oviposicidon y la emergencia de los adultos es muy breve en condiciones
6ptimas de temperatura y humedad por lo cual podrian haber entre siete y diez generaciones

superpuestas en un ano de cultivo (Lanteri et al., 2003).

Como con todos los insectos, la tasa de desarrollo esta fuertemente influenciada por
factores ambientales como el fotoperiodo y la temperatura (Spurgeon y Raulston 1998;
Greenberg et al., 2005b; Greenberg et al., 2008) tanto como el sustrato de cria donde se
realizan las investigaciones (dieta artificial o pimpollos de diferentes especies de malvaceas)
(Cross, 1973; Gabriel, 2002; Monnerat et al., 2002). Sin embargo, en términos generales, el ciclo

de vida de A. grandis es completado entre los 17 y 21 dias (Cross, 1973).

Las tablas de vida son importantes para el estudio de la dinamica de las poblaciones
animales, especialmente artrépodos, como un proceso intermediario para estimar los
pardmetros relacionados con el crecimiento poblacional potencial, llamados pardametros
demograficos (Southwood, 1995; Maia, et al, 2000). La duraciéon de las fases de desarrollo y la
estimacion del crecimiento poblacional obtenidos de una tabla de vida de fertilidad,
constituyen importantes parametros bioldgicos. Los principales parametros asociados con una
tabla de vida de fertilidad son: tasa neta de de reproduccidn (Ry), tasa intrinseca de crecimiento
(rm), tiempo generacional medio (T), tasa finita de crecimiento (A) y tiempo de duplicacion (D)
(La Rossa y Kahn, 2003). El calculo de estos parametros ayuda a explicar las oscilaciones en la
densidad poblacional y proveen un mejor entendimiento de la dindmica poblacional de una
especie. El conocimiento de los parametros biolégicos y poblacionales de la especie constituye
una importante herramienta para desarrollar y establecer tacticas de manejo de una plaga
(Toapanta et al., 2005). Por ejemplo, mediante la comparacién del potencial de crecimiento
expresado a través de las tasas ri, y A, es posible evaluar la incidencia de productos naturales o

de sintesis sobre la biologia del insecto plaga (Toapanta et al., 2005).
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El objetivo de este estudio fue construir una tabla de vida y calcular los pardmetros
biolégicos de una poblacién de A. grandis criada en condiciones controladas de laboratorio y

sobre dieta artificial. Esta cria sera utilizada en los bioensayos de los capitulos contiguos.

3.2. Materiales y Métodos

Fue estudiada una cohorte criada sobre dieta artificial en condiciones de laboratorio
segun lo explicado en el Capitulo 2. Para ello se partié de 64 huevos que fueron colocados sobre
dieta artificial y mantenidos a 27 + 1 °C, 50 — 60/ de humedad relativa y fotofase de 12 h. Fue
registrado diariamente los cambios de estado (huevo, larva, pupa y adulto) y la mortalidad en
cada uno de ellos. Una vez emergidos los adultos, los mismos fueron sexados segin Sappington
y Spurgeon (2000) (Figura 4.2; Capitulo 4). Se armaron parejas y fue registrado diariamente el

nuimero de huevos por hembra hasta su muerte.

Los parametros biolégicos obtenidos fueron:
a. Periodos de estadios inmaduros, huevo, larva, prepupay pupa.
b. Periodo de preoviposicién, desde que nace la hembra hasta que comienza la
oviposicion.
c. Periodo de oviposicidn, tiempo que transcurre desde la puesta del primero hasta el
ultimo huevo.
d. Longevidad de las hembras adultas.

e. Numero de huevos depositado por hembra por dia y en toda su vida

A partir de la confeccion de tablas de vida se estimaron los siguientes parametros
poblacionales utilizando un programa especifico para el procesamiento de datos provenientes
de cohortes de laboratorio, denominado TABLAVI, el cual aplica el método “Jackknife” para el
calculo de los estimadores, intervalos de confianza del 95/ y los correspondientes errores
estandar, con los que es posible efectuar comparaciones entre las cohortes (La Rossa y Kahn,

2003):
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a. Tasa neta de reproduccion (Rg): numero de descendientes producidos en una
generacién por hembra.

b. Tasa intrinseca de crecimiento natural (r,,): tasa de cambio de tamafio de la poblacién
por individuo por unidad de tiempo. Este estimador puede ser utilizado con cardacter
predictivo y comparativo. El error estandar del estimador de r,, se calculé con el
procedimiento “Jackknife”.

c. Tasa finita de incremento (A): coeficiente por el cual la poblacidn se multiplica sobre si
misma por unidad de tiempo.

d. Tiempo generacional medio (T): periodo que transcurre en promedio entre el
nacimiento de una madre y el nacimiento de su descendencia.

e. Tiempo de duplicacién (D): nimero de unidades de tiempo requerido por la poblacion

para duplicarse en nimero.

Para la confecciéon de la tabla de vida, fueron ingresados al programa los datos de las
hembras y los de los estadios inmaduros que no sobrevivieron pero que habrian llegado a ser
hembras, utilizando proporcion de sexos 1:0,83 hembras:machos, y suponiendo que la

mortalidad de los estados inmaduros de las hembras y de los machos es la misma.

3.3. Resultados

El periodo de desarrollo de los estados inmaduros se detalla en la Tabla 3.1 y Figura 3.1.
La proporcién de sexos obtenida fue hembras:machos 1:0,83. El total de tiempo desde que la
hembra del picudo pone el huevo hasta que este llega a adulto fue en promedio 18,64 + 1,69
dias, registrandose la mayor mortalidad en el estado de huevo (42,19/ ). Las hembras adultas
vivieron en promedio 74,2 + 32,0 dias. Al evaluar el nUmero de huevos puestos por hembra en
funcidon del tiempo, se observa que los primero cuatro dias corresponden al periodo de

preoviposicion (Tabla 3.2). Luego de este periodo el nimero de huevos puestos por dia
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aumenta rdpidamente alcanzando un maximo entre los dias 15 a 19 de emergidas las hembras
adultas (Figura 3.2a). Luego del dia 32 de emergida la hembra, se redujo la tasa de oviposicion y
comenzo la mortalidad. A los 72 dias de emergidas las hembras, el 90/ de los huevos fueron
ovipuestos, y cerca del dia 86 la tasa de oviposicidn va tendiendo a cero, lo cual concuerda con
los periodos finales de la vida de la hembra (Figura 3.2b). La supervivencia media calculada fue

a los 63 dias (mediana) (Figura 3.3).

Los pardmetros obtenidos para la cohorte estudiada fueron tasa neta de reproduccion
(Ro) 176,35 * 23,95 hembra/hembra/generacion; tasa finita de incremento (A) 1,160 + 0,007
hembra/hembra; tasa intrinseca de crecimiento natural (r,) 0,148 + 0,006 hembra/hembra/dia;
tiempo generacional medio (T) 35,05 + 0,91 dias. Estos valores indican un crecimiento

poblacional, siendo el tiempo de duplicacién (D) de 4,66 £ 0,19 dias.

Tabla 3.1. Duracién de los estados inmaduros de A. grandis en cria sobre dieta artificial bajo

condiciones controladas de laboratorio a 27 °C, 50/ HR, 12:12 de fotoperiodo.

Duracion estado Minimo Maximo / mortalidad
Estado N
(dias) (dias) (dias) por estadio
Huevo 2,32+0,47 2 3 64 42,19
Larva 9,71+£0,71 8 11 37 5,41
Prepupa 1,94 +1,26 1 7 35 0
Pupa 4,67 £0,48 4 5 35 0
Total estados inmaduros 18,64 + 1,69 16 23 35 0
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Tabla 3.2. Duracion de los periodos de preoviposicién, oviposicidn, longevidad de las hembras

adultas y nimero de huevos ovipuestos por hembra de A. grandis.

Promedio * DS Minimo  Maximo N

Longevidad 74,24 + 31,96 dias 35 127 17
Periodo preoviposicion 4,71 + 1,26 dias 3 8 17
Periodo oviposicion 59,88 + 29,79 dias 21 117 17
Numero huevos / hembra 397 + 119 huevos 166 544 17

Figura 3.1. Estados del ciclo de vida del picudo del algodonero y duracién estimada de cada

estadio en condiciones controladas de laboratorio a 27 °C, 50/ HRy fotofase 12 h.
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Figura 3.2. (a) Numero de oviposiciones por hembra de A. grandis por dia; y (b) Curva de

oviposicion acumulada lo largo de su vida desde su eclosién (dia 0).
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Figura 3.3. Porcentaje de supervivencia de las hembras de A. grandis.

3.4. Discusion

Respecto a la oviposicidn, se observd que las hembras de A. grandis concentran el
maximo esfuerzo reproductivo al inicio de su vida. La tasa de oviposicion aumenta rapidamente
obteniendo un pico de oviposicidn al inicio de la vida y luego desciende hasta la muerte de las
hembras. Un modelo similar fue observado por Greenberg et al. (2005b; 2008), donde la
oviposicion de hembras de A. grandis a distintos fotoperiodos y temperaturas mostré un
temprano incremento hasta un pico, luego un plateau y disminucidén posterior. Rabinovich
(1980) encuentra que si bien existe una variabilidad en relacién con el esfuerzo reproductor en
funcién de la edad para distintas especies de artrépodos, es comun que haya una edad donde
se concentra el maximo esfuerzo reproductivo, por lo general esto ocurre en edades tempranas

del periodo de madurez reproductiva. Por otro lado, las condiciones abidticas como la
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temperatura, la humedad y el fotoperiodo tienen influencia en el periodo de oviposicion

(Greenberg et al., 2005a; 2008).

Por ultimo, comparando la duracion del desarrollo de los estados inmaduros de los
picudos obtenido en este trabajo de 19 dias con el ciclo fenoldgico del algoddon de
aproximadamente 180 dias (Capitulo 1), se puede concluir que esta plaga aparece en la fase
inicial del cultivo, donde, luego de 30 dias aparecen los primeros pimpollos y las hembras
comienzan a alimentarse y oviponer. La poblacidn de A. grandis tendria un potencial de entre 7
y 8 generaciones por ciclo del cultivo (anual). Este resultado apoya que el picudo del
algodonero es considerado una importante plaga del cultivo debido a su alto poder
reproductivo, representando una elevada capacidad de postura y reducido ciclo biolégico. Sin
embargo, este valor es hipotético debido a que en el campo existen otros factores que influyen

en la supervivencia y fecundidad de las hembras.
La informacién obtenida en este trabajo, fue utilizada para el planeamiento de la cria del

picudo y de los bioensayos. Asimismo, el estudio comparativo de la biologia permitio la

evaluacién de efectos subletales causados por los microorganismos.
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4.1. Introduccion

4.1.1. Hongos entomopatdégenos en el control del picudo del algodonero

En la busqueda de un agente de control microbiano apropiado, es importante considerar
varias caracteristicas de la especie seleccionada. En primer lugar, el hongo debe ser patdgeno o
capaz de matar al hospedador especifico que se busca controlar. El proceso infectivo de los
hongos entomopatdgenos involucra un complejo de interacciones con los insectos hospedantes
gue puede variar entre las especies de hongos y entre las distintas cepas de la misma especie
(Castrillo et al., 2005). En general, para encontrar y desarrollar hongos como agentes de control
bioldgico se debe comenzar por la seleccién de la especie mas apropiada a partir de una serie
de candidatos posibles, y luego seleccionar los aislamientos patdgenos dentro de dicha especie.
Para ello se debe determinar la eficacia del patégeno contra el hospedador target y elegir la
mayor cantidad de aislamientos apropiados, optimizando los procedimientos de crecimiento,
formulacion y aplicacion, determinando si el patégeno es seguro para organismos no target
(vertebrados e invertebrados), y por ultimo, evaluando si es posible un registro gubernamental

del ingrediente activo (hongo) y del producto final (Humber, 2009).

Los factores que determinan si la interaccién hongo-artréopodo logra producir una
infeccidon exitosa estan relacionados con la especificidad en la adhesion y germinacién de los
conidios en la cuticula del insecto y la evasién exitosa de las defensas del hospedador (Shah y
Pell, 2003; Capitulo 1). La adhesién del conidio a la cuticula puede involucrar mecanismos
especificos receptor-ligando y/o mecanismos inespecificos (Fargues y Remaudiere, 1977;
Bidochka et al.,, 1995; Holder y Keyhani, 2005). Por este motivo, para el desarrollo de un
micoinsecticida, es importante dedicar un esfuerzo inicial en seleccionar cepas altamente

virulentas para la plaga que se intenta controlar.
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Los hongos mads frecuentemente utilizados para el control de plagas son B. bassiana, M.
anisopliae, Lecanicillium lecanii, L. muscarium, L. longisporum, Nomurea rileyi, Isaria
fumosorosea e I. farinosa, debido a que tienen un amplio rango de hospedadores, son faciles de
manipular en cultivo, de producir y formular (Humber, 2009). Se sabe que los insectos de la
familia Curculionidae son susceptibles a la infecciéon por B. bassiana y M. anisopliae. Estas dos
especies de hongos han sido evaluadas como posibles agentes de control microbiano contra
varias especies de curculionidos como Callosobruchus maculatus (Murad et al., 2006),
Conotrachelus nenuphar (Alston et al., 2005), Metamasius spinolae (Tafoya et al., 2004),
Rhynchophorus ferrugineus (Dembilio et al., 2010), Sitophilus zeamais (Adane et al., 1996).
Ademads se demostré que estos hongos son capaces de causar muerte del picudo del
algodonero, tanto en laboratorio (Wright y Chandler, 1991; Silva, 2001; Giometti et al., 2010)
como en el campo (Wright y Chandler, 1992; Wright, 1993). En particular, existen trabajos en
otros paises donde se seleccionaron cepas de estas especies de hongos para el control del
picudo del algodonero (MclLaughlin, 1962; Wright, 1993; Wright y Chandler, 1991; 1992;
Bleicher et al, 1992; Oliveira et al., 1994; Silva, 2001). Sin embargo, no existen aislamientos
nativos seleccionados contra esta plaga, que debido a las normativas del Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), sea posible el registro y utilizacion como

micoinsecticidas en la Argentina.

4.1.2. Aislamiento de cepas nativas de hongos entomopatégenos

En la naturaleza, los hongos entomopatégenos pueden ser aislados de distintas fuentes.
El suelo es uno de los sitios mas comunmente utilizado para el aislamiento de hongos
entomopatogenos hipocreales. Muchas especies pueden ser encontradas tanto en suelos
cultivados como en habitats naturales. En el suelo los hongos entomopatégenos pueden
persistir, pero la proliferacion y dispersién son limitadas. La poblacién de conidios del suelo
proviene de los conidios infectivos liberados tras la esporulacién sobre los caddveres de los

artropodos hospedadores (Castrillo et al., 2005; Meyling y Eilenberg, 2007).
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Por otro lado, los hongos entomopatégenos se pueden encontrar en la naturaleza
infectando distintas especies de artrépodos. Estos pueden ser colectados en el campo e
incubados en laboratorio para aislar los conidios infectivos. Por ejemplo, B. bassiana ha sido
encontrado como patégeno natural en mas de 700 especies de hospedadores. El nimero de
conidios liberados por hospedador depende de la especie de hongo, especie de hospedadory el
tamafo del hospedador (Meyling y Eilenberg, 2007). Por ultimo, existen algunas evidencias de
los ultimos afios donde se sugiere que B. bassiana y M. anisopliae tienen el potencial para
participar en las interacciones planta-hongo como enddfitos (Vega et al.,, 2008; Vega et al.,

2009).

4.1.3. Efectos subletales de los hongos entomopatégenos

Si bien la relacién entre hospedador y el patdégeno por lo general es considerada
Unicamente en términos de virulencia, un aspecto importante de los hongos entomopatégenos
es la produccidon de efectos subletales, los cuales tienen una repercusién en la dindmica
poblacional de las especies susceptibles. Las alteraciones comportamentales producidas por los
hongos entomopatdgenos afectan parametros esenciales para la evolucidn de los patdgenos y

los hospedadores, como la transmisién y la longevidad (Roy et al., 2006).

Los entomopatdgenos generalmente requieren varios dias para matar a su hospedador.
Durante este periodo, los insectos pueden continuar alimentandose, aumentando el dafio del
cultivo hasta su muerte (Hajek, 1989; Fargues et al., 1994). Por esta razén, el control
microbiano ha sido muy criticado como una alternativa a los insecticidas quimicos. Sin
embargo, a diferencia de los productos de sintesis, los hongos entomopatégenos poseen
asociaciones parasiticas con los hospedadores. Los patdgenos y hospedadores coevolucionan,
adoptando diversas modificaciones comportamentales, fisioldgicas y ecoldgicas que aumentan

el éxito reproductivo y por lo tanto su fitness. Sin embargo, existen pocos trabajos donde se
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estudien estos efectos producidos por los hongos entomopatdgenos, entre los cuales incluyen
cambios en el comportamiento y/o alteraciones de los potenciales de supervivencia y
reproductivo de la progenie de poblaciones expuestas a estos hongos (Roy et al., 2006;

Torrado-Ledn et al., 2006).

Algunos estudios han investigado el efecto de la infeccidn fungica sobre la alimentacién
de distintos insectos hospedadores (Roy et al., 2006). Los resultados muestran que en
laboratorio, sobre larvas de insectos fitéfagos lepiddpteros y coledpteros, existe una
disminucion en el consumo de alimento de larvas infectadas con B. bassiana y M. anisopliae,
respecto a las sanas, probablemente debido a una disminucion de la actividad de los insectos
infectados (Ekesi, 2001; France et al., 2002; Tefera y Pringle, 2003). De este modo, el dafio en
los cultivos disminuye durante el tiempo de incubacién de la enfermedad debido a que los

artrépodos infectados se alimentan menos que los sanos.

El fitness de un individuo depende directamente del nimero de descendientes viables
gue este produce, y tanto el patégeno como el hospedador adoptan estrategias para maximizar
la eficacia reproductiva. Los hongos entomopatdgenos producen tanto efectos directos en la
fecundidad, como cambios en la produccidon y en la respuesta a las feromonas sexuales.
Estudios en hongos hipocreales han demostrado que los hospedadores infectados
generalmente producen menor progenie (Baverstock et al., 2006). Ademas, cambios en la
produccién de feromonas sexuales han sido observados principalmente en insectos infectados
con hongos pertenecientes al orden Entomophthorales (Furlong et al., 1995; Reddy et al.,

1998).

Los objetivos del presente capitulo fueron obtener aislamientos nativos de los hongos
entomopatodgenos B. bassiana y M. anisopliae a partir de cadaveres de insectos y muestras de
suelo provenientes de localidades endémicas de la plaga. Evaluar la patogenicidad y virulencia
de los aislamientos obtenidos en el marco de esta tesis y de aislamientos obtenidos de una

micoteca, sobre adultos de A. grandis y seleccionar aquellos que presenten mayor virulencia.
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Estudiar efectos subletales sobre la alimentacion y oviposicion de hembras de A. grandis
durante el periodo de incubacién de la enfermedad producida por los aislamientos

seleccionados.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Aislamiento de cepas nativas de B. bassiana y M. anisopliae

a) Aislamientos a partir de caddveres de insectos: Los insectos muertos provenientes de
muestras de campo, se colocaron en cdmaras humedas y se incubaron a 26 °C durante 3
a 7 dias. Transcurrido dicho periodo los caddveres fueron examinados bajo lupa y las

cepas de hongos entomopatdgenos fueron aisladas.

b) Aislamientos a partir de muestras de suelo del norte argentino: Se recolectaron
muestras de suelo de campos con cultivo de algoddn y presencia de A. grandis de dos
localidades de la provincia de Corrientes (San Roque: 27° 15' latitud S; Mercedes: 59°
37' longitud O), una localidad de la provincia de Formosa (26° 11' latitud S, 58° 18'
longitud O) y dos localidades de la provincia de Chaco (Colonia Benitez: 27° 27' latitud
S, Pablo Vispo: 58° 51' longitud O). Las muestras de suelo recolectadas se
conservaron en heladera a 8 °C hasta su procesamiento. Los aislamientos de hongos
entomopatogenosfueron realizados utilizando el método de dilucion y sembrando en
un medio selectivo. Para ello se pesaron en condiciones asépticas 10 g de suelo que
luego fueron transferidos a un frasco Erlenmeyer con 90 ml de Tween 80 (0,05/ )
estéril. Los frascos fueron agitados durante 10 a 15 minutos en agitador magnético.
Se realizaron diluciones decimales seriadas transfiriendo 1 ml de la muestra madre
en tubos de ensayo con 9 ml de Tween 80 (0,05/ ). Se sembraron 100 pl de cada
dilucién (incluyendo a la solucidn madre realizada en el Erlenmeyer) dispersando con
varilla de vidrio sobre toda la superficie de la placa de Petri conteniendo un medio

selectivo Oatmeal-CTAB compuesto por: harina de avena 20 g/l; CTAB 0.6 g/I; agar-
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agar 20 g/I; clorotetraciclina 5 mg/I (Posadas et al., 2012). Las placas se incubaron a

26 °C entre 6 y 15 dias.

Todos los aislamientos obtenidos a partir de cadaveres de insectos y muestras de
suelo, fueron purificados en placas de Petri conteniendo AMC 6 APG (segun la especie de
hongo) con el agregado de antibidtico (Cloranfenicol 0,5/ ), identificados segin Humber
(1997a) e incorporados en la micoteca del Laboratorio de Hongos Entomopatdgenos (IMYZA,

INTA Castelar) (Capitulo 2).

4.2.2. Patogenicidad sobre adultos de A. grandis

Fue analizada la patogenicidad de los aislamientos de hongos entomopatdgenos,
realizando un screening donde se evalud la mortalidad sobre adultos de A. grandis producida
por 66 aislamientos de B. bassiana y 28 de M. anisopliae. Estos aislamientos fueron los
obtenidos en el marco de este trabajo a partir de muestras de suelo y cadaveres de insectos
(4.2.1), y ademas fueron utilizados aislamientos conservados en la micoteca del Laboratorio de
Hongos Entomopatdgenos, IMYZA (Capitulo 2). El criterio con que se seleccionaron los
aislamientos pertenecientes a la micoteca fue intentar incluir una gran variedad de origenes
diferentes, o sea, de distintas especies de artrépodos o suelos de distintas localidades (Anexo
1). Los bioensayos fueron realizados sobre adultos no sexados de 24 h de edad utilizando el
método explicado en el Capitulo 2. Los adultos fueron inoculados sumergiéndolos en una
suspensién de 5x10® conidios/ml durante 15 segundos. También fue evaluado un testigo en
Tween 80 (0,05/ ) sin el hongo. Se realizaron cinco réplicas con 10 adultos cada una para cada

aislamiento y para el testigo.
Fue registrado el numero de insectos muertos diariamente durante 20 dias. Para

confirmar la infeccién fungica, los insectos muertos fueron colocados en camaras humedas e

incubados a 26 °C durante 3 dias. Se admitié hasta un 10/ mortalidad en los testigos, cuando
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superd este valor los ensayos fueron repetidos. Se calcularon los porcentajes de mortalidad
para cada aislamiento donde sdélo se tuvieron en cuenta los adultos muertos con infeccion
fungica confirmada vy se realizdé un promedio entre las cinco réplicas. Cuando el porcentaje de
mortalidad fue mayor al 50/ fue calculado el tiempo de supervivencia medio (TSso) basandose
en la funcién de distribucion de supervivencia de Kaplan - Meier y los intervalos de confianza
del 95/ considerando la dependencia de los datos (Andersen et al., 1993; Statsdirect, 2008). De
acuerdo con los resultados de los bioensayos, aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae
fueron preseleccionados cuando el porcentaje de mortalidad fue superior al 90/ vy los
aislamientos no presentaron dificultad para producir los conidios in vitro (datos no

presentados).

4.2.3. Virulencia sobre adultos de A. grandis

Fueron evaluadas las concentraciones letales del 50/ y 90/ (CLsg y CLgo, concentraciones
que eliminan el 50/ y 90/ de la poblacién, respectivamente) de los aislamientos que
presentaron mayores mortalidades y menores TSso en los ensayos de screening. Los
aislamientos utilizados fueron Ma 2, Ma 7, Ma 20, Ma 36, Ma 49, Ma 50, Bb 23, Bb 286, Bb 301
y Bb 302. Los aislamientos Ma 14 y Ma 35 no fueron utilizados porque, a pesar que produjeron
alta mortalidad de adultos en el screening, no eran faciles de producir los conidios para la
realizacion de los bioensayos. Para ello, para cada aislamiento fueron preparadas 6
suspensiones de conidios ajustadas a distintas concentraciones, utilizando una camara de
Neubauer y un contador electrénico. Las concentraciones evaluadas fueron 1x10°, 5x10°, 1x10’,
5x107, 1x10° y 5x10® conidios/ml. Para cada aislamiento se sumergieron los adultos de picudo
en las distintas suspensiones siguiendo el protocolo explicado en el Capitulo 2. Fueron
realizadas tres réplicas de 40 adultos cada una para cada aislamiento y concentracién, y un
testigo en Tween 80 (0,05/ ) sin conidios. Se registré el nimero de insectos muertos por dia
durante 15 dias. Los insectos muertos fueron separados y colocados en cdmaras hiumedas a 26
°C para confirmar la muerte por infeccidn flngica. Los datos fueron analizados utilizando un

software especifico para el andlisis Probit usando el programa Polo Plus®, versién 1.0
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(Robertson et al.,, 2003). El criterio utilizado para determinar las diferencia entre los
aislamientos de ClLsy y Clgg de los distintos aislamientos fue la falta de superposicién de los
intervalos de confianza del 95/ (Zhao et al., 1995). A partir de estos ensayos se seleccionaron
los aislamientos mas virulentos sobre el picudo del algodonero, es decir, aquellos que precisan
una menor concentraciéon de unidades infectivas para eliminar a la mitad la poblacién de la

plaga en estudio.

4.2.4. Efectos subletales

a) Efecto de los hongos entomopatdgenos sobre la alimentacion

Con el objetivo de evaluar el efecto de la infeccién en la alimentacién, adultos de A.
grandis recién emergidos fueron sexados segun la técnica de Sappington y Spurgeon (2000)
mediante la observacién del octavo terguito abdominal que en las hembras se encuentra movil
y en los machos es fijo y presenta una muesca (Figura 4.1b). Las hembras fueron separadas,
pesadas e inoculadas por el método de inmersidn en una suspension de conidios ajustada a la
Clsgde los aislamientos virulentos Bb 23 y Ma 20 seleccionados previamente. A pesar que los
aislamientos de B. bassiana, Bb 301 y Bb 302, presentan menores valores de ClLsy que Bb23,
estos no fueron utilizados, ya que al momento de realizar estos ensayos, aun no habian sido
aislados y probadas sus virulencias. Luego de la inoculacién, cada hembra fue colocada
individualmente en una placa de Petri con un pimpollo de algodén no infectado obtenido de
plantas de inverndaculo (7-9 mm de didametro medido en la parte mas ancha del pimpollo y con
bracteas intactas) (Greenberg et al., 2005). Los pimpollos fueron reemplazados diariamente

durante 4 dias.

El numero de orificios de alimentacién en los pimpollos de algoddn y el cambio en el peso
de las hembras fue registrado a las 24, 48, 72 y 96 h. Se sabe que las hembras de picudo
depositan los huevos en orificios que producen al alimentarse y luego los cubren con

excrementos y secreciones, donde cada orificio tapado corresponde a un huevo ovipuesto. Por
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este motivo, las punciones no tapadas realizadas por las hembras fueron consideradas como
punciones de alimentacidon exclusivamente y utilizadas para su analisis (Figura 4.2) (Everett y
Earle, 1964). Luego se mantuvieron los adultos y una vez muertos fue confirmada la infeccidn
fungica. Para cada aislamiento fueron evaluadas 15 hembras. Se realizd un control con el
mismo numero de hembras en Tween 80 (0,05/ ) sin conidios. Los datos de punciones de
alimentacion fueron comparados con el testigo usando ANOVA de medidas repetidas y la

ganancia de peso fue analizada a las 96 h utilizando una prueba de t (p < 0,05).

(a)

Figura 4.1. Métodos utilizados para sexado de (a) pupas de A. grandis segun Anderson (1968) y

(b) adultos de A. grandis segin Sappington y Spurgeon (2000)

-62-



Capitulo 4 — Seleccién de hongos virulentos contra A. grandis

Figura 4.2. Plantas de algoddn florecidas y dafios de alimentacion y oviposicion que producen

los adultos de A. grandis en los pimpollos de algoddn.

b) Efectos de los hongos entomopatogenos sobre la oviposicion

Se evalué el efecto de la infeccion fungica sobre la fecundidad del picudo del algodonero
mediante bioensayos segun lo explicado en el Capitulo 2. Para ello, fue determinado el sexo de
las pupas de A. grandis (Figura 4.1a) y se armaron parejas que se colocaron en envases de
plasticos con tapa de 46,5 x 29 mm (didmetro x altura). Una vez emergidos los adultos, las
hembras fueron pesadas y las parejas fueron tratadas con una suspension CLsg de conidios del
aislamiento Ma 20. Fueron realizados 26 repeticiones (cada pareja) con Ma 20 y 26 testigos sin
tratar. Cada hembra fue evaluada en el tiempo, registrdndose el nimero de huevos

depositados por dia por hembra durante 13 dias. El nUmero de huevos ovipuestos por las
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hembras testigo y las tratadas con Ma 20 fue comparado mediante un analisis de covarianza
donde el peso (mg) fue la covariable. El periodo de preoviposicidon de las hembras testigo y las
tratadas fue comparado mediante prueba de t (Baverstock et al., 2006). También fue registrado
el niumero de hembras muertas diariamente y confirmada la infeccién fungica por camara
hiameda. Ademads, fueron realizadas algunas disecciones del aparato reproductivo de las
hembras tratadas y sin tratar segin el método de Bennettova y Fraenkel (1981) y se observaron

las diferencias de morfologia en el aparato reproductivo de cada tratamiento.

4.3. Resultados

4.3.1. Aislamiento de cepas nativas de B. bassiana y M. anisopliae

Fueron obtenidos 5 aislamientos de M. anisopliae (Ma 47, Ma 48, Ma 49, Ma 50, Ma 51) y
dos aislamientos de B. bassiana (Bb 302, Bb 303) a partir de muestras de suelo (Figura 4.3). Los
aislamientos Bb 301 y Bb 316 (B. bassiana) fueron obtenidos de cadaveres de Dyscinetus
hidrophilides y A. grandis, respectivamente. Los aislamientos fueron incluidos en la micoteca

del Laboratorio de Hongos Entomopatdgenos, y luego utilizados en los bioensayos (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Aislamientos obtenidos de las muestras de suelo y cadaveres momificados.

Especie Nombre Fuente Origen

B. bassiana Bb 316 A. grandis (Col: Curculionidae) Las Brefias / Chaco

Bb 301  D. hidrophiloides (Col: Scarabaeide) Reconquista / Santa Fe

Bb 302 Suelo Las Toscas / Santa Fe
Bb 303 Suelo Las Toscas / Santa Fe
M. anisopliae Ma 47 Suelo Las Toscas / Santa Fe
Ma 48 Suelo Las Toscas / Santa Fe
Ma 49 Suelo Las Toscas / Santa Fe
Ma 50 Suelo Las Toscas / Santa Fe
Ma 51 Suelo Saenz Pefia / Chaco
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Figura 4.3. Muestra de suelo sembrada e incubada en una placa de Petri con un medio selectivo
OA-CTAB donde se diferencian los aislamientos de los hongos entomopatdgenos B. bassiana

(colonias blancas), M. anisopliae (colonias verdes) y P. lilacinus (colonias lilas).

4.3.2. Patogenicidad de los aislamientos

Todos los aislamientos de M. anisopliae fueron patégenos para el picudo del algodonero y
se obtuvo entre un 32 y 100/ de mortalidad. El 46/ de los aislamientos de esta especie
causaron mas del 90/ de mortalidad (Figura 4.4a). Respecto a los aislamientos de B. bassiana,
la mayoria no fueron patégenos o mostraron baja virulencia (Figura 4.4b). El Anexo 1 detalla el
porcentaje promedio de mortalidad (£ DE) y el TSso (Intervalos de confianza del 95/ de
Andersen) de adultos de A. grandis inoculados por inmersion en una suspensién con 5x10®

conidios/ml de todos los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae probados y el origen del

cual se obtuvieron los mismos.
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Basado en los bioensayos, 4 aislamientos de B. bassiana (Bb 23, Bb 286, Bb 301, Bb 302) y
6 de M. anisopliae (Ma 2, Ma 7, Ma 20, Ma 36, Ma 49, Ma 50) fueron seleccionados (Tabla 4.2).
Sin embargo, los aislamientos de M. anisopliae produjeron mayores valores de mortalidad en
adultos de A. grandis, mientras que sélo Bb 301 produjo un 92/ de mortalidad. Ademas, los
aislamientos de M. anisopliae presentaron menores valores de TSsg, que estuvieron entre 4y 6
dias, respecto a B. bassiana que fueron de 7 y 9 dias. Por ultimo, los aislamientos que
resultaron mas virulentos fueron obtenidos de fuentes variadas, tanto de suelo como de

diferentes érdenes de insectos hospedadores (Tabla 4.2).
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Figura 4.4. Distribucién de frecuencias de los porcentajes de mortalidad de adultos del picudo

del algodonero producidos por los distintos aislamientos de (a) M. anisopliae y (b) B. bassiana.
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Tabla 4.2. Porcentaje de mortalidad promedio (/ M + DE) y tiempo de supervivencia media

(TSso) (Intervalo de Confianza del 95/ de Andersen (ICgs)) de adultos de A. grandis inoculados

con 5x10® conidios/ml de los distintos aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana que

resultaron virulentos para A. grandis y el origen de los aislamientos.

Especie Aislamiento / M (max-min) TSsq (ICos) Origen
(dias)
M. anisopliae Ma 2 100 (100) 5,00 (4,87 -5,13) Acromyrmex lundi
(Hym.: Formicidae)
Ma 5 92 (70-100) 5,00 (4,74-5,26) Suelo
Ma 6 92 (80-100) 6,00 (5,64 — 6,36) Diloboderus abderus
(Col.: Scarabeidae)
Ma 7 100 (100) 6,00 (5,75 —6,25) D. abderus
Ma 14 98 (90-100) 6,00 (5,66 - 6,34)  A. lundi
Ma 16 92 (80-100) 5,00 (4,84 -5,16) A. lundi
Ma 17 92 (80-100) 5,00 (4,79—-5,20) A. lundi
Ma 20 100 (100) 6,00 (5,74-6,26) A. lundi
Ma 31 90 (80-100) 6,00 (5,54 — 6,46)  Suelo
Ma 35 98 (90-100) 5,00 (4,74 -5,26) D. abderus
Ma 36 94 (90-100) 6,00 (5,48 —6,52) Suelo
Ma 45 90 (80-100) 6,00 (5,24 -6,76) Suelo
Ma 49 98 (90-100) 6,00 (5,70 -6,30) Suelo
Ma 50 100 (100) 4,00 (3,57 -4,43) Suelo
B. bassiana Bb 23 90 (80-100) 7,00 (6,41-7,59) Diatraea saccharalis
(Lep.: Pyralidae)
Bb 286 90 (70-100) 8,00 (7,50-8,50) Rhamatocerus pictus
(Ort.: Acrididae)
Bb 301 92 (80-100) 9,00 (8,17-9,83) D. hidrophilides
(Col.: Scarabaeide)
Bb 302 90 (80-100) 7,00 (6,54—-7,46) Suelo

-68-



Capitulo 4 — Seleccién de hongos virulentos contra A. grandis
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(a) 0,5 mm

Figura 4.5. Adultos de A. grandis con conidios de (a) M. anisopliae y de (b) B. bassiana.
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4.3.3. Concentracion letal media de los aislamientos sobre el picudo del algodonero

Los valores de Clsg y Clgg de los aislamientos preseleccionados se muestran en la Tabla
4.3. Los aislamientos Ma 20 y Ma 50 presentaron los menores valores de CLsg y Clgg. Se observd
nuevamente que los aislamientos de B. bassiana fueron menos virulentos que los de M.
anisopliae. Una menor ClLsg indica una mayor virulencia del hongo, de manera que se requiere

una menor concentracién de conidios para eliminar el 50/ de la poblacién plaga.

Tabla 4.3. Concentraciones letales 50 y 90 (CLsg y Clgg); Intervalo de confianza del 95/ (ICqs); v
pardmetros de regresion a (ordenada al origen) y b (pendiente) estimados por el método de

Probit de los aislamientos probados contra adultos de A. grandis.

Aislamiento CLso Clgo b a X gl

(conx10®xml?)  (con x 10% x mI?)

Bb 23 0,86 C 9,86 B 1,17 -427 626 4 NS
(0,60 - 1,32) (5,06 — 28,4)

Bb 286 1,45 C 21,5C 1,07 -3,72 143 3 NS
(0,94 - 2,53) (9,23 -91,8)

Bb 301 0,45 BC 3,278 1,30 -499 472 4 NS
(0,32 -0,61) (2,18 - 5,65)

Bb 302 0,48 ABC 3,55 B 1,44 608 510 3 NS
(0,34 - 0,66) (2,17 - 7,44)

Ma 2 0,358 3,54 BC 1,28 -464 011 3 NS
(0,24 - 0,55) (1,79 -11,0)

Ma 7 0,338 2,57 B 1,27 -453 215 3 NS
(0,24 - 0,48) (1,44 - 6,51)

Ma 20 0,12 A 0,78 A 139 -481 377 3 NS
(0,09 - 0,16) (0,50 - 1,14)
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Ma 36 0,19 AB 0,96 AB 1,43 -528 511 3 NS
(0,14 - 0,26) (0,34 -1,77)

Ma 49 0,17 AB 1,54 AB 1,18 -3,47 39 3 NS
(0,12 - 0,25) (0,90 - 3,36)

Ma 50 0,11 A 0,94 AB 1,40 -493 098 3 NS
(0,09 - 0,18) (0,60 - 1,84)

x’indica el ajuste de los datos al modelo de Probit. NS indica un ajuste al modelo (5/ ) con gl
(grados de libertad). Los valores de CLsg seguidos por la misma letra, no muestran diferencias

basado en la no superposicion de los 1Cgs.

4.3.4. Efecto de la infeccion fangica sobre el comportamiento de alimentacién

La ganancia de peso (mg) de los picudos fue reducida cuando los mismos fueron
indculados con Ma 20 (t (32) = 4,01; p < 0,0003) y Bb 23 (t (28) = 3,17; p < 0,004). El nimero
promedio de orificios de alimentacién realizados sobre los pimpollos fue significativamente
menor en hembras infectadas respecto a las hembras control a partir de las 72 y 96 h luego del
tratamiento con el hongo (Fgp23(3, 84) = 3,86; p < 0,012; Fma20(3, 96) = 3,71; p < 0,014) (Figura
4.6avyb).

Ademas, se observd que las hembras testigo comenzaron a oviponer a las 96 h, mientras

gue las hembras tratadas con hongos entomopatdgenos no ovipusieron. Esto podria sugerir

una posible inhibicién en el comportamiento reproductivo.
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Figura 4.6. Efecto

de los aislamientos Bb 23 y Ma 20 sobre el nimero de orificios de

alimentacion sobre el pimpollo de algoddn. * indica diferencias significativas entre las medias

de cada tratamiento en un tiempo determinado (ANOVA de medidas repetidas; p < 0,001)
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4.3.5. Efecto de los hongos entomopatdgenos sobre la oviposicion

El periodo de preoviposicion donde no depositaron huevos las hembras testigo ni las
tratadas con Ma 20 no presentd diferencias significativas entre los tratamientos (Testigo = 3,46
+ 0,72 dias; Ma 20 = 3,61 £ 0,78 dias; t(45) = - 0,7; p = 0,5) (Figura 4.7). Luego de este periodo,
comenzd la oviposicidon, alcanzando valores maximos entre el dia 9 y 12 para las hembras
testigo donde el numero de huevos depositados por hembra por dia fue 17,22 + 0,44 en
promedio entre estas fechas. Sin embargo, las hembras tratadas con Ma 20 no alcanzaron este
nimero de oviposiciones diarias, ademas de registrarse un aumento en la mortalidad a partir
del octavo dia. El nUmero promedio de oviposiciones por hembra fue mayor en las hembras
testigo respecto a las tratadas con Ma 20 (Testigo = 137,38 + 46,6; Ma 20 = 27,81 + 46,54,
F(1,47) = 64,62; p < 0,0001). La mortalidad de las hembras tratadas con la CLsg del aislamiento
Ma 20 comenzé a partir del dia 8 y se registrd al final del ensayo 73,08/ de mortalidad de
estas, mientras que para las hembras testigo fue 3,85/ . Todas las hembras muertas al final del
ensayo presentaron infeccién fungica. El nimero total de huevos depositados por las hembras
testigo fue 3.297 huevos, mientras que las tratadas con Ma 20 pusieron 723 huevos (4,56 veces
menos). Por otro lado, se observd que algunos huevos e incluso algunas larvas nacidas a partir
de huevos depositados por hembras tratadas con Ma 20 desarrollaron la enfermedad vy
produjeron conidios de M. anisopliae (Figura 4.8 a y b), lo que sugiere que existe una

transmisién vertical del hongo.
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Figura 4.7. Numero de huevos por hembra por dia (representado por las barras) y porcentaje de

mortalidad acumulada (representado por las lineas), de las hembras testigo y tratadas con Ma

20.

Figura 4.8. Esporulacién de Ma 20 (M. anisopliae) sobre (a) larva; y (b) huevo nacidos a partir de

hembras de A. grandis infectadas.

Las disecciones fueron realizadas luego de finalizado el ensayo sobre una hembra tratada
con Ma 20 y una hembra testigo (Figura 4.9). Los drganos reproductivos de la hembra poseen

un par de ovariolas en cada lado del abdomen, constituyendo un ovario. El tamafio de las
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ovariolas varia segun la edad y estado reproductivo de la hembra (Burke, 1959). Se encontré

gue la hembra testigo poseia un desarrollo normal de las ovariolas, mientras que la hembra

tratada con Ma 20 mostré atrofia, sin encontrarse oocitos maduros.

Figura 4.9. Ovario de A. grandis disectado a partir de (a) una hembra testigo y (b) una hembra

tratada con Ma 20. ge, gemario; ov, ovariola; ol, oviducto lateral.

4.4. Discusion

4.4.1. Patogenicidad y virulencia de los aislamientos sobre A. grandis

Se encontré que las especies B. bassiana y M. anisopliae son patdgenas para adultos de A.

grandis, sin embargo, la capacidad de desarrollar la enfermedad y mortalidad sobre este

-75-



Capitulo 4 — Seleccion de hongos virulentos contra A. grandis

insecto varia segun el aislamiento y la especie. Silva (2001), probd 12 aislamientos de B.
bassiana de distintos origenes inoculando adultos de A. grandis con una suspension de 1 x 10°
conidios/ml. El rango de mortalidades que obtuvieron fue 15-83/, donde sdélo un aislamiento
fue capaz de producir mds del 65/ de mortalidad y con un tiempo de mortalidad media entre 5
y 11 dias, siendo mayor para las cepas menos virulentas. Por otro lado, Giometti et al. (2010)
evaluaron 9 aislamientos de B. bassiana provenientes de distintos hospederos y distintas
regiones geograficas sobre adultos de A. grandis recién emergidos inoculados en una
suspension de 1 x 10® conidios/ml. Los aislamientos evaluados por estos autores produjeron
entre 50 - 85/ de mortalidad con un tiempo de supervivencia media entre 2,3 y 8,66 dias. A
diferencia de lo presentado en los resultados de esta tesis, todos los aislamientos de B.
bassiana produjeron alta mortalidad. Estas diferencias pueden deberse a que estos autores
utilizaron en los bioensayos adultos de A. grandis obtenidos en campo, los cuales muchas veces
se encuentran en menor condicidn nutricional e inclusive con enfermedades, mientras que
trabajar con insectos criados en laboratorio minimiza otros factores posibles de mortalidad y
ademads garantiza poder utilizar una poblacién mas homogénea. Otros factores que influyen en
la virulencia de los aislamientos son la edad de los insectos y el método de exposicién al hongo
que se utilice, el cual puede ser por inmersion, pulverizacién, topicacion sobre el cuerpo del

insecto o tratar pimpollos de algodén y luego colocar a los insectos (Wright y Chandler, 1991).

En este trabajo se encontré que los aislamientos de M. anisopliae fueron mas virulentos
respecto a los de B. bassiana. Existen varios trabajos donde se encontraron resultados similares
con otros insectos, inclusive de la familia Curculionidae. Gindin et al. (2006) observaron que
cepas de M. anisopliae fueron mas virulentas y que el tiempo letal medio fue menor con
respecto a B. bassiana sobre larvas del picudo rojo de las palmeras, R. ferrugineus (Coleop.:
Curculionidae). Dubois et al. (2008) encontraron una mayor virulencia de las cepas de M.
anisopliae y B. brongniartii respecto a otras especies de hongos entomopatdgenos sobre
adultos de Anoplophora glabripennis (Coleop.: Cerambycidae). Quintela y Roberts (1992)
observaron una mayor virulencia de aislamientos de M. anisopliae respecto a los de B. bassiana

sobre larvas de Chalcodermus bimaculatus (Coleop.: Curculionidae).
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Los aislamientos que causaron alta mortalidad en A. grandis fueron obtenidos de una
amplia variedad de fuentes. En general, el rango de hospedadores descripto en estudios de
laboratorio no reflejaria el rango que se encuentra en la naturaleza. El rango bioldgico de
hospedadores es determinado por factores espacio-temporales tanto como por interacciones
fisiolégicas (Castrillo et al., 2005). Por ejemplo, Fernandes et al. (2011) observaron que varios
aislamientos de B. bassiana obtenidos de la naturaleza infectando garrapatas, no resultaron
significativamente mas virulentos contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae)
respecto a otros aislamientos obtenidos de otro artrépodos huéspedes. Cabe destacar que 4 de
los aislamientos que presentaron mayor virulencia (Bb 301, Bb 302, Ma 49 y Ma 50) fueron los

obtenidos durante el desarrollo de la tesis.

En base a los resultados obtenidos, fueron seleccionaron los aislamientos Ma 20 y Ma 50,

los cuales resultaron mas virulentos contra adultos de A. grandis.

4.4.2. Efecto de los hongos entomopatdgenos sobre la alimentacion

Al evaluar el efecto de un aislamiento de B. bassiana y uno de M. anisopliae sobre la
alimentacion de los adultos de A. grandis, se encontré que a partir de las 72 h disminuye el
dafio de alimentacién producida por los adultos respecto a los insectos sanos. Existen otros
trabajos donde se evalud el comportamiento de alimentacién de distintas especies de insectos
infectadas con Metarhizium spp. y Beauveria spp., sin embargo, este efecto no habia sido
evaluado sobre A. grandis. France et al. (2002) evalud 4 aislamientos nativos de B. bassiana
sobre el consumo de alimento de adultos de Asynonychus cervinus (Coleop.: Curculionidae), y
encontraron que la ingesta de alimento en insectos infectados disminuye a través del tiempo
hasta la muerte. Ekesi (2001), quien evalud el efecto de B. bassiana sobre la alimentacién de
Ootheca mutabilis (Coleop.: Chrysomelidae), observé que el consumo diario de alimento en

insectos tratados fue significativamente menor luego de dos dias de la aplicacion del
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tratamiento respecto a los testigos. Fargues et al. (1994) trabajé con el cuarto estadio larval de
Leptinotarsa decemlineata (Coleop.: Chrysomelidae), infectado con B. bassiana y encontraron
una reduccion significativa del consumo de alimento luego de 2 dias del tratamiento. Tefera y
Pringle (2003) estudiaron el consumo diario de alimento por el barrenador moteado del tallo,
Chilo partellus (Lepidoptera: Pyralidae), y observaron que este parametro disminuye luego de 4
y 5 dias del tratamiento con B. bassiana y M. anisopliae, respectivamente, y un aumento en la

concentracion de conidios resultaba en una mayor reduccién del consumo de alimento.

Los hongos entomopatégenos han sido ampliamente criticados debido a que durante le
periodo de infeccién la plaga continda alimentdndose y realizando dafos en el cultivo, sin
embargo, los efectos subletales encontrados sobre la alimentacion podria en parte
contrarrestar el hecho que el tiempo en que mueren los insectos tratados con micoinsecticidas

es mayor comparado con los insecticidas convencionales.

4.4.3. Efecto de los hongos entomopatoégenos sobre la oviposicion

Un hallazgo interesante en este trabajo fue que al tratar hembras de A. grandis con Ma 20
la fecundidad disminuyd. Si bien el tiempo de preoviposicién no presentd diferencias entre
hembras sanas e infectadas con Ma 20, el nimero de oviposiciones totales por hembra fue 5
veces menor para las hembras infectadas durante los 13 dias que fueron evaluadas (Testigo =
137,38 + 46,6; Ma 20 = 27,81 + 46,54). Si se considera que las hembras pueden vivir en
promedio 74,24 + 31,96 dias y poner en promedio un total de 397 huevos (Capitulo 3), esta
diferencia entre el nUmero de oviposiciones por hembras tratadas con Ma 20 y testigo seria
mucho mayor. Ademas, algunos huevos y larvas nacidas de estas hembras estaban infectados
con Ma 20, si bien la tasa de transmision vertical no fue evaluada en este trabajo. Similarmente,
Gindin et al. (2006) encontré que hembras tratadas con B. bassiana y M. anisopliae de R.
ferrugineus (Coleop.: Curculionidae) disminuyeron el periodo de oviposicion y la fertilidad fue

tres veces menor que las hembras testigo. Sin embargo, a diferencia de lo observado en este

-78-



Capitulo 4 — Seleccion de hongos virulentos contra A. grandis

trabajo, el promedio de huevos puesto por hembra por dia no difirid entre hembras tratadas
con M. anisopliae y las hembras testigo. Castrillo et al. (2011) estudiaron el efecto de los
hongos B. bassiana y M. anisopliae sobre la postura de Xylosandrus germanus (Coleop.:
Scolytidae). Estos autores encontraron que las posturas de las hembras tratadas fueron mas
pequefias, y algunas tenian hasta el 100/ de la progenie infectada. Similarmente, la fecundidad
de hembras de Serangium japonicum (Coleop.: Coccinellidae) infectadas con L. lecanii
disminuye sin afectar el tiempo de preoviposicion (Fatiha et al., 2008). En esta tesis, las
hembras de A. grandis infectadas con Ma 20 sufrieron una disminuciéon en la fecundidad,
sugiriendo que los recursos del hospedador fueron utilizados por el patégeno. Por lo contrario,
otros trabajos sugieren que los hospedadores pueden mantener o incrementar la producciéon
de huevos en respuesta a estados tempranos de la infeccidon asegurandose que parte de su

potencial reproductivo resulte exitoso (Blanford y Thomas, 2001).

Por ultimo, la transmision es la dispersion de propdgulos infectivos de un huésped
infectado a un nuevo huésped y puede ocurrir horizontalmente (a menos de una generacién) y
vertical (entre generaciones) intraespecifica, interespecifica y a escala local de una sola planta o
a escala de paisaje (Baverstock et al., 2010). De este modo, la transmisidon es un parametro
clave que determina la velocidad de propagacion de los hongos entomopatdgenos dentro de las
poblaciones y, por lo tanto, el potencial del patdégeno para su uso como un agente de control
microbiano (Steinkraus, 2006). Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que puede
existir una transmision vertical del hongo entomopatdgeno en A. grandis. Este hecho tendria
como posible resultado reducir la descendencia de hembras infectadas, disminuyendo el
nimero y dafio producido por la plaga, ademas de aumentar la posibilidad de contagio de la
enfermedad a otros picudos en el campo. Sin embargo, estas hipotesis deben ser mejor

estudiadas.
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5.1. Introduccion

Los hongos entomopatégenos son microorganismos que se emplean como tactica de
control de artrépodos plaga en distintos paises, tanto como Unica medida de control como
inserto dentro de la estrategia de Manejo Integrado de Plagas (MIP) donde se combinan
distintas técnicas de una forma compatible (Shah y Pell, 2003). La aplicacién en campo muchas
veces es dificultosa debido a que estos hongos, a diferencia de los insecticidas quimicos, son
organismos vivos, y como tales estan influenciados por un gran ndmero de factores, tanto
bidticos como abidticos. Entre los primeros se citan las interacciones con microorganismos
antagonicos y microbiota del filoplano y, entre los segundos, a la temperatura, irradiacion,
residuos de agroquimicos y humedad. Estos factores influyen en la supervivencia y la capacidad
de causar enfermedad (Inglis et al., 2001; Asi et al., 2010; Jaronski, 2010), por lo cual es
importante evaluarlos para analizar cémo afectan la eficiencia de control de estos hongos en el

campo y lograr un control exitoso de la plaga.

La temperatura afecta la supervivencia de los conidios y capacidad infectiva del
patégeno, tanto como la susceptibilidad, resistencia y supervivencia media de los hospedadores
(Roy et al., 2006). El conocimiento del efecto de la temperatura sobre el crecimiento fungico
puede ser considerado como un punto de partida para la seleccién de cepas adaptadas a
ambientes particulares (Vidal et al. 1997; Devi et al. 2005). La radiacién solar, en particular los
componentes UV-A (320-400nm) y UV-B (280-320 nm), es uno de los factores de mayor
mortalidad de conidios y responsable de la corta persistencia de los micoinsecticidas en el
campo. Por esta razén, muchos estudios se basan en buscar cepas con alta resistencia natural a
esta radiacion y evaluar distintos fotoprotectores que puedan ser adicionados en la formulacién
sin incrementar demasiado los costos del producto final (Jaronski, 2010). Por otro lado, el uso
conjunto sobre un mismo cultivo de estos hongos con insecticidas o herbicidas incompatibles
puede inhibir el desarrollo y reproduccién de los patédgenos, no obteniendo el control de Ila

plaga esperado (Hirose et al., 2001).
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Otro factor importante que afecta la persistencia de los conidios en el campo es la lluvia.
Los conidios aplicados sobre la superficie de las hojas como suspensién acuosa pueden ser
lavados facilmente con las precipitaciones (Inglis et al., 2000). Sin embargo, cuando estos
hongos son aplicados en una formulacidn oleosa o emulsion aceite/agua, la pérdida de conidios
es menor (Jackson et al., 2010). Una forma de evitar la pérdida de los conidios causada por la
lluvia, es considerar antes de cada aplicacion la probabilidad de precipitaciones préxima a la

misma.

5.1.1. Compatibilidad con insecticidas quimicos

Un importante aspecto del control microbiano de insectos es su integracién con el
control de plagas utilizando agroquimicos (Neves et al., 2001). Inicialmente, se debe conocer la
compatibilidad entre los patdgenos con otras practicas agricolas debido que el uso de
productos quimicos incompatibles en conjunto con los hongos entomopatégenos pueden
inhibir el desarrollo y reproducciéon de los patégenos en el campo (Hirose et al., 2001; Jaronski,
2010). La accion de los insecticidas quimicos sobre los hongos entomopatégenos puede variar
dependiendo de la especie y cepa del patégeno, la naturaleza del producto quimico y la dosis
utilizada (Alves et al. 1998, Purwar y Sachan, 2006). El conocimiento de la interaccién entre los
hongos entomopatdgenos y los insecticidas quimicos es importante para la eleccién de los

productos quimicos adecuados a utilizar dentro de programas de MIP.

Una vez que se conoce la compatibilidad entre el insecticida y el hongo, es factible el uso
de mezclas hongo - insecticida en el manejo de plagas. En este caso, se deben conocer las
interacciones toxicoldgicas entre ambos. Las interacciones entre dos agentes tdxicos se pueden
clasificar de acuerdo al efecto que produce la mezcla sobre el insecto. Un efecto aditivo es
cuando la accién conjunta de los compuestos da un efecto total igual al esperado. El efecto
sinérgico es cuando la accién conjunta de los compuestos da un efecto total mayor al esperado.

La potenciacidén es un tipo particular de sinergismo, en el que una sustancia que no ejerce
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efecto aumenta los efectos de la otra sustancia. Por ultimo, un efecto antagdnico es cuando la
accién conjunta de una mezcla de compuestos da un efecto total menor al esperado de la
mezcla (Kosman y Cohen, 1996). En algunos casos, el uso de productos compatibles asociados
con los hongos entomopatdgenos podrian incrementar la eficiencia del control (Hirose et al.,
2001). En diferentes estudios, B. bassiana y M.anisopliae han sido probados en combinacién
con dosis reducidas de insecticidas y se ha encontrado distintos resultados. Si bien, algunos
insecticidas pueden inhibir la actividad de B. bassiana y M. anisopliae produciendo un efecto
antagénico (Ramaraje et al.,, 1967; Anderson y Roberts, 1983), en otros casos fueron
encontrados efectos aditivos y sinérgicos de los hongos entomopatégenos con distintos
insecticidas quimicos (Quintela y McCoy, 1997; Purwar y Sachan, 2006; Ericsson et al., 2007).
Una posible explicacion al sinergismo, es que dosis subletales de quimicos generan un estrés en
la plaga haciéndola mas sensible a la accion del patégeno, o de la misma forma, el hongo hace
gue la plaga sea mas susceptible a la accién de los insecticidas quimicos (Purwar y Sachan,
2006). En el caso de encontrar efecto aditivo o sinérgico, las mezclas hongo - insecticida podrian
reducir significativamente las aplicaciones y la cantidad de insecticida utilizado y minimizar la
contaminaciéon tanto como retrasar la expresién de la resistencia de los insectos a los mismos

(Anderson y Roberts, 1983).

5.1.2. Efecto de la temperatura

La temperatura es un importante factor que afecta la eficiencia de los hongos
entomopatdgenos. Para evaluar la capacidad de los hongos en el control de una poblacién
plaga, es necesario considerar tanto la virulencia de ese hongo a la especie que se quiere
controlar como su fitness dentro de las condiciones ambientales en las que se encuentra la
misma. El calor y el frio son dos factores abidticos ambientales muy importantes que restringen
el uso de los hongos como agentes para el control biolégico de insectos. Para un desarrollo
exitoso como agentes de control microbiano, los hongos entomopatdgenos deben estar

adaptados a las condiciones climaticas a las cuales serd expuesto, en particular la temperatura
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en el lugar en que va a ser empleado (Vidal et al., 1997; Tefera y Pringle, 2003; Li y Feng, 2009).
Sin embargo, los conidios del hongo en la naturaleza se encuentran expuestos no sélo a las
condiciones macroambientales, sino también a condiciones del microambiente. Un ejemplo es
el comportamiento de termorregulacion de algunos insectos infectados con patégenos
(comunmente langostas), como una forma de defensa contra el patégeno. Estos elevan la
temperatura corporal muchas veces exponiéndose directamente a la radiacion solar y de esta
forma consiguen eliminar a los microorganismos patégenos (Ouedraogo et al., 1997; Ekesi et

al., 1999).

En el laboratorio, la velocidad con que se desarrolla el micelio, y por lo tanto la velocidad
en que evoluciona la infeccion, depende de la temperatura (Samuels et al., 1989). En general,
los valores 6ptimos de crecimiento estdn entre los 20 y 30 °C (por ejemplo, 25 °C para B.
bassiana, y 27-28 °C para M. anisopliae), pero se encontrd una gran variabilidad en la respuesta
a la temperatura segun la especie y la cepa evaluada (Ferron et al., 1991). Se pueden reconocer
tres grupos de cepas de M. anisopliae segun el comportamiento frente a la temperatura: (1) las
capaces de germinar a 5 °C (activos en frio); (2) las capaces de germinar a 37 °C (activos en

calor), y (3) las incapaces de germinar a estas temperaturas (mesotérmicos) (Yip et al., 1992).

La mayoria de los cultivos de algoddn en la Argentina se encuentran en el norte del pais.
En esta zona el clima es subtropical y la temperatura alcanza valores muy elevados durante el
verano (época donde el cultivo de algoddn se encuentra presente). Por ejemplo, en el sudoeste
chaquefio, los meses mas calidos, presentan una temperatura media de 28 °C al norte y 27 °C al
sur, y los mas frios presentan medias de alrededor de 15,5 °C al norte y 13 °C al sur, siendo las
maximas absolutas en el verano 44,8 °C y minima absoluta en invierno de -7,5 °C para una serie
histdrica de 70 afios (Herrera, 2009). Por este motivo, es importante considerar el rango de
temperatura encontrado en los ecosistemas agricolas en que va a ser utilizado el
micoinsecticida, especialmente en la temperatura ambiental extrema en el norte de nuestro
pais y seleccionar aislamientos capaces de adaptarse a estas condiciones (Ferron et al., 1991;

McCammon y Rath, 1994).
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Los objetivos de este capitulo fueron:
i.  Estudiar la compatibilidad entre los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae
seleccionados con los agroquimicos utilizados para el control del A. grandis en el campo.

ii.  Evaluar si existe un efecto sinérgico, aditivo o antagdnico entre los insecticidas quimicos
y los aislamientos seleccionados.

iii. Determinar el efecto de la temperatura sobre el crecimiento radial y germinacidon de
conidios de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae seleccionados en ensayos in
vitro.

iv.  Comparar la virulencia de estos aislamientos contra adultos de A. grandis a diferentes

temperaturas de incubacion.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Compatibilidad entre las cepas preseleccionadas y los agroquimicos cominmente

utilizados en cultivos de algodon

La compatibilidad in vitro de los aislamientos de B. bassiana (Bb 23, Bb 301 y Bb 302) y
M. anisopliae (Ma 20, Ma 49 y Ma 50) fue estudiada con tres insecticidas comunmente
utilizados para el control del picudo del algodonero: dos piretroides, Furia (zetametrina 18/,
FMC Latinoamerica S.A., Argentina) y Atrion (beta-cipermetrina 10/, Chemotecnica S.A,,
Argentina), y un organoclorado, Thionex L (endosulfan 35/, Magan Argentina S.A., Argentina).
Los insecticidas fueron seleccionados de la lista de insecticidas aprobados por el SENASA para
su utilizacién en el control del picudo del algodonero (Anexo 2). En la tabla 5.1 se presenta una
lista de productos quimicos utilizados y registrados en la guia de productos fitosanitarios
(CASAFE, 2007), la formulacién, concentracion y las dosis recomendadas para la aplicacién en el
campo. El procedimiento utilizado que se detalla a continuaciéon fue modificado a partir de
Lecuona et al. (2001). Las concentraciones finales del insecticida fueron ajustadas a 10, 50, 100,

and 200/ de la dosis recomendada para la aplicacion en campo (/ DR) en Tween 80 (0,05/ ),
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dentro de frascos Erlenmeyer (Tabla 5.1). Los conidios de cada aislamiento fueron incorporados
a cada frasco de insecticida como 0,2 ml de una suspensién conteniendo 5 x 10’ conidios/ml,
llegando a un volumen final de 50 ml (Figura 5.1a). Se realizaron tres réplicas (tres Erlenmeyer)
por tratamiento, incluido un testigo con los conidios solos, sin insecticida (0/ DR). Las mezclas
fueron agitadas a 200 rpm por 16 h a 27 + 1 °C (Figura 5.1b). Luego de la incubacidn, se
realizaron 3 diluciones seriadas 1:10 de cada mezcla y 0,1 ml de cada dilucién y de la suspension
madre fue sembrado en placas de Petri con AMC (para los aislamientos de B. bassiana) o APG
(para los aislamientos de M. anisopliae) e incubados a 27 + 1 °C. Las UFC fueron contadas luego
de tres dias, y se calculd el porcentaje de supervivencia (Figura 5.2). Para cada tratamiento, al
menos cuatro placas fueron contadas. Todos los tratamientos fueron comparados con el testigo
y se calculd el porcentaje de supervivencia de los conidios considerando a las UFC del testigo
como el 100/ . Los datos de UFC de cada tratamiento fueron comparados mediante ANOVA y
prueba de Tukey (a = 0,05). En los casos que no se cumplieron los supuestos de homogeneidad

de varianzas y normalidad, se realizo la transformacién x’ = (x + 0,5)1/2.

Tabla 5.1. Productos quimicos para el control del picudo del algodonero, registrados en la guia
de productos fitosanitarios (CASAFE 2007). Nombre del principio activo, tipo de formulaciéon
(TF), concentracion del producto comercial, dosis recomendada para la aplicacién a campo (DR)

y nombre comercial del producto.

PRODUCTOS TF* CONC. DR NOMBRE COMERCIAL
beta-ciflutrina SC 12,5/ 80-100 cc/ha Bulldock Zamba
beta-ciflutrina EC 5/ 200 - 250 cc/ha Beta Baitroyd 5 EC Zamba
beta-cipermetrina EC 10/ 250 cc/ha Atrion

ciflutrina EC 5/ 350 - 450 cc/ha Baytroid 5

deltametrina EC 5/ 200 — 250 cc/ha Decis 5 EC

deltametrina

deltametrina

EC

SC

5/

5/

200 — 250 cc/ha

200 - 250 cc/ha

Tendal Zamba

Bitam Flow 5 SC
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endosulfan
metidation
metidation
zetametrina
zetametrina

cipermetrina

EC

EC

WP

EC

EC

EC

35/

40/

40/

18/

40/

25/

1,5 a 2 litros/ha
250 cc/ha

750 g/ha
170-220 cc/ha
80-100 cc/ha

250-350 cc/ha

Varias marcas
Supracid
Supracid 40 WP
Furia

Furia 40 EC

Varias marcas

*Tipo de Formulacién: SC = suspensiones concentradas, EC = liquidos emulsionables, WP =

polvos mojables.
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Figura 5.1. (a) Puesta en contacto de los conidios con el insecticida dentro del flujo laminar; (b)

Incubacion de los Erlenmeyer en agitacidon a 200 rpmy 27 °C.
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Bioensayos de compatibilidad

Dilucion y dispersion de 100 ul
sobre placas con AMC o PDA

Insecticida Conidios de B. bassiana o
(endosulfin o M. anisopliae
zetametrina o beta- .
; ; 2x10° con/ml
cipermetrina)

Incubacion Over night

26°Cy 200rpm E—ﬂ
| T

Incubacion
72 h, 26°C

Tween 80 (0.05%)
volumen final 50ml

Concentraciones finales (Tres frascos
erlenmeyer por tratamiento)

*10 %DR

* 50 % DR Se contaron 4 placas por
*100% DR tratamiento

*200% DR

Variable: UFC/ml

* Testigo sin insecticida

Figura 5.2. Método utilizado para los bioensayos de compatibilidad.

5.2.2. Interaccion toxicoldégica hongo-insecticida sobre adultos de A. grandis

Se evalué el efecto conjunto de uno de los insecticidas quimicos utilizados en la seccién

anterior, Furia (zetametrina 18/ ) y el aislamiento Ma 20. Se utilizo este aislamiento debido a

gue es el que mayor virulencia presento de los aislamientos compatibles con los insecticidas

segun el ensayo anterior y los resultados obtenidos en el Capitulo 4. Los bioensayos fueron

realizados inoculando adultos de A. grandis mediante el método de inmersion como fue

explicado previamente (Capitulo 2). Se utilizé un modelo al azar factorial donde se probaron

tres concentraciones del insecticida (10/, 50/ y 100/ DR) con dos concentraciones letales de

Ma 20 (CLsp y ClLgo) calculadas anteriormente (Capitulo 4). El testigo fue realizado en Tween 80
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(0,05/) sin conidios ni insecticida (sin conidios x 0/ DR). Se realizaron 3 repeticiones de 20

adultos de A. grandis para cada uno de los tratamientos y para el testigo.

La primera manifestacion de la intoxicacién con piretroides en el insecto es la pardlisis
del tercer par de patas, seguida por temblores y otros efectos de incoordinacién al caminar. Los
piretroides no producen una muerte rdpida, sino que se caracterizan por producir un efecto de
“volteo” o knockdown: el insecto recostado sobre su dorso no puede volver a su posicidn
normal, es una paralisis muy rdpida y reversible. Los insectos pueden permanecer volteados
varias horas o dias (segun la dosis y la especie) y luego se recuperan (Alzogaray y Zerba, 1997).
Por este motivo, se registré el nUmero de adultos volteados por el insecticida a las 24h luego del

inicio del ensayo y el niumero de adultos muertos luego de 15 dias.

Los insectos muertos al final del ensayo fueron colocados en camaras humedas para
confirmar la infeccion por Ma 20. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de dos

factores (/ DR x CL) y pruebas a posteriori de Tukey (p<0,05).

5.2.3. Efecto de la temperatura sobre los aislamientos

Se evaluo el efecto in vitro de la temperatura sobre el crecimiento radial y germinacion
de conidios de los aislamientos de B. bassiana o M. anisopliae mas virulentos contra A. grandis
seleccionados en el Capitulo 4. Los aislamientos evaluados fueron Bb 23, Bb 301, Ma 20 y Ma
50. Estos aislamientos fueron utilizados debido a que son los que presentaron mayor virulencia
y resultaron compatibles con los insecticidas segln el ensayo anterior y los resultados
obtenidos en el Capitulo 4. El aislamiento Bb 23 fue utlizado porque es el que se encontraba en

proceso de formulacién por la empresa Biagro S.A. en ese momento.

Para los aislamientos de B. bassiana (Bb 23, Bb 301) los conidios fueron obtenidos

raspando la superficie de las placas de Petri de menos de 15 dias de incubacion. En el caso de
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los aislamientos de M. anisopliae (Ma 20, Ma 50), los conidios fueron obtenidos mediante
produccién en bolsas de arroz (Bahiense et al., 2006). Las concentraciones de las suspensiones
realizadas fueron cuantificadas utilizando una camara de Neubauer y la viabilidad de los
conidios fue evaluada mediante la prueba de germinacién (> 95/ ) antes de los experimentos

(Wraight et al., 2007).

a) Efecto de la temperatura sobre el crecimiento radial

Para evaluar el crecimiento radial del micelio, se inocularon placas de Petri con medio
de cultivo con suspensiones de conidios con una concentracidon de 10° conidios/ml. Sobre la
superficie de cada placa fue colocada una gota en el centro utilizando un ansa calibrada de 5 pl.
El didmetro del inoculo inicial resultante fue 4 mm. Las placas fueron incubadas a 23, 27, 30, 35
y 38 °C y oscuridad. Fueron realizadas 6 réplicas (placas) por tratamiento (aislamiento x
temperatura). El crecimiento de la colonia a cada temperatura fue registrado midiendo el
didmetro (mm) de la colonia en dos lineas perpendiculares previamente marcadas (Figura 5.3).
El didmetro de la colonia se registré diariamente durante la primera semana y luego algunos

datos fueron colectados hasta 15 dias luego de la inoculacién.

Los datos de didmetro de las colonias medidos (entre el 3° al 14° dia) fueron ajustados a
una regresion lineal, donde la pendiente de la recta representa la tasa de crecimiento radial
(TCR; mm/dia) (Fargues et al., 1992; Vidal et al., 1997). Este pardmetro fue utilizado para
evaluar la influencia de la temperatura en el crecimiento radial. La TCR por aislamiento y por

temperatura fue expresada como la tasa media de las seis réplicas.

Las TCR (pendientes) fueron analizadas mediante ANOVA y prueba a posteriori de Tukey

(p<0,05).
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Variable medida:
didmetro colonia

Suspensién de conidios de B.

. L Incubacién -
bassianay M. anisopliae con una o
L 239C
concentracién de 1x10° con/ml 279C
309C
) 359C
Se siembra 5 pl en el 38°C

tro de la pl
Tenro elaplaca > S >

Figura 5.3: Diagrama del método utilizado para evaluar el crecimiento radial de las colonias de

B. bassiana y M. anisopliae en el tiempo y a distintas temperaturas de incubacion.
b) Efecto de la temperatura sobre la germinacion de los conidios

Con el objetivo de evaluar la germinacién de conidios de los aislamientos a distintas
temperaturas de incubacion, las suspensiones fueron ajustadas a 2 x 10’ conidios/ml mediante
el recuento en camara de Neubauer. Alicuotas de 100 pl de las suspensiones fueron sembradas
y dispersadas sobre la superficie de placas de Petri conteniendo AMC (para B. bassiana) o APG
(para M. anisopliae) adicionado con 0,002/ (p/v) del antifingico Benomyl. El Benomyl utilizado
es un polvo formulado con 25/ de ingrediente activo (Punch Quimica SA, Argentina). Una baja
concentracion de este compuesto adicionado en el medio permite monitorear la germinacion
de los conidios por largos periodos debido a que inhibe la extensién del tubo germinativo sin

afectar negativamente a la germinacién (Milner et al., 1991; Braga et al., 2001).

Las placas fueron incubadas a 23, 27, 30 y 35 °C durante 24 h. Luego de la incubacién,
sobre el medio de cultivo se colocaron cuatro gotas de azul de algoddn en lactofenol (Sigma,
EEUU) en distintos lugares y un cubre sobre cada una de las gotas. Los conidios en estos
campos fueron observados con microscopio éptico a 400x. Se revisaron cuatro campos distintos
por placa, cada uno conteniendo como minimo 100 conidios y fue contado el numero de

conidios germinados y no germinados. Se calculd el porcentaje de germinacion por cada placa
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como un promedio por placa. Se realizaron 4 réplicas (o placas) por temperatura y por
aislamiento. El porcentaje de germinacién de conidios por temperatura para cada aislamiento,
fue comparado mediante ANOVA y comparaciones a posteriori por prueba de Tukey (p<0,05)

para ello los datos fueron transformados a x’ = arcsen ((x/100)1/2).

c) Efecto de la temperatura sobre la virulencia

Para los bioensayos se utilizaron adultos de A. grandis de la cria de laboratorio y de 24 h
de edad, los cuales fueron alimentados previamente con dieta sin anticontaminante segun lo

explicado en el Capitulo 2.

Los adultos fueron sumergidos dentro de una suspensién de conidios de los aislamientos
en Tween 80 (0,05/) con una concentracién de 5 x 10® conidios/ml. Los testigos fueron
realizados en Tween 80 (0,05/ ) sin conidios. Una vez inoculados, los insectos fueron incubados
en camaras con humedad y temperatura controladas. Las temperaturas de incubacién fueron
27, 30 y 35 °C y 50/ HR. La humedad fue mantenida en las camaras a mayor temperatura
colocando recipiente con agua y medida con un higrémetro dos veces al dia. Se realizaron tres
réplicas por tratamiento (aislamiento y temperatura) y tres réplicas por testigo a cada
temperatura. Cada réplica fue de 20 adultos de A. grandis. Se registré6 la mortalidad
diariamente a partir del sexto dia hasta el dia 20 luego de la inoculaciéon. Los insectos muertos

fueron puestos en camaras humedas para confirmar la infeccién fungica.

Se calcularon los porcentajes de mortalidad en cada tratamiento y fueron comparados
mediante ANOVA de dos factores y prueba de Tukey (p < 0,05). Cuando el porcentaje de
mortalidad de los adultos de cada tratamiento fue mayor al 50/ fue calculado el tiempo de
supervivencia media (TSsq) para ello se utilizé la curva de supervivencia de Kaplan — Meier y el
intervalo de confianza del 95/ teniendo en cuenta la no independencia de los datos (Andersen

et al., 1993; Statsdirect, 2008).
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5.3. Resultados

5.3.1. Compatibilidad de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae con insecticidas

El efecto de los insecticidas sobre los conidios fue variable dependiendo del aislamiento
y el ingrediente activo del insecticida. En general, los aislamientos de M. anisopliae mostraron
mayor compatibilidad de los conidios con los distintos insecticidas, sin embargo con altas dosis
de insecticidas el efecto sobre los conidios de todos los aislamientos fue negativo (Tablas 5.2,

5.3y5.4).

Thionex (endosulfan 35/ ) fue el insecticida mds perjudicial para los aislamientos
evaluados. Con el 10/ DR Bb 23 no crecié, mientras que el Bb 301 disminuyd la supervivencia
de los conidios al 9,48/ . Ningun aislamiento de B. bassiana, ni el aislamiento Ma 50 crecieron
con 50/ DR, mientras que los aislamientos Ma 20 y Ma 49 fueron capaces de crecer
presentando una reduccion de viabilidad de los conidios con esta dosis (13 y 32/ de
supervivencia de conidios, respectivamente). Con el 100/ DR se observé una fuerte
disminucion de la supervivencia de los conidios para los aislamientos Ma 20 y Ma 49.

Finalmente ninguno de los aislamientos logrd crecer con el 200/ DR (Tabla 5.2, Figura 5.4).
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Tabla 5.2: Unidades formadoras de colonias (UFC) por ml de seis aislamientos de B. bassiana y

M. anisopliae tratados con cinco concentraciones del insecticida Thionex (DR: Dosis

recomendada por el marbete del producto).

Thionex (endosulfan 35/)

Aislamiento Bb 23 Bb 301 Bb 302 Ma 20 Ma 49 Ma 50
/ DR UFC (conidios x 10°/ ml)

0 1,45A 2,42A 2,1A 1,19A 2,59A 1,73 A
10 0,00B 0,23B 1,08 B 0,718B 2,06 A 0,94 A
50 0,00B 0,00C 0,00 C 0,15C 0,82B 0,008
100 0,00B 0,00C 0,00 C 0,11C 0,23C 0,008
200 0,00B 0,00C 0,00 C 0,01D 0,08 D 0,008

* . . . . . . . . . .
Para cada insecticida, las medias seguidas por la misma letra indican que no hay diferencias

significativas entre columnas (prueba de Tukey, p < 0,05).

100
o ENDOSULFAN - W -Ma20
2 90 7 - A -Ma50
k= 80 - @ - Ma49
S 70 - ——Bb23
[7,]
% 60 - —aA— Bb301
©
e
.021 40 -+
>
S 30 -
S
»n 20 -
N
10 -
0 =1
0 10 50 100 200
/ DR

Figura 5.4.Porcentaje de supervivencia de conidios con distintas concentraciones de insecticida.
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Con el 10/ DR de Furia (zetametrina 18/ ), todos los aislamientos tuvieron una

supervivencia de conidios por encima del 80/, y para los aislamientos Bb 23 y Bb 301 el 100/

de los conidios sobrevivio. Ma 50, Bb 23 y Bb 301 tuvieron una supervivencia de conidios por

debajo del 24/ con el 50/ DR, mientras que Ma 20 y Bb 302 presentaron supervivencia de

conidios cercana al 50/ y Ma 49 mayor al 50/ (61,6/ ). Los aislamientos de B. bassiana no

crecieron con el 100/ y 200/ DR. Por otro lado, Ma 49 y Ma 20 presentaron una viabilidad de

conidios mayor al 50/ con el 10/ DR, y fueron compatibles con el 200/ DR. Finalmente, los

aislamientos que presentaron mayor compatibilidad a este insecticida fueron Ma 20 y Ma 49

(Tabla 5.3, Figura 5.5).

Tabla 5.3. Unidades formadoras de colonias (UFC) por ml de seis aislamientos de B. bassiana y

M. anisopliae tratados con cinco concentraciones del insecticida Furia (DR: Dosis recomendada

por el marbete del producto).

Furia (zetametrina 18/ )

Aislamiento Bb 23 Bb 301 Bb 302 Ma 20 Ma 49 Ma 50
/ DR UFC (conidios x 10°/ ml)

0 1,83 A% 2,46 A 2,64 A 4,58 A 2,86 A 1,42 A
10 1,90A 2,20A 3,05A 3,95A 2,58AB 1,13A
50 0,40B 4,418B 1,26 B 2,04 BC 1,76 BC  0,34B
100 0,00C 0,00B 0,001 C 2,70B 1,44 C 0,10C
200 0,00C 0,00B 0,00 C 1,78 C 1,27 C 0,003D

* . . . . . . . . . .
Para cada insecticida, las medias seguidas por la misma letra indican que no hay diferencias

significativas entre columnas (prueba de Tukey, p < 0,05).
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Figura 5.5.Porcentaje de supervivencia de conidios con distintas concentraciones de insecticida.

Por ultimo, Atrion (beta-cipermetrina 10/ ) fue el insecticida que mostré mayor
compatibilidad con ambas especies fungicas, B. bassiana y M. anisopliae. Con el 10/ DR del
insecticida todos los aislamientos tuvieron una supervivencia de conidios mayor al 90/, con
excepcion de Ma 20 donde el porcentaje de supervivencia de conidios fue 74/ . Al tratar con el
50/ DR, el aislamiento Bb 302 sufrié una fuerte reduccion de conidios viables (sélo el 20/ de
supervivencia de los conidios), mientras que para el resto de los aislamientos la supervivencia
de conidios fue mayor a 58/ . Con el 100/ DR, los aislamientos de B. bassiana mostraron baja
compatibilidad (sélo para Bb 23 se obtuvieron UFC), mientras que de los aislamientos de M.
anisopliae el que presentd mayor resistencia fue Ma 49 (82/ supervivencia de conidios). Por
ultimo, todos los aislamientos de M. anisopliae lograron crecer con una fuerte reduccién de los
conidios y los de B. bassiana no crecieron. Este insecticida fue menos téxico para los

aislamientos de M. anisopliae con el 100/ DR (Tabla 5.4, Figura 5.6).
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Tabla 5.4. Unidades formadoras de colonias (UFC) por ml de seis aislamientos de B. bassiana y

M. anisopliae tratados con cinco concentraciones del insecticida Atrion (DR: Dosis
recomendada por el marbete del producto).
Atrion (beta-cipermetrina 10/ )

Aislamiento Bb 23 Bb 301 Bb 302 Ma 20 Ma 49 Ma 50

/ DR UFC (conidios x 10°/ ml)

0 1,89 A 2,54 A 2,67 A 1,78 A 2,50 A 1,60 A

10 1,75AB 2,33A 2,38A 1,32 AB 2,37 A 2,00 A

50 1,18 B 1,73A 0,548B 1,03 BC 2,00 A 1,22 AB

100 0,15C 0,03 B 0,00C 0,47 CD 1,55A 0,74B

200 0,00D 0,00B 0,00C 0,16 D 0,17 B 0,01C

* . . . . . . . . . .
Para cada insecticida, las medias seguidas por la misma letra indican que no hay diferencias

significativas entre columnas (prueba de Tukey, p < 0,05).
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/
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Figura 5.6.Porcentaje de supervivencia de conidios con distintas concentraciones de insecticida.
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En resumen, los aislamientos Ma 20 y Ma 49 fueron los mas compatibles con los
insecticidas Thionex y Furia, mientras que el aislamiento Ma 49 fue el que presenté mayor
compatibilidad con el insecticida Atrion. Todos los aislamientos de B. bassiana fueron muy
susceptibles a los insecticidas probados, debido a que con el 100/ DR de los insecticidas

ninguno de estos aislamientos fueron capaces de crecer.

5.3.2. Bioensayos hongo - insecticida

A las 24 h el numero de adultos volteados en cada tratamiento mostré una interaccion
positiva entre las concentraciones del insecticida (/ DR) y de los conidios (CL) (F, prxcL(6,24)=
17,08; p < 0,001, Figura 5.7). Por este motivo fueron estudiados los efectos simples
(concentracidon de insecticida x concentracion de conidios). Se encontré que al utilizar el
insecticida Unicamente (sin Ma 20), el porcentaje de volteo aumentd a medida que aumenta el
/ DR. Con 0 y 10/ DR no se observd volteo, con 50/ DR un 70/ de los individuos estaban
volteados, mientras que con el 100/ DR se observo el 92/ de volteo. Al utilizar el hongo en una
concentracion Clso y el 50/ DR se llegd a un 96/ de volteo y este porcentaje fue mayor que al
utilizar solamente el 100/ DR del insecticida. Por ultimo, al utilizar el hongo en una
concentracion de Clgg, se observé el 100/ de volteo con el 50 y 100/ DR del insecticida (Figura

5.7, Tabla 5.5).
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Tabla 5.5. Numero promedio de adultos volteados en cada tratamiento (+DE) a las 24 h del

bioensayo con distintas dosis de Ma 20 (sin conicios, CLsg y CLg) y distintas dosis del insecticida

Furia (0, 10, 50 y 100/ DR).

/ DR Sin conidios ClLso Clgo

o/ 0 A 0 A 0 A

10/ 0,67 (1,15) A, 1,00 (1,00) Ab 4,33 (1,15) B,b F(2,6)= 10,1,
p<0,01

50/ 14,00 (1,00) B,a | 19,33(0,58) B,b 20,00 (0) Cb F(2,6)=73,
p<0,001

100/ | 18,33(0,58) C,a 20,00 (0) B,b 20,00(0) C,b F(2,6)= 25,
p<0,001

F(3,8)= 390
p<0,001

F(3,8)= 1104
p<0,001

F(3,8)= 982
p<0,001

*Las medias seguidas por igual letra mayuscula indica diferencias no significativas entre las

columnas, mientras que las medias seguidas por la misma letra mindscula indican diferencias

no significativas entre las filas (prueba de Tukey, p < 0,05).
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Figura 5.7. Porcentaje de adultos de A. grandis volteados a las 24 h luego del tratamiento con

distintas concentraciones del insecticida Furia (/ DR) y de conidios de Ma 20 (0, CLsg y CLgo).

La mortalidad de adultos de A. grandis a los 15 dias del tratamiento mostré una
interaccidon positiva entre las concentraciones del insecticida (/ DR) y de los conidios (CL)
(F/ precL(6,24) = 6,47; p < 0,001, Figura 5.8). Por este motivo se estudiaron los efectos simples
(concentracidn de insecticida x concentracién de conidios). Con el 0y 10/ DR del insecticida no
se observaron diferencias en la mortalidad para ninguna de las concentraciones del hongo, por
lo que la mortalidad de los picudos estaria mayormente dada por los conidios infectivos del
aislamiento utilizado (Tabla 5.6, Figura 5.8). Al tratar con el 50/ DR del insecticida, se observé
qgue el insecticida mato el 82/, mientras que al agregar los conidios del hongo en las dos
concentraciones (CLsg y Clgg), la mortalidad aumentd al 100/ de los adultos. A pesar de que
este efecto no fue significativo en el andlisis, probablemente por la alta variabilidad obtenida en
algunos de los tratamientos realizados, se puede observar que la interacciéon entre hongo-
insecticida es positiva, debido a que con el 50/ DRy la CLsg la mortalidad aumenta respecto a la
Clso sola o con el el 10/ DR del insecticida. No es un efecto potenciado debido a que el
insecticida al 50/ DR tiene un efecto sobre la mortalidad de los insectos. Tampoco seria un

efecto sinérgico ya que el insecticida al 10/ DR no produce mortalidad y al agregar la Clso del
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hongo la mortalidad es igual con o sin el insecticida. Segun los resultados obtenidos, el efecto
encontrado entre hongo-insecticida es aditivo.Finalmente, con el 100/ DR la mortalidad fue del
100/ con todos los tratamientos (Tabla 5.6, Figura 5.8). La figura 5.9 muestra el porcentaje de
mortalidad por cada tratamiento y este porcentaje fue dividido en el porcentaje de individuos
que fue confirmada la infeccién por M. anisopliae (/ Ma) y el porcentaje en que no fue
reaislado el hongo, por lo que se supone mortalidad por causa del insecticida quimico (/
insecticida). Se observa que al utilizar el hongo en la concentracidn CLsg, los tratamientos donde
fue utilizado el insecticida en 50 y 100/ DR la mortalidad total aumentd, sin embargo la
mortalidad por causa del hongo fue menor. Sin embargo, no se observa el mismo efecto al
utilizar la ClLgo del hongo, donde el porcentaje de adultos muertos por la infeccion fungica fue

mayor con el 50 y 100/ DR del insecticida respecto a cuando este no fue utilizado.

Tabla 5.6. Niumero promedio de adultos muertos en cada tratamiento (+DE) luego de 15 dias
del bioensayo con distintas dosis de Ma 20 (sin conicios, ClLsg y Clgg) y distintas dosis del

insecticida Furia (0, 10, 50 y 100/ DR).

/ DR Sin conidios CLso Clgo
o/ 0,33(0,58) A,a | 11,67 (6,35) AB,b 16,67 (1,15) Ab F(2,6)= 15,00,
p<0,004
10/ 0 Aa 6,00 (6,08) A,ab 15,00 (2,00) A,b F(2,6)= 12,51,
p<0,007
50/ | 16,33(4,04) B 19,67 (0,58) B 20,00(0) B F(2,6)= 12,33,
p<0,19
100/ 20,00 (0) B 20,00(0) B 20,00 (0) B
F(3,8)=79,39 F(3,8)= 7,06 F(3,8)= 14,06
p<0,001 p<0,012 p<0,0015

*Las medias seguidas por igual letra mayuscula indica diferencias no significativas entre las
columnas, mientras que las medias seguidas por la misma letra mindscula indican diferencias

no significativas entre las filas (prueba de Tukey, p < 0,05).
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Figura 5.8. Porcentaje de mortalidad de adultos de A. grandis luego de 15 dias para cada

concentracion del insecticida (/ DR) y de los conidios (0, CLsg y CLeg).
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Figura 5.9. Porcentaje de mortalidad confirmada de adultos de A. grandis producida por M.

anisopliae y por el insecticida en cada uno de los tratamientos.
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5.3.3. Efecto de la temperatura

a) Efecto de la temperatura sobre la germinacion de conidios

El porcentaje de germinacion de conidios fue mayor al 94/ para todos los aislamientos
incubados a 23, 27 y 30 °C (Tabla 5.7). Para los aislamientos Ma 20 y Ma 50 no se observaron
diferencias significativas entre las distintas temperaturas de incubacion en el porcentaje de
germinacion de los conidios (Fma20(3, 12) = 1,56, p< 0,25; Fymaso(3, 12) = 1,45, p < 0,28) (Figura
5.10c). Respecto a los aislamientos de B. bassiana, se encontraron diferencias significativas en
el porcentaje de germinacién de los conidios a las distintas temperaturas (Fgp3(3, 12) = 17959,
p < 0,001; Fgp301(3, 12) = 2833,2, p < 0,001). El aislamiento Bb 23 tuvo la maxima germinacién a
27 °C, mientras que para Bb 301, la maxima germinacion se registré a los 23 y 27 °C (Tabla 5.7,

Figura 5.10a). En ambos casos, no se observo germinacion de los conidios a 35 °C (Figura 5.10b).

Tabla 5.7. Porcentaje de germinacion de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae

incubados a distintas temperaturas.

Temperatura // Germinacion (max-min)

23 °C 27 °C 30 °C 35 °C
Bb23 97,26 (96,80-97,75)C 100,00 (100) A 98,11 (97,62-98,75) B 0,00 (0) D
Bb301 99,63 (98,70-100)A 100,00 (100)A 94,51 (93,57-95,23) B 0,00 (0,00) C
Ma20 99,82 (99,61-100) 100,00 (100) 98,68 (95,21-100) 100,00 (100)

Ma 50 99,39 (98,49-100) 100,00 (100) 97,85 (94,33-100) 96,43 (90,49-100)

*Las medias seguidas por la misma letra indica que no hay diferencias significativas entre las

distintas temperaturas de incubacién para cada uno de los aislamientos.
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Figura 5.10. Observacion de conidios en microscopio éptico (400x magnificacidn, tincidon con
azul de algoddn en lactofenol), luego de la incubacidn a las respectivas temperaturas por 24 h
de: (a) B. bassiana germinados a 30 °C, (b) B. bassiana no germinados a 35 °Cy (c) M. anisopliae

germinados a 30 °C.

b) Efecto de la temperatura sobre el crecimiento radial de los aislamientos

El crecimiento radial de la colonia se ajustd a una recta en todos los aislamientos y a
todas las temperaturas con un R? < 0,90, excepto a 35 °C donde el ajuste fue menor para los
aislamientos de B. bassiana (debido a que la pendiente fue muy cercana a 0) y 38 °C donde no
se registr6 crecimiento (Figuras 5.11 y 5.12; Tabla 5.8). La temperatura afectd
significativamente a la TCR para todos los aislamientos (Fgp 23(4, 23) = 2549,84, p < 0,01; Fgp
301(4, 24) = 2885,60, p < 0,01; Fpma20(4, 25) = 534,59, p < 0,01; Fmaso(4, 25) = 160,70, p < 0,01). La
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mayor tasa de crecimiento fue observada a los 27 °C, y este pardmetro disminuyé a mayor y
menor temperatura para todos los aislamientos, excepto para Ma 20 donde se no se
encontraron diferencias significativas entre la TCR a 27 y 30 °C siendo maxima en estas
temperaturas. Los aislamientos de B. bassiana crecieron mas rapido que los de M. anisopliae a
23y 27 °C(F3-c(3,19) = 41,39, p < 0,001; F27-c (3,19) = 164,36, p < 0,001). El aislamiento Bb 301
crecié mas lento respecto al resto de los aislamientos a partir de los 30 °C (menor tolerancia a
altas temperaturas) (F3p-c(3,18) = 145,78, p < 0,001). A 35 °C ningun aislamiento de B. bassiana
crecié, mientras que los aislamientos de M. anisopliae lograron crecer a una tasa lenta (Fss-c
(3,20) =12,968, p<0,001). Finalmente, ninguno de los aislamientos crecié a 38 °C (TCR fue nula a

esta temperatura) (Figuras 5.11y 5.12, Tabla 5.8).
Respecto a la esporulacidon, se observé produccién de conidios para todos los

aislamientos a 23, 27 y 30 °C. A 35 °C sdlo una repeticién de Bb 23 y una de Bb 301 lograron

esporular, mientras que ninguno de los ensayos con M. anisopliae esporuld a esta temperatura.
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Figura 5.11. Crecimiento radial en funcion de los dias a las distintas temperaturas de incubacion

de dos aislamientos de B. bassiana (a = Bb 23, b= Bb 301).
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de dos aislamientos de M. anisopliae (a= Ma 20, b= Ma 50).

-108-



Capitulo 5 — Caracteristicas de los aislamientos seleccionados

Tabla 5.8. Tasa promedio de crecimiento radial (TCR; mm/dia), estimada como la pendiente de
la recta (didmetro colonia (mm) = TCR x tiempo (dia) + b) y R? de ajuste a la misma, de los

aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae durante 14 dias de incubacion a las distintas

temperaturas.
Aislamiento
T°C Bb 23 Bb 301 Ma 20 Ma 50
TCR (DE) R’ TCR (DE) R’ TCR (DE) R® TCR (DE) R®
23 3,64 (0,12) 0,996 3,44(0,13) 0,994 3,32(0,13) 0,992 2,71(0,21) 0,997
B, a* B, ab B, b B, c
27 4,98 (0,08) 0,999 4,55(0,12) 0,999 4,09 (0,10) 0,998 4,02(0,03) 0,999
A a Ab Ac A c
30 3,77 (0,06) 0,996 2,56(0,07) 0,989 3,92(0,19) 0,997 3,84(0,13) 0,999
B, a Cb AB, a A a
35 0,11(0,18) 0,44 0,13 (0,07) 0,610 0,92(0,77) 0,989 1,38(0,32) 0,919
C a D, a Cb Cb
38 0 0 0 0
C D D D

* lguales letras minusculas indican que no hay diferencias significativas entre las medias en

cada linea (temperatura); iguales letras mayusculas indican que no hay diferencias significativas

en cada columna (aislamiento) (Prueba de Tukey, p < 0,05).
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c) Efecto de la temperatura en la virulencia

La mayoria de los insectos testigo (sin tratar con conidios de los aislamientos evaluados)
sobrevivieron al final del periodo del ensayo (20 dias). Solamente tres adultos testigo de una
réplica incubada a 35 °C no sobrevivieron. Los porcentajes de mortalidad de los adultos
tratados con los aislamientos de B. bassiana no mostraron diferencias significativas entre 20 y
27 °C. Pero al incubar a 35 °C la mortalidad disminuyé significativamente y cerca de un 90/ de
los adultos sobrevivieron (Fgy, 23(2,6) = 52,86, p <0,001; Fgy, 301(2,6) = 135,71, p <0,001). La
temperatura de incubacién no afectd la mortalidad de los adultos tratados con los aislamientos
de M. anisopliae (Fma20(2,6) = 2,40, p <0,17; Fmaso(2,6) = 4,83, p <0,06). El aislamiento mas
virulento a 35 °C fue Ma 20, donde el porcentaje de mortalidad de los adultos fue 95 + 5/
(Figura 5.13).

El aislamiento que menor TSsg presentd a todas las temperaturas fue Ma 20. El TSsqfue
menor cuando los insectos se incubaron a 27 °C para los aislamientos Bb 23, Bb 301 y Ma 20. El
menor TSso fue para Bb 301 y Ma 20 donde el 62 dia se observo mortalidad de mas del 50/ de
la poblacién. A 20 °C el menor TSso fue 8 dias para el aislamiento Ma 20. A 35 °C no se pudo
calcular el TSso para los aislamientos de B. bassiana (la mortalidad observada fue menor al

50/ ), mientras que para ambos aislamientos de M. anisopliae fue 8 dias (Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Tiempo de supervivencia media (TSso) (Intervalo de Confianza del 95/ de Andersen
(ICos/ ), dias) de adultos de A. grandis inoculados con 5 x 10® conidios/ml de los distintos

aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae, y a tres temperaturas de incubacién distintas.

Aislamiento 20 °C 27 °C 35°C
Bb 23 13,00 (10,75 - 15,24) 8,00 (7,20 - 8,79) n.o.
Bb 301 9,00 (8,34 - 9,66) 6,00 n.o.
Ma 20 8,00 (7,47 - 8,53) 6,00 (5,71-6,30) 8,00(7,57 - 8,43)
Ma 50 n.o. 8,00 8,00 (7,29 - 8,71)
Control n.o. n.o. n.o.

n.o. = no fue calculado debido a que las mortalidades fueron inferiores al 50/ .
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Figura 5.13. Porcentaje de mortalidad (/ M) de los adultos de A. grandis a distintas
temperaturas de incubacién, tratados con una suspension de conidios de 5 x102 conidios/ml de
los aislamientos Bb 23, Bb 301, Ma 20 y Ma 50. Iguales letras minusculas sobre las barras indica
gue no hay diferencias significativas entre los / M a las distintas temperaturas para cada

aislamiento (ANOVA y prueba a posteriori de Tukey, p < 0,05).

5.4. Discusion

5.4.1. Efecto de los insecticidas quimicos sobre los aislamientos de B. bassiana y M.

anisopliae virulentos para el picudo del algodonero

Los tres insecticidas evaluados tuvieron efectos variables sobre los distintos
aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae. En otros trabajos donde se evalud el efecto de
distintos insecticidas, fungicidas o herbicidas sobre cepas de hongos entomopatégenos, se
encontré esta variabilidad de respuestas (Anderson y Roberts, 1983; Li y Holdom, 1994; Tamai

et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Alizadeh et al., 2007; Asi et al., 2010). Ramaraje et al. (1967)
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probaron el efecto de varios insecticidas sobre el crecimiento de B. bassiana y M. anisopliae y
concluyeron que a distintas concentraciones de los insecticidas los efectos son diferentes sobre
el crecimiento y esporulaciéon de los hongos y la respuesta también difiere con los distintos

productos.

En este trabajo se encontré que el insecticida endosulfan fue el mas perjudicial para
todos los aislamientos evaluados donde el 50/ DR inhibié completamente los conidios de B.
bassiana y disminuyé considerablemente los de M. anisopliae. Resultados similares obtenidos
en estudios previos, encontraron que la viabilidad de los conidios de B. bassiana era muy baja o
nula cuando estos son tratados con formulaciones de endosulfan (Alves et al., 1998; Oliveira et
al., 2003; Alizadeh et al., 2007). Este insecticida es ampliamente utilizado en el campo a pesar
de que presenta una importante toxicidad hacia otros organismos. Mds aun, el SENASA aprobd
una resolucién (Res. 511/2011), donde se prohibe el registro, elaboracién, comercializacion,
importancion y utilizacion de productos que tengan como principio activo endosulfan a partir

del 01/07/2011, presentando ademas un cronograma de eliminacion progresiva de los mismos.

Los insecticidas piretroides, zetametrina y beta-cipermetrina, fueron menos téxicos para
todos los aislamientos de hongos entomopatdgenos. Sin embargo, los aislamientos de B.
bassiana fueron incompatibles con altas dosis de estos insecticidas, mientras que algunos de los
aislamientos de M. anisopliae lograron crecer con el 100/ DR de zetametrina o beta-
cipermetrina. Rachappa et al. (2007) estudiaron el efecto de distintos insecticidas
organofosforados, carbamatos, organoclorados y piretroides sobre el crecimiento vy
esporulacién de M. anisopliae y observaron que existen diferencias en las respuestas segun la
naturaleza quimica de los compuestos. Los insecticidas organoclorados (por ejemplo,
endosulfan y dicofol) son los mas dafiinos para el hongo, los organofosforados (también
utilizados comunmente en el cultivo de algoddén) tienen resultados variables, clorpirifés y
malation fueron mas perjudiciales, mientras que profenofds fue el menos danino. El grupo de

los piretroides es por lo general el mas compatible (Rachappa et al., 2007).
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Si bien el modo de acciéon de los ingredientes activos son posiblemente uno de los
factores principales involucrados en el nivel de toxicidad de los productos fitosanitarios sobre
los hongos entomopatdgenos, hay una gran variabilidad entre los productos dentro de un
mismo grupo quimico y entre productos que tienen el mismo principio activo (Tamai et al.,
2002). Por ejemplo, Anderson y Roberts (1983) observaron que formulaciones de insecticidas
del tipo liquidos emulsionables (CE) tuvieron mayor efecto inhibitorio respecto a polvos
mojables (WP). Estas diferencias pueden estar asociadas con compuestos que se encuentran
dentro de la formulacion y que resultan téxicos. Por este motivo, no sélo se debe conocer la
compatibilidad con un determinado ingrediente activo, sino saber la compatibilidad con el

producto formulado final (Li y Holdom, 1994).

Por ultimo, hay que destacar que la mayoria de los trabajos realizados para evaluar el
efecto de los productos quimicos sobre los hongos entomopatdgenos son in vitro. En estas
condiciones, una elevada toxicidad del producto sobre los conidios no siempre sugiere alta
toxicidad en el campo, donde existen varios factores que obstaculizan esta exposicidn,

protegiendo al entomopatdgeno (Alves et al., 1998).

En este trabajo se pudo observar un efecto aditivo entre el aislamiento Ma 20 y
zetametrina sobre la mortalidad de adultos de picudo. A las 24 h, el nimero de volteos
aumentd al 100/ utilizando el 50/ DR del insecticida y el ClLso del hongo. El mismo resultado
fue obtenido al considerar la mortalidad de picudos a los 15 dias. Este resultado demuestra que
reduciendo la dosis de insecticida y del hongo se puede obtener una gran disminucion de la
plaga en el campo, y de esta manera no se estaria produciendo la aparicién de resistencia por la
utilizacion de dosis subletales. Distintos efectos (sinérgicos, antagdnicos o aditivos) en la
toxicidad de los hongos entomopatégenos en combinacién con los insecticidas han sido
demostrados. La accion de B. bassiana asociada con los insecticidas deltametrina y
cipermetrina sobre adultos de A. grandis en el campo a sido evaluada por Bleicher et al. (1992).
Estos autores observaron una respuesta sinérgica entre B. bassiana con una subdosis del

insecticida deltametrina. Anderson et al. (1989) observaron que B. bassiana combinado con 5
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insecticidas fueron consistentemente mas toxicos que al utilizar B. bassiana solo contra larvas
del coledptero L. decemlineata y concluyen que el uso de mezclas de cantidades subletales de
los insecticidas compatibles con B. bassiana podria ser una ventaja en el manejo de este
coledptero. Ademas, el incremento de factores de mortalidad utilizados contra este coledptero
podria retrasar la expresion de resistencia a los nuevos insecticidas. Quintela y McCoy (1997),
encontraron un aumento en la virulencia de M. anisopliae y B. bassiana sobre larvas de primer
estadio de Diaprepes abbreviatus (Coleoptera: Curculionidae) al combinarlos con dosis
subletales de Imidacloprid. Purwar y Sachan (2006) encontraron que los distintos insecticidas
tienen distintos efectos en la toxicidad contra larvas de Spilarctia obliqua (Lepidoptera:
Arctiidae) cuando estos son mezclado con B. bassiana o M. anisopliae. En muchos casos, las
combinaciones fueron mas tdxicas que al utilizar sélo el hongo, a excepcidon de mezclas con los

insecticidas lufenuron, endosulfan, diflubenzuron y dimetoato.

Los productos Atrion (beta-cipermetrina) y Furia (zetametrina) pueden ser considerados
para su utilizacién en combinacién con los aislamientos de hongos seleccionados, en dosis
compatibles dentro de programas de MIP. La generalizacion del efecto de los insecticidas sobre
el hongo no puede ser realizada, ya que la interaccién entre ambos pude variar entre
aislamiento y con la naturaleza quimica de los insecticidas (tanto principio activo como
formulaciones comerciales). Por lo cual se remarca la importancia de realizar ensayos de
compatibilidad entre los aislamientos que se utilizaran y los insecticidas. De esta forma, se
puede realizar un plan de manejo, combinando ambas técnicas sin perder rendimiento, o en
muchos casos aumentandolo, y pudiendo reducir los costos debido a una reduccidon en la
cantidad de aplicaciones realizadas sobre un cultivo. Por Ultimo, es importante saber cdmo es la

interaccion en el campo y si es posible extrapolar los resultados obtenidos en el laboratorio.
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5.4.2. Efecto de la temperatura sobre los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae

En este trabajo, al igual que lo citado por otros autores, la respuesta a la temperatura
de incubacién varid segun la especie de hongo y el aislamiento (Ying y Feng, 2004; Rangel et al.,

2005).

La temperatura optima para la germinacién fue de 27 °C para B. bassiana y M.
anisopliae. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las distintas
temperaturas de incubacidn para la germinacion de conidios de M. anisopliae, probablemente
causado por desvios mayores en esta especie respecto a B. bassiana. En otros trabajos donde
se estudid la germinacion de conidios de estas especies, encontraron que las temperaturas
Optimas para la germinacién son entre 25 - 30 °C, pero existe una gran variabilidad segun la

cepa y especie del hongo (Glare y Milner, 1991; Ekesi et al., 1999; Tefera y Pringle, 2003).

Los aislamientos de M. anisopliae resultaron mds termotolerantes respecto a los de B.
bassiana, debido a que solamente los dos aislamientos de M. anisopliae lograron germinar a 35
°Cy el porcentaje de conidios germinados a esta temperatura fue alto (100 y 96,4/ de conidios
germinados para Ma 20 y Ma 50, respectivamente). Estos resultados concuerdan con trabajos
anteriores, donde el limite superior para la germinacion de conidios de M. anisopliae fue cerca
de 37 °C (Walstad et al., 1970) y entre 37-40 °C para el crecimiento del micelio (Fargues et al.,
1997). En otros trabajos observaron que la tolerancia al estrés térmico es mayor para
aislamientos de M. anisopliae respecto a B. bassiana o Paecilomyces lilacinus. Sin embargo,
algunos aislamientos de M. anisopliae no logran crecer a 35 °C (Glare y Milner, 1991; Tefera y
Pringle, 2003), o presentan una fuerte disminucién de la germinacidon a esta temperatura

(Dimbi et al., 2004).

McCammon y Rath (1994) estudiaron la tasa de germinacion de 122 aislamientos de 16
cepas de M. anisopliae en el rango de temperaturas de 2,5 a 37 °C. Estos autores encontraron

mediante un analisis candnico de los datos de germinacidon que un grupo de cepas son activas
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con frio (capaces de germinar a 5 °C). El resto de las cepas se pueden separar en dos grupos, un
grupo de cepas activas a 37 °C y otro en que las cepas no germinan ni a 5, ni a 37 °C. Sin
embargo, con temperaturas subdptimas las distintas cepas germinan a distintas tasas

(McCammon y Rath, 1994).

Respecto al crecimiento del micelio, la tasa de crecimiento radial (TCR) fue mayor para
todos los aislamientos a 27 °C. Sin embargo se observé que a menor temperatura de incubacion
(23 °C) los aislamientos de B. bassiana tuvieron mayor TCR, mientras que a mayor temperatura
(30 °C) los aislamientos de M. anisopliae presentaron mayor TCR, y a 35 °C Unicamente los
aislamientos de esta especie lograron crecer. Este resultado concuerda con lo encontrado en la
germinacién, donde M. anisopliae es mas termoactivo respecto a B. bassiana. Asimismo, otros
autores reportan que a pesar de la variabilidad entre los aislamientos, en general, los
aislamientos de B. bassiana son activos a temperaturas frias, mientras que los de M. anisopliae
son mas termoactivos (Ouedraogo et al., 1997; Tefera y Pringle, 2003; Fernandes et al., 2008; Li
y Feng, 2009). Milner et al (2002) encuentran que los aislamientos de M. anisopliae tienen un
rapido crecimiento micelial entre 20 y 30 °C, pero no observaron crecimiento a 35 °C. Por otro
lado, Ekesi et al (1999) encontraron que el limite superior de temperatura para el crecimiento
de esta especie es de 35 °C, mientras que Ouedraogo et al (1997) vieron que la mayoria de los
aislamientos crecen entre 11 y 32 °C, aunque algunos logran crecer entre 8 y 37 °C, pero

ninguno crece a 40 °C.

Li y Feng (2009) probaron la termotolerancia de aislamientos de M. anisopliae
exponiéndolos a temperaturas muy elevadas durante distintos periodos de tiempo vy
observaron que la tolerancia de los conidios a estrés térmico es diferente entre los
aislamientos. La tasa de supervivencia es cero o cercana a cero entre los 30 y 180 min. de

exposicién a 48 °C.

Todas las repeticiones de ambas especies realizadas en este trabajo esporularon a 23, 27

y 30 °C. A 35 °C, sdlo una repeticion de Bb 23 y una de Bb 301 lograron esporular, mientras que
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ninguna de las repeticiones de M. anisopliae lo hizo a esta temperatura. Tefera y Pringle (2003)
vieron que la temperatura éptima de esporulaciéon fue 25 °C para los aislamientos de M
anisopliae. El hecho de no encontrar esporulacién a 35 °C de ningun aislamiento de M.
anisopliae, puede deberse a que las placas fueron incubadas en oscuridad, condicion bajo la
cual no se beneficia el desarrollo de los conidios, y en consecuencia requiriendo fotoperiodo
para la produccién de los mismos (observacién personal). Sin embargo, dentro de un control
del tipo inoculativo, donde se utiliza al hongo en forma similar a un insecticida quimico sin
tener como objetivo que el hongo se establezca y reproduzca en el campo, la esporulacién a
altas temperaturas no seria un parametro determinante para el uso de estas cepas en el control

del picudo del algodonero.

La inhibicién de la germinacién y crecimiento radial de los aislamientos de B. bassiana a
35 °C se vio reflejada en una disminucién de la virulencia de estos aislamientos.
Consecuentemente, la capacidad de un aislamiento de germinar bajo determinadas condiciones
climaticas podria ser determinante de la eficacia (McCammon y Rath, 1994). Sin embargo, la
relacion de la termotolerancia medida in vitro y el desarrollo de la enfermedad debe ser
establecida segun el sistema de estudio (Ouedraogo et al., 1997). La germinacion y crecimiento
rapido de aislamientos de M. anisopliae fue correlacionado con alta patogenicidad de
Nilaparvata lugens (Homoptera: Delphacidae) (Samuels et al., 1989). Contrariamente, Tefera y
Pringle (2003) no encontraron una relacidn consistente entre la virulencia, germinacién de
conidios, crecimiento vegetativo y esporulacién indicando que hay otros factores que

gobiernan la virulencia de los aislamientos.

Un resultado interesante observado en este trabajo, fue que el TSsy aumentd a
temperaturas subodptimas, a pesar de que el porcentaje de mortalidad fue el mismo. Ferron
(1978) observd que temperaturas menores a las éptimas retardan el desarrollo de la micosis sin
necesariamente afectar la mortalidad total. Similarmente, aislamientos de M. anisopliae fueron
mas efectivos contra tres especies de moscas de la fruta a 30 °C y a menores temperaturas la

enfermedad fue retrasada pero no se afectd a la mortalidad total (Dimbi et al., 2004).
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Por ultimo, muchos autores intentaron explicar la variabilidad en la termotolerancia de
las distintas cepas con la latitud geografica de donde éstas son aisladas. Sin embargo, nunca se
encontrd una correlacion entre estos dos factores (Devi et al., 2005). Las limitantes térmicas
podrian no ser resultado de condiciones ambientales, sino estar relacionadas con el
comportamiento de termorregulacion del hospedador o el microhdbitat en que este se
encuentra (Ouedraogo et al., 1997; Li y Feng, 2009). Ouedraogo et al. (2003, 2004) sugieren que
las cepas de M. anisopliae aisladas de especies de langostas donde existe un comportamiento
de termorregulacién en respuesta a los patdgenos resultan mas termotolerantes. En campos de
cultivos, los limites superiores de temperatura en verano pueden llegar a estar en un rango
entre 38-48 °C, a pesar de la variacion geografica (Li y Feng, 2009). Lograr obtener aislamientos
de estos ambientes podria ser beneficioso para el control de una plaga que se encuentre en ese

cultivo.
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Capitulo 6 — Produccion masiva, formulacién y ensayos en campo

6.1. Introduccion

El uso de hongos entomopatdégenos en el control de plagas perjudiciales para la
agricultura depende de diferentes factores, incluyendo la capacidad de producir altas
concentraciones estables del propagulo a un costo razonable (Machado et al., 2010). Los
hongos entomopatdgenos son por lo general utilizados mediante una liberacidon inundativa,
donde el ambiente que se encuentra la plaga es inundado con altas concentraciones del
propagulo infectivo (Eilenberg et al., 2001). Por esta razén, la produccidon masiva de conidios de

hongos entomopatdgenos para el control bioldgico de insectos es un drea de gran interés.

Los procesos de produccidon masiva y formulacién influyen directamente sobre los costos,
vida util (permanecer viable e infectivo durante el almacenamiento), virulencia y eficacia a
campo de los productos fungicos (Jackson et al., 2010). El proceso de produccién para
bioinsecticidas fungicos, debe tener un costo reducido y producir altas concentraciones de
conidios viables, virulentos, y persistentes en el tiempo (Kassa et al., 2008). Existen distintas
tecnologias de produccion y formulacién para el desarrollo de conidios de hongos
entomopatogenos. El tipo de proceso utilizado depende de la especie fungica, la plaga que se
desea controlar, el ambiente, formulacidn, estrategias de aplicacién, producto final deseado y

el mercado (Kassa et al., 2008).

Conocer el ciclo de vida de estos hongos es importante para comprender como deben ser
formulados vy utilizados. Varios estadios diferentes en el ciclo de vida de estos hongos son
potenciales candidatos para micoinsecticidas comerciales. El conidio aéreo, producido sobre los
cadaveres de insectos, en el medio agarizado o sobre sustrato sdlido, es el agente de
diseminacién e infeccién de estos hongos en la naturaleza. Los conidios han evolucionado como
agentes de dispersidn e infeccidn, y de esta forma poseen una relativa resistencia a los factores
ambientales, particularmente disecacién. Estos conidios pueden mantener la viabilidad por
largo tiempo, especialmente en condiciones de baja temperatura, lo cual los hace apropiados

para el almacenamiento durante largos periodos (Jaronski, 1997). La blastospora es la unidad
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de la fase levaduriforme que se produce dentro del hemolinfa del insecto, o en cultivos liquidos
sumergidos, particularmente para B. bassiana, M. anisopliae, M. flavoviride, Isaria fumosarosea
e I. farinosa. Esta es infectiva y germina mds rdpido que los conidios, pero es mucho mas
sensible a las condiciones ambientales, presentando sdélo algunos meses de viabilidad en
condiciones refrigeradas (Jaronski, 1997; Arzumanov et al., 2005). Por estas razones,
dependiendo del sistema en el que se esté trabajando, es importante una buena eleccién de la

unidad infectiva a utilizar.

Mas de 150 productos basados en hongos entomopatdgenos han sido comercializados en
otros paises y mas del 75/ de estos productos esta basado en los hongos hipocreales, tales
como M. anisopliae, B. bassiana, I. fumosorosea y B. brongniartii (Faria y Wraight, 2007). Dos
tercios de estos productos comercializados son compuestos por conidios de las dos primeras
especies citadas, usando un proceso de fermentacion en sustrato sélido. Tanto B. bassiana
como M. anisopliae, tienen muchos aislamientos que producen altas concentraciones de
conidios aéreos cuando se los hace crecer en sustratos sélidos ricos en nutrientes (Jackson et
al., 2010). El cultivo en fase sélida es un proceso que se adapta adecuadamente al metabolismo
de estos hongos. Si bien existen varios trabajos que evaltan los efectos de diferentes factores
en el metabolismo de hongos sobre la fermentacién en estado sdélido, existe muy poca
evidencia de cdmo realizar este proceso a una escala industrial lo cual presenta un

inconveniente en la comercializacién de estos productos (Durand, 2003).

La etapa de produccion masiva en sustrato sélido proporciona un soporte fisico para
producir los conidios aéreos. Por lo general, el sustrato es un cereal o subproducto de cereales,
tales como el arroz, mijo, maiz o salvado de trigo. El hongo utiliza una cierta proporcién de los
nutrientes suministrados por estos cereales durante el crecimiento y esporulacion, pero la
mayoria de la potencia calorifica permanece sin utilizar. En algunos aspectos, la estructura del
sustrato podria ser mds importante que los nutrientes suministrados. Por lo tanto, un sustrato
ideal seria aquel que proporciona una gran superficie para el crecimiento ademds de poseer

espacios entre las particulas para aireacién y formacion de conidios. Por esta razén, arroz
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blanco partido es el sustrato mas comunmente utilizado en la produccién de B. bassiana y M.
anisopliae debido a que las particulas individuales de arroz son pequeiias, proporcionando una
gran superficie, ademas de permanecer separados el uno del otro después de la esterilizacion
en autoclave y la inoculacion (LUBILOSA, Lutte Biologique contre les Locustes et Sauteriaux,

www.lubilosa.org).

La retencion de una alta viabilidad y virulencia de los conidios de hongos
entomopatdégenos durante el almacenamiento y luego de la aplicacién es esencial para un
control bioldgico efectivo de insectos en el campo. Identificar los factores que afectan la
longevidad durante la produccion y manipuleo post-cosecha de los conidios es importante para
su uso como micoinsecticidas (Hong et al., 2000). La viabilidad y/o virulencia de los conidios
puede disminuir con el tiempo de almacenaje. Es necesario mantener las unidades infectivas en
un estado latente, seguro y facil para la aplicacién. La latencia de los conidios es exdgena, no
constitutiva, y la clave es prolongar la supervivencia frenando la germinacién y reduciendo el
metabolismo tanto como sea posible. Los conidios poseen tres requerimientos para germinar:
nutrientes, agua y oxigeno. Una posibilidad de mantenerlos latentes es la deshidratacion,
reduciendo la actividad acuosa a ciertos niveles. En general, la longevidad es incrementada al
reducir la temperatura de almacenamiento y el contenido de humedad (Hong et al., 2000). Sin
embargo, la longevidad intrinseca de los conidios bajo condiciones de almacenamiento éptimas
puede variar dependiendo de la especie o del aislamiento dentro de la misma especie del
hongo (Jaronski, 1997; Hong et al.,, 2001). La vida util de los conidios de hongos
entomopatogenos, puede ser afectada por condiciones nutricionales y ambientales durante la
produccidn y secado. Se observé que el contenido inicial de humedad del polvo de conidios y la
velocidad de secado puede afectar la vida util de conidios de M. flavoviride y B. bassiana

(Jackson et al., 2010).
La formulacién juega un rol importante en el campo en el encuentro entre el hongo

entomopatogeno y la plaga. Las formulaciones flngicas son tipicamente preparadas como

concentrados técnicos: propagulos de los hongos combinados con subproductos de la
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produccién y un minimo de adyuvantes, polvos mojables: propagulos de los hongos secos
formulados para ser dispersados en agua y aplicados como una suspension, y aceites
emulsionables: para los conidios hidrofébicos los propagulos son suspendidos en un liquido
inmiscible en agua y se suspende en agua antes del uso (Jackson et al., 2010). Existen muchas
variables a tener en cuenta en el momento de la formulacién. Los hongos entomopatdégenos
actuan por contacto, por lo tanto, tener en cuenta la superficie donde se va a aplicar el
micoinsecticida segun la plaga que se va a controlar, ayuda a elegir el tipo de formulacion
(Jackson et al., 2010). Los conidios aéreos de B. bassiana y M. anisopliae son altamente
hidrofébicos debido a las glicoproteinas que poseen en la superficie (Bidochka et al., 1995) por
lo cual es apropiado utilizar aceites en la formulacion. Ademas, los aceites aumentan la
estabilidad, dan mayor persistencia en el campo y un aumento de la virulencia (Peng y Xia,
2011), defendiendo al producto de las condiciones ambientales, tales como baja humedad, la
radiacion UV, y alta temperatura. Por ultimo, se afiaden tensioactivos con el fin de reducir la
tension superficial de las soluciones acuosas y lograr mojar la superficie a tratar (Jackson et al.,

2010).

El objetivo general del presente capitulo fue evaluar la capacidad de cuatro aislamientos
de B. bassiana y M. anisopliae, virulentos para el picudo del algodonero, de ser producidos

masivamente, obtener formulaciones y estudiar su eficiencia en el campo.

Objetivos particulares:

- Comparar los parametros de produccion de los aislamientos seleccionados para A. grandis a
distintos tiempos de incubacidn.

- Estudiar la viabilidad de los conidios producidos en sustrato sélido en el tiempo.

- Evaluar la virulencia de los aislamientos producidos en forma masiva sobre adultos de A.
grandis.

- Obtener formulados experimentales realizados por la empresa Laboratorios Biagro S.A. y

evaluar la viabilidad de los conidios formulados.
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- Realizar ensayos en condiciones de campo sobre plantas de algoddn y rastrojo para evaluar

la eficiencia del micoinsecticida.

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Descripcion del proceso de produccion

El método mds comunmente utilizado es el de fermentacion difasico liquido — sélido en
bolsas plasticas utilizando arroz como sustrato sdlido para la produccién de conidios (Arcas et
al., 1999). Este método consiste en la produccion del inéculo en una fermentacion sumergida
donde el hongo crece en forma micelial. Esta multiplicacion del inéculo es mas sencilla de llevar
a cabo y mantener en condiciones asépticas. Sin embargo, es dificil de cuantificar la cantidad de
inéculo utilizado. Una alternativa es utilizar la suspensidon de esporas para inocular el sustrato
solido. Esto facilita que se mezcle con el sustrato y permite estandarizar el proceso de
inoculacion (Arzumanov et al., 2005).

A continuacién se detallan los pasos de produccién (modificado a partir de Cherry et al.

(1999)):

i. Mantenimiento de los aislamientos: Los aislamientos utilizados fueron obtenidos de la
micoteca perteneciente al Laboratorio de Hongos Entomopatégenos (IMYZA, INTA Castelar), los
cuales son conservados de manera que no haya pérdida de la virulencia (Capitulo 2).

ii. Preparaciéon del in6culo: Se realizaron suspensiones a una concentracion de 1 x 108

conidios/ml segun lo explicado en Capitulo 2 (Figura 6.1).

iii. Preparacion del sustrato sdlido: Se pesd y distribuyd el arroz parboil en bolsas de
polipropileno de 30 x 60 cm autoclavable y se adiciond una cantidad suficiente de agua
(relacion 2:1 arroz:agua destilada). Las bolsas fueron cerradas y esterilizadas en autoclave

durante 20 min. a 121 °Cy 1 atm de presién. Las bolsas se enfriaron a temperatura ambiente.
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iv. Inoculacidn del sustrato: Las bolsas fueron inoculadas dentro de una cabina de flujo laminar

utilizando 1 ml de la suspensién de conidios (indculo) de los aislamientos a producir (ver paso

i).

Figura 6.1. Suspensién de conidios de M. anisopliae (1 x 10® conidios/ml) utilizada como inoculo

para las bolsas de arroz.

v. Incubacidn del sustrato: Las bolsas se incubaron a 27 + 2 °C de 10 a 14 dias (excepto en
ensayos que se indica el tiempo de incubacidn) en oscuridad. La humedad dentro de las bolsas

alcanza el 100/ (Figura 6.2.).
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Figura 6.2. Bolsas conteniendo arroz inoculado con B. bassiana y M. anisopliae en incubacion.

vi. Secado: Una vez que el hongo esporuld, las bolsas fueron transferidas a una sala de secado
acondicionada con deshumificadores y ventiladores. Las bolsas se abrieron completamente
dejando expuesto el arroz y fueron secadas durante dos dias. La humedad dentro de la sala se

mantuvo entre el 20y 30/ HR (Figura 6.3ay b).
vii. Cosecha: El arroz con los conidios es tamizado en un tamiz N2 50 de 297 um de malla

durante 15 min en un sistema de tamizado con golpe vertical (Figura 6.4a). De esta forma se

separan los conidios de los granos de arroz (Figura 6.4b).
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Figura 6.3. Conidios de (a) M. anisopliae y (b) B. bassiana producidos sobre arroz en el proceso

de secado.

Figura 6.4. (a) Tamices conteniendo el arroz y los conidios antes de ser separados y (b)

obtencidn del polvo con conidios de M. anisopliae.
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viii. Acondicionamiento final y almacenado: El polvo con conidios obtenido fue pesado,
fraccionado e inmediatamente envasado en sobres de aluminio. Estos sobres fueron rotulados
y almacenados dentro de bolsas con silica gel a 4 + 1 °C (Figura 6.5). Todo este proceso se
realizd dentro de la cabina de flujo laminar, en un ambiente seco y en un tiempo corto
minimizando el intercambio con el ambiente. Una vez envasado de esta forma, el producto

permanece estable (Cherry et al., 1999).

Figura 6.5. Almacenado del polvo con los conidios en sobres de aluminio dentro de una bolsa

conteniendo ademads gel de silice, sellada y conservado a 4 °C.

ix. Control de humedad: Para estimar el contenido de humedad en el polvo cosechado se
modificéd el protocolo disefiado por LUBILOSA (www.lubilosa.org). Para ello se secd en una
estufa a 85 °C un papel de aluminio durante 1 h. Luego se enfrio el papel a temperatura
ambiente (dentro de un recipiente con gel de silice para que no vuelva a absorber humedad
ambiente). Se registré el peso de cada papel y se le colocd una pequeiia muestra del polvo de
conidios (aproximadamente 0,5 g) al cual se le quiere calcular la humedad. Se pesé el aluminio

junto con el polvo y se registré el peso. Luego los sobres con el polvo fueron colocados abiertos
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en la estufa nuevamente a 85 °C durante 24h (Rao et al., 2006). Una vez concluido el tiempo de
secado, los sobres de aluminio fueron cerrados, enfriados en temperatura ambiente, y pesados
nuevamente. El porcentaje de humedad fue calculado de la siguiente manera:

/ humedad = ((peso humedo — peso seco)/peso humedo) x 100

Donde: Peso himedo = peso papel + peso conidios himedos

Peso seco = peso papel + peso conidios secos

6.2.2. Produccion. Ensayos preliminares y puesta a punto

Se realizaron producciones masivas del aislamiento Ma 20. Durante esta etapa se fueron
ajustando los tiempos y método de produccién. Por otro lado, con el objetivo de probar la
cantidad de arroz necesaria para producir en las bolsas se realizé un ensayo donde se produjo
esta cepa en dos bolsas con 90 g y dos con 180 g de arroz. Fue registrado el peso del polvo
cosechado, el nimero de conidios en el arroz remanente y en el polvo, el / de humedad del
polvo, viabilidad de los conidios y por ultimo, fue calculado el rendimiento como conidios/ g

polvo.

6.2.3. Dinamica de produccion de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae
seleccionados

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los aislamientos seleccionados para ser
empleados en el control del picudo del algodonero, los aislamientos de B. bassiana (Bb 301 y Bb
302) y de M. anisopliae (Ma 20 y Ma 50) fueron producidos masivamente en bolsas
conteniendo 90 g de arroz y 45 ml de agua destilada como se describié anteriormente.

Para evaluar el efecto del tiempo de incubaciéon sobre la cosecha de conidios y estimar el
tiempo dptimo de incubacion, las bolsas inoculadas fueron incubadas a 27 °C durante 11, 18 y
25 dias. El experimento fue realizado bajo un disefio completamente al azar factorial. Los

tratamientos fueron los 4 aislamientos y los tres tiempos de incubacién. Cada tratamiento fue
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replicado 3 veces y cada réplica consistid en una bolsa de 90 g. Los tratamientos fueron
seleccionados al azar para ser secados a cada uno de los tiempos. El polvo obtenido fue puesto
en sobres de aluminio preservados en bolsas con gel de silice, selladas y a guardados a 4 °C,

para el calculo de los distintos pardmetros de calidad.

Las variables registradas fueron el peso del polvo obtenido luego del tamizado, el nimero
de conidios por gramo de polvo y el nimero de conidios en el arroz remanente mediante un
recuento en cdmara de Neubauer. Luego fue calculada la humedad del polvo, y la viabilidad por
el método de recuento de UFC explicado anteriormente. La viabilidad fue calculada apenas

tamizado el arroz (tiempo 0) y a los 30 dias (tiempo 30).

Por ultimo se realizé un bioensayo inoculando adultos de picudo con una suspensién de 5
x 10® con/ml con los aislamientos producidos para evaluar la virulencia luego de la produccién.
Se realizaron 3 repeticiones con 20 adultos por repeticidn. El aislamiento Ma 20 no fue utilizado

debido a la baja viabilidad obtenida luego del proceso de produccion.

Analisis estadisticos

Los rendimientos (conidios viables/kg arroz) a los distintos tiempos de incubacién y entre
las distintas cepas fueron comparados utilizando ANOVA para cada aislamiento y tiempos. Los
datos fueron transformados a x’= log (x).

Los porcentajes de viabilidad fueron calculados como:
/ viabilidad = (concentracién conidios estimados por UFC / concentracion conidios estimados
por camara de Neubauer) x 100

Los porcentajes de viabilidad calculados para los distintos aislamientos y en los distintos

tiempos de incubacidon fueron comparados mediante ANOVA de dos factores (aislamiento x

tiempo incubacion). Los datos fueron transformados segun: x’ = arcsen (raiz (p/100)).
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El porcentaje de humedad contenido en los polvos producidos, en los distintos tiempos
de incubacion y para los distintos aislamientos, fue comparado mediante analisis no
paramétrico Kruskal-Wallis. Con los datos de los conidios remanentes en el arroz luego de la
cosecha, se calculé el nimero de conidios totales producidos y el porcentaje de conidios
contenidos en el polvo y en el arroz remanente, respecto al total producidos. El porcentaje de
conidios obtenidos en el polvo fue comparado mediante ANOVA de dos factores (aislamiento x
tiempo de incubacién). El / de pérdida de viabilidad a los 30 dias de almacenado se compard
para los distintos aislamientos y los distintos tiempos de incubacién utilizando ANOVA de dos
factores. El nimero de picudos adultos muertos en los bioensayos con los polvos de produccién

fueron comparados mediante ANOVA de un factor.

6.2.4. Desarrollo de formulaciones experimentales del micoinsecticida y evaluacién en
parcelas a campo

Los aislamientos Bb 23, Bb 301 y Ma 20 seleccionados fueron entregados a la empresa
Laboratorios Biagro S.A. para la realizacién de formulaciones experimentales. El tipo de
formulacion elegida fue aceite emulsionable, debido a que este tipo de formulaciones muestran
varias ventajas como proteccidon de los rayos UV-B, permite mantener la viabilidad de los
conidios por mayor tiempo, se evaporan mas lentamente que las formulaciones acuosas, y
permite el uso de dispersores hidraulicos convencionales y agua, disminuyendo el costo de
traslado y aplicacién (Posadas et al., 2012). Una vez recibidas las formulaciones fue evaluada la
viabilidad de los conidios utilizando el método de UFC. Para ello se tomd 1 ml de la formulacién
y se realizaron diluciones 1:10 en tubos de ensayo con Tween 80 (0,05/ ). Se sembraron 100 pl
de las diluciones 10, 10% 1073 y 10 en placas de Petri conteniendo APG y AMC para M.

anisopliae y B. bassiana, respectivamente.

-131-



Capitulo 6 — Produccion masiva, formulacién y ensayos en campo

6.2.5. Ensayos preliminares en condiciones de semicampo

Las formulaciones fueron utilizadas para ensayos de campo para verificar su efectividad y
poder iniciar los tramites del registro experimental ante el SENASA del/los micoinsecticidas
desarrollados. El aislamiento utilizado para estos ensayos fue Bb 23, debido a que en el
momento que se realizaron los ensayos era el Unico aislamiento seleccionado y formulado. Se
pudieron realizar ensayos preliminares en el campo durante las campafias 2009-10 y 2010-11
debido a que en las campariias 2011-12 y 2012-13 no hubo presencia sufieciente de picudo por
lo que los ensayos planificados no fueron realizados.

Los ensayos fueron realizados en la Estacidon Experimental Agropecuaria Reconquista (EEA

Reconquista, INTA) a cargo de la Ing. Agr. Mariana Sosa. Se realizaron tres tipos de ensayos:

a) Ensayo en condiciones de campo sobre plantas de algoddn

Los ensayos fueron realizados en febrero de 2010. Se colocaron 20 plantas por jaula y
dentro se liberaron 30 picudos obtenidos de la cria de laboratorio (Capitulo 2, Figura 6.6.). Se
aplicaron las formulaciones de conidios con mochila luego de 24 h de liberados los picudos
adultos. La dosis aplicada fue 3 x 10° conidios / m?. Las observaciones se realizaron a los 14 dias
de la aplicacién. Los adultos fueron recuperados y enviados al Laboratorio de Hongos
Entomopatégenos (IMyZA, INTA) para su confirmacién de infeccién fungica mediante cdmara
himeda. Antes de retirar las jaulas se fumigd con un insecticida quimico para eliminar los

picudos no colectados. Fueron realizados tres tratamientos y 4 jaulas de 1 m? por tratamiento:
» Bb 23-1: Bb 23 una aplicacién

» Bb 23-2:Bb 23 dos aplicaciones

» Testigo: aplicacion del coadyuvante Unicamente en una solucién acuosa.
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Figura 6.6. Ensayo en jaulas sobre plantas de algodén.
b) Ensayo en condiciones de semicampo sobre rastrojo

Se realizaron aplicaciones sobre rastrojo. Estos ensayos fueron realizados en julio de 2010
luego de levantado el algoddn. Para ello se colocaron las jaulas, y se liberaron 30 picudos
obtenidos de la cria de laboratorio en cada una de las jaulas (Capitulo 2, Figura 6.7).
Suspensiones de conidios fueron aplicadas con mochila luego de 24 h de liberados los picudos
adultos. La dosis aplicada fue 3 x 10° conidios / m? (dosis mayor a la utilizada normalmente en
el campo corresponderia a 3 x 10* conidios / ha). Se utilizaron 5 jaulas de 1 m? para cada uno
de los siguientes tratamientos:

» Testigo: aplicacion del coadyuvante Unicamente en una solucién acuosa.
» Bb 23-1: Bb 23 una aplicacién

» Bb 23-2: Bb 23 dos aplicaciones (una cada 15 dias)

» Bb 23-3: Bb 23 tres aplicaciones (una cada 15 dias)
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Fueron realizados tres muestreos (uno cada 15 dias). En cada muestreo, se colocd una
trampa con feromona en el tratamiento y se colectaron los insectos vivos a las 24h. Se levantd
todo el rastrojo que estaba sobre el plastico y se revisé el material en laboratorio. Los
individuos muertos fueron colocados en cdmara himeda para confirmar la mortalidad por B.
bassiana. En el ultimo muestreo fue levantado el testigo ademads del tratamiento. Luego de
finalizado el ensayo, se asperjo con insecticida para evitar cualquier escape y se levantaron las
jaulas. Los datos se analizaron con ANOVA de un factor y pruebas a posteriori de Tukey (p <

0,05).

Figura 6.7. Ensayo en jaulas sobre rastrojo.

6.3. Resultados

6.3.1. Ensayos preliminares de produccion del aislamiento Ma 20

Se obtuvo en promedio 1,23 x 100 + 1,66 x 10° conidios viables/ g polvo, dando un
rendimiento promedio de 5,20 X 10 + 2,53 X 10** conidios / kg de arroz (ICos, [3,25 x 10
7,13 x 1011]). Se observé una variabilidad muy alta entre estos datos, probablemente como
resultado de la poca estandarizacion en los parametros utilizados para la produccion. Por este
motivo, se propuso estudiar los parametros que influyen en la produccion y viabilidad de los

conidios (Tabla 6.1).
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Al comparar las bolsas con 90 y 180 g de arroz se observé que si bien el nimero de
conidios por g de polvo es similar, el rendimiento (conidios/kg de sustrato sélido) de las bolsas
gue contenian 180 g de arroz fue la mitad respecto a las bolsas con 90 g. Por otro lado, se
observd que el porcentaje de humedad del polvo producido fue mayor y la viabilidad de los
conidios fue menor en las bolsas de 180 g (Tabla 6.2). Por este motivo, en los ensayos

posteriores fueron utilizadas bolsas de 90 g de arroz.

Tabla 6.1. Resultados preliminares de produccion del aislamiento Ma 20.

Tiempo Ne bolsas Peso polvo Conidios viables Rendimiento
incubacion (dias) cosechadas cosechado (g) / g polvo conidios / kg arroz
13 2 13,64 1,25 x 10"° 9,44 x 10"
10 6 11,86 1,26 x 10*° 2,77 x 10"
16 4 19,46 1,26 x 10"° 6,81 x 10"
14 10 20,90 1,26 x 10*° 2,93 x 10"
13 10 25,95 1,26 x 10"° 3,63 x 10"
15 10 55,15 1,26 x 10*° 7,72 x 10"
10 10 20,38 9,95 x 10° 2,25 x 10™
10 10 27,44 1,56 x 10*° 4,74 x 10"
13 12 70,26 9,94 x 10° 6,46 x 10"

Tabla 6.2. Pardmetros de produccidn en bolsas conteniendo 90y 180 g de arroz.

Cantidad gpolvo/ Contenido Conidios/ / Rendimiento
arroz (g) kg arroz humedad (/) g polvo Viabilidad  (conidios/kg arroz)
(DE) (DE) (DE) (DE) (DE)
90 90,4 8,7 2,68 x 10" 85,07 2,39 x 10"
(28,84) (4,1) (0,18 x 10™) (11,02) (0,61 x 10"
180 38,5 19,3 3,17 x 10" 66,00 1,18 x 10*
(9,85) (11,7) (0,89 x 10%9) (8,49) (0,03 x 10%3)
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6.3.2. Dinamica de produccion de los aislamientos seleccionados contra el picudo

Al evaluar todos los aislamientos, no se observaron diferencias en el rendimiento a los
distintos tiempos de incubacidn para ninguno de los aislamientos evaluados (Ma 20: F(2, 6) =
2,5; p <0,16; Ma 50 F(2, 6) =4,7; p < 0,06; Bb 301: F(2, 6) = 1,11; p < 0,39; Bb 302: F(2, 6)= 4,58;
p < 0,06) (Figura 6.8). Sin embargo, se obtuvieron diferencias entre los aislamientos, donde los
de B. bassiana tuvieron un mayor rendimiento que los de M. anisopliae. El aislamiento que
registr6 menor rendimiento fue Ma 20 con 1,31 + 0,75 conidios x 10 / kg arroz y el mayor
rendimiento lo tuvo el asilamiento Bb 301 con 4,24 + 1,97 conidios x 10'? / kg arroz (ANOVA,

F(3,32)=28,97; p <0,01) (Figura 6.9).

(a) (c)

14 - 1
Bb301 Ma20
12 ’ 0,30 -
10 0,25 -
~ 8 0,20
e .
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11 18 25
c 11 18 25
S (b) (d)
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j= 1,40
T 150 - 1,20 -
o 1,00
< 00 0,80
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11 18 25 11 18 25

Tiempoincubacion (dias)

Figura 6.8. Rendimiento (conidios/kg arroz) en los distintos tiempos de incubacién de las bolsas

de produccién para los aislamientos (a) Bb 301, (b) Bb 302, (c) Ma 20, (d) Ma 50.

-136-



Capitulo 6 — Produccion masiva, formulacién y ensayos en campo

70 ~

60 -

50 -

40 -

Rendimiento (con x10!! / kg arroz)

Bb301 Bb302 Ma20 Ma50

Figura 6.9. Rendimiento promedio (conidios viables/kg arroz) de cada uno de los aislamientos.
Iguales letras sobre las barras indica que no hay diferencia entre las medias (ANOVA, test de

Tukey p < 0,05).

La viabilidad de los conidios no disminuyd con el tiempo de incubacién, sin embargo se
observaron diferencias significativas entre los distintos aislamientos (F (3,23) = 16,4; p < 0,01).
El aislamiento Bb 301 mostré 100/ viabilidad de conidios, mientras que los aislamientos Ma 50
y Bb 302 tuvieron 54 y 57/ de viabilidad, respectivamente. El aislamiento mas susceptible fue

Ma 20 donde la viabilidad de conidios fue sélo el 20/ (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Porcentaje de conidios viables de los polvos producidos para los distintos
aislamientos. Iguales letras sobre las barras indica que no hay diferencia entre las medias

(ANOVA, test de Tukey p < 0,05).

El porcentaje de humedad promedio de los productos fue 11,73 + 5,83/ . No hubo
diferencias entre los distintos tiempos de incubacion para ninguno de los aislamientos. Sin
embargo, se observaron diferencias significativas entre los aislamientos en el / humedad

(H(3,35) = 7,92; p=0,048) (Figura 6.11).
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Figura 6.11. Porcentaje de humedad contenida en los polvos cosechados para los distintos

aislamientos. Media, mediana y desvio estandar.

Los porcentajes de conidios remanentes en el arroz para los distintos aislamientos fueron
los siguientes: Bb 301: 24,68 + 5,93/ ; Bb 302: 22,40 + 5,70/ ; Ma 20: 43,15 + 11,40/ ; y Ma 50:
47,03 + 9,57/ . No se encontraron diferencias en el / de conidios contenidos en el polvo entre
los tiempos de incubacion (F (2, 24) = 1,37; p < 0,27), pero si entre los distintos aislamientos (F
(3, 24) = 5,64; p <0,004), donde los de B. bassiana tuvieron un menor porcentaje de conidios

remanentes en el arroz (Figura 6.12).
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Figura 6.12. Porcentaje de conidios en el polvo cosechado y en el arroz remanente para los

distintos tratamientos.

El porcentaje de pérdida de viabilidad a los 30 dias de almacenado a 4 °C fue 23,41/ en
promedio y esta no difiere significativamente para ninguno de los aislamientos (F(3, 23) = 2,49;
p < 0,09), ni en los tiempos de incubacién de las bolsas (F(2, 23) = 0,35; p < 0,71).
Probablemente esta falta de diferencia estadistica se debe a la variabilidad en los resultados,
donde algunas de las muestras no mostraron pérdidas en la viabilidad (Bb 301 T 18, Bb 302 T
25), mientras que otras disminuyeron mas del 40/ los conidios viables (Ma 20 T18, Ma 50 T11).

El aislamiento Ma 20 T25 tuvo una viabilidad inicial muy baja, y esta se mantuvo a los 30 dias.
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Tabla 6.3. Conidios viables por UFC realizado luego del tamizado y a los 30 dias de almacenado a

4 °C.
Aislamiento Tiempo de TO (UFC) T30 (UFC) / disminucion
incubacion con x109/g polvo con x 109/g polvo viabilidad
Bb301 T11 102,71 +5,38 84,00 = 14,00 18,21
Bb301 T18 62,22 + 19,82 73,67 +6,11 0,00
Bb301 T25 123,26 + 75,18 76,50 £ 24,75 37,94
Bb302 T11 48,40+ 4,32 43,21+11,91 10,71
Bb302 T18 20,53 +9,83 18,18 + 4,77 11,41
Bb302 T25 14,35+ 1,84 16,08 £ 5,08 0,00
Ma20 T11 4,35+1,61 2,64 +0,68 39,38
Ma20 T18 2,28 £0,63 1,21+0,20 46,78
Ma20 T25 0,84 +0,26 1,07 +0,72 0,00
Ma50 T11 16,48 + 3,19 9,69 14,29 41,22
Ma50 T18 10,74 + 2,66 7,07 £0,93 34,19
Ma50 T25 15,56 + 4,88 11,57+ 2,10 25,64

6.3.3. Bioensayos con los aislamientos producidos

Respecto a los bioensayos, no se observaron diferencias en la virulencia dentro del mismo

aislamiento de B. bassiana con distintos tiempos de incubacion (Fgp301(2,6) = 4,20; p < 0,07; Fgy

302(2,6)= 3,88; p < 0,08). Los porcentajes de mortalidad obtenidos para Bb 301 y Bb 302 fueron

88,33 £ 8,66/ y 82,78 £ 10,93/, respectivamente. Respecto a Ma 50, se encontré un mayor /

mortalidad (96,67 + 5,77/ ) con el polvo obtenidos de 18 dias de incubacién (Fua20(2, 6) = 10,5;

p <0,01) (Tabla 6.4).
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Tabla 6.4. Porcentajes de mortalidad promedios de adultos de picudo del algodonero tratados

con una suspension de 5 x 10® conidios / ml de los polvos producidos.

Aislamiento  Tiempo incubaciéon / mortalidad (Min-Max)

Bb301 11 80,00 (70-85)
18 90,00 (85-95)
25 95,00 (90-100)
Bb302 11 93,33 (90-95)
18 75,00 (65-85)
25 80,00 (70-90)
Ma50 11 80,00 (75-85)
18 96,67 (90-100)
25 83,33 (80-85)

6.3.4. Formulaciones experimentales

Fueron evaluados los parametros de calidad de 7 lotes distintos de las formulaciones
realizadas por la empresa Laboratorios Biagro S.A. con los aislamientos seleccionados para el

picudo del algodonero. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 6.5.

Tabla 6.5. Datos de diferentes lotes formulados con los aislamientos Bb 23, Bb 301 y Ma 20.

Conidios por ml de formulaciéon y conidios totales en la formulacion.

Neubauer UFC Viabilidad
Aislamiento Observaciones
(conidios/ml) (conidios/ml) )

Beauveria bassiana

o Utilizado en el ensayo en
Bb 23 - 6,67 x 10 -
parcelas

o Utilizado en los ensayos en
Bb 23 - 6,98 x 10 -
jaulas
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Bb 301 1,65 x 10° 3,70 x 10° 22,42
Bb 301 1,20 x 10® 1,81 x 10’ 15,08
Bb 301 1,92 x 10® 1,94 x 10® 101,04
Bb 301 2,55 x 10° 1,59 x 10° 62,35

Metarhizium anisopliae

Contaminacidén con

Ma 20 3,50 x 10’
Aspergillus flavus.
Ma 20 1,20 x 108 3,63 x 10’ 30,25
Formulado de conidios
Ma 20 5,00 x 108 6,18 x 10’ 12,35
producidos en el laboratorio

Ma 20 9,25 x 10® 8,00 x 10® 86,49
Ma 20 5,25 x 108 1,22 x 10® 23,14
Ma 20 5,55 x 108 1,72 x 108 30,90
Ma 20 8,75 x 10° 1,40 x 10® 15,94

6.3.5. Evaluacion de las formulaciones en el campo

a) Ensayos en jaulas sobre plantas de algodén

Luego de realizado el ensayo, se encontraron complicaciones para recuperar los picudos
liberados, debido a que las jaulas no tenian piso y los mismos se buscaron entre las plantas y el
suelo. Se lograron obtener Unicamente entre un 8 y 15/ del total. En Bb 23-1 se observé mayor
numero de picudos muertos, sin embargo no fue posible confirmar la presencia de B. bassiana
en ninguno de los cadaveres (Tabla 6.6). A pesar de no poder realizar una evaluacién de los
resultados obtenidos, estos ensayos resultaron importantes para poder planificar ensayos en
campo para las futuras campaiias, teniendo en cuenta los inconvenientes que se presentan al

trabajar en el campo.
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Tabla 6.6. Resultados obtenidos en ensayos en campo sobre plantas de algodén dentro de

jaulas.

Tratamientos = Numero insectos muertos/ jaula  Total recuperados

Bb23-1 3,31 20/120
Bb23- 2 1,75 21/120
Testigo 1,63 10/120

b) Ensayos en jaulas sobre rastrojo

Teniendo en cuenta los inconvenientes presentados en los ensayos previos, se realizaron
ensayos sobre el rastrojo, cambiando la forma de evaluacién. En estos ensayos se colocé una
bolsa en el piso y por encima el rastrojo, lo cual permitié levantar los insectos en forma mas
efectiva al finalizar el muestreo. Se encontraron diferencias con el testigo pero no entre
tratamientos (F(3,16) = 14,38; p < 0,01). Sin embargo, nuevamente fue dificil recuperar todos

los insectos liberados que estaban muertos ya que se confundian con el rastrojo (Tabla 6.7).

Se observa que a medida que pasa el tiempo (tratamientos 1, 2 y 3) el porcentaje de
picudos recuperados fue disminuyendo (Tabla 6.7). Ademas, los picudos no se capturaron en las
trampas con feromona colocadas en cada jaula. Basado en estos resultados y observacion en el
campo, se puede pensar que se murieron y probablemente fueron comidos por otros insectos,
como hormigas predadoras. Por otro lado, los picudos que venian de la cria en condiciones de
abrigo y comida ad libitum, al colocarlos sobre el rastrojo sin comida pueden no haber

sobrevivido a estas condiciones.
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Tabla 6.7. Resultados obtenidos en ensayos en campo sobre rastrojo de algoddn dentro de

jaulas.
Tratamientos / Picudos recuperados / Picudos muertos con B. bassiana
(Max — Min) (Max — Min)
Bb23-1 40,0 (13,3 - 63,3) 42,75 (25 - 50) (N =60) a
Bb 23 -2 27,3 (20 - 36,7) 49,55 (28,6 - 63,6) (N=41) a
Bb23 -3 16,7 (3,3 - 26,7) 59,79 (37,5-100) (N=25)a
Testigo 24,0 (6,7 —53,3) 0(N=36)b

* lguales letras indica que no hay diferencias entre las medias (ANOVA F(3,16) = 14,38;
P<0,001)

6.4. Discusion

6.4.1. Produccion

En este capitulo se evaluaron distintos pardmetros de produccidon de conidios de los
aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae seleccionados para el picudo del algodonero.
Resultados preliminares mostraron que la produccidén en bolsas con arroz con un tiempo de
incubacién entre 10 y 16 dias y el tiempo de secado de 48 h es posible para estos aislamientos.
Sin embargo, se observd una gran variabilidad en el rendimiento entre las distintas
producciones. Este resultado coincide con lo observado por Cherry et al. (1999) donde
obtuvieron una alta variacion en la produccion de conidios de una cepa de M. anisopliae
comparando durante tres afos. Encontrar que pardmetros afectan esta variacién podria ser
importante para tener una produccion masiva homogénea en el momento de comercializar un

producto basado en conidios de estas especies fungicas.
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Al probar las bolsas con 90 y 180 g de arroz, se observé un mayor rendimiento en las
bolsas con menos cantidad de arroz, esto podria deberse a una mayor dificultad en el secado en
las bolsas con mds cantidad de sustrato, dando como resultado un mayor contenido de
humedad. La humedad retenida en los conidios dificulta la extraccion por tamizado y ademas

afecta la viabilidad (Horaczek y Viernstein, 2004).

Respecto al tiempo de incubaciéon, no se encontraron diferencias en el rendimiento,
viabilidad y porcentaje de humedad de conidios a los distintos tiempos evaluados. En las
condiciones de produccidon que se utilizd en este trabajo, los nutrientes son limitados y el hongo
crece inicialmente en forma de micelio aprovechando los nutrientes disponibles. Una vez que
estos van disminuyendo se produce la esporulacién y estd posiblemente se ve limitada por
nutrientes y oxigeno, llegando a un maximo de produccién. Por lo tanto, al aumentar el tiempo
de incubacion no se obtuvo un aumento en el rendimiento (cantidad de conidios por gramo de
arroz). Posada-Fldorez (2008) no encuentran una relacién clara entre el periodo de incubacién y
la cosecha de conidios, sin embargo sugieren que los conidios podrian germinar durante ese
periodo y obtener una pérdida de viabilidad, encontrandose un periodo 6ptimo entre los 10 y
20 dias. Otros trabajos encontraron que la longevidad de conidios fue maxima cuando los
conidios fueron tamizados a los 10 dias luego de la inoculaciéon (Hong et al.,, 2000). En este
trabajo no se encontraron diferencias en el tiempo, por lo que se sugiere incubar durante 10

dias acelerando el proceso productivo.

Por otro lado, se observa que la produccién de conidios en términos de rendimiento y
viabilidad depende del aislamiento. En general, los valores de rendimiento obtenidos para los
aislamientos de B. bassiana fueron mayores a los de M. anisopliae. Estas diferencias entre
ambos géneros de hongos probablemente se encuentren asociadas a la diferencia en tamanos
de los conidios. Los conidios de B. bassiana presentan un didmetro de 1,5 a 3,5 um, mientras
qgue los de M. anisopliae presentan un didmetro de 9 a 11 um (Humber, 2000). Otros autores,
en trabajos con hongos entomopatdgenos, hallaron diferencias significativas en los valores de

produccion de estos dos géneros, y en general esta diferencia también fue atribuida al tamafio
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diferencial de los conidios (Dorta et al., 1996; Arzumanov et al., 2005; Kassa et al., 2008). De
acuerdo con estos resultados, generalmente las cepas de B. bassiana presentan un mejor
rendimiento (conidios / kg arroz) que las de M. anisopliae y que ademas, entre las cepas de una
misma especie también existen diferencias de rendimiento. Kassa et al. (2008), estudiaron la
produccién masiva de B. bassiana y M. anisopliae y encontraron que la produccién de conidios
y la viabilidad dependen del aislamiento fungico independientemente de los distintos métodos
de produccidn utilizada. La produccidn de conidios de B. bassiana ha sido desarrollada en varios
paises con un alto nivel de eficiencia de produccién. Bartlett y Jaronski (1988) y Feng et al.
(1994) reportaron 7 — 8 x 10" conidios / kg arroz. La maxima productividad registrada en
nuestro trabajo fue con Bb 301 de 4,24 + 1,97 conidios x 10% / kg arroz, la cual a pesar de ser

un poco menor se encuentra en el mismo orden.

El secado podria ser una de las estapas claves de la produccién, ya que durante este
proceso muchos conidios podrian perder la viabilidad (por ejemplo el aislamiento Ma 20 donde
solo el 20,6/ de los conidios cosechados estaban viables). El tiempo de secado es importante
para preservacién de conidios. En el caso de M. anisopliae, un secado rapido entre 30y 35 °C es
critico para preservar los conidios (Bailey y Rath, 1994; Horaczek y Viernstein, 2004). El limite
de disecacién y tolerancia a la temperatura son las restricciones mas importantes en los
métodos de secado de hongos entomopatdgenos. Se ha demostrado que el contenido de
humedad inicial del polvo de conidios y la velocidad de secado cuando son producidos en
sustrato soélido influyen en la vida media de los conidios de M. anisopliae y B. bassiana
(Hedgecock et al. 1995). Idealmente, un contenido de humedad de 5/ seria conveniente para
conservacion de los conidios (Bateman, 1995), sin embargo, no se consiguié llegar a esos

valores en este trabajo y es necesario seguir ajustando el método a utilizar.

En relacién con los conidios contenidos en el arroz remanente, se encontré que para
ambas especies fungicas hubo una retencion de conidios en el sustrato, siendo mayor el
porcentaje de conidios remanentes para los aislamientos de M. anisopliae. Para realizar

productos basados en este tipo de produccion, seria importante hallar un método de extracciéon
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mas efectivo que permita obtener mas conidios sin aumentar los residuos del sustrato. Por otro

lado, el arroz remanente puede ser utilizado como inéculo en un proceso productivo.

El sustrato en el cudl se producen los hongos entomopatdgenos también parece influir en
el rendimiento. Espinel et al. (2008) evaluaron el rendimiento de B. bassiana en avena, arroz y
maiz, y concluyeron que el sustrato de produccién afecta significativamente al rendimiento de
las cepas fungicas. Bhanu Prakash et al. (2008), desarrollaron una aproximacién matematica
para la optimizacién del proceso de fermentacién utilizando tres sustratos, arroz, cebada y
sorgo, variando el pH, el contenido de humedad y la concentracién de extracto de levadura
(fuente de nitrégeno y vitaminas), factores que podrian ser importantes en la produccién de
conidios de M. anisopliae. Las condiciones éptimas obtenidas por estos investigadores para la
produccién de conidios en sustrato sélido fueron producir en arroz, el pH de 7,01, contenido de
humedad de 22,24/ y concentracion de extracto de levadura de 1,45 g. Estas variables

deberian ser evaluadas con los aislamientos de M. anisopliae seleccionados en esta tesis.

Por ultimo, a pesar de las diferencias encontradas en la produccidon de los distintos
aislamientos, fue posible mantener la virulencia contra el picudo del algodonero. A diferencia
de esto, Arcas et al. (1999) encontraron que la metodologia utilizada para la produccién masiva
de hongos entomopatdgenos afecta marcadamente su actividad bioinsecticida. La retencion de
una alta viabilidad y virulencia de los conidios de los hongos entomopatdgenos durante el
almacenamiento y posterior aplicacién, es esencial para un control bioldgico efectivo de

insectos en el campo.

6.4.2. Formulacion

Durante el proceso de formulacidén, se observd que existe una gran pérdida de la
viabilidad. Esto lleva a productos con dosis menores a las necesarias para disminuir la poblacién

de la plaga. Esta disminucién de la viabilidad puede estar dada por el proceso que se utiliza en
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la produccién y formulacidn, tanto como por los compuestos que se adicionan al producto final

para mantener y aplicar el mismo.

La vida media y propiedades fisicas y bioldgicas de la formulacién son temas
importantes en las formulaciones comerciales. Las formulaciones deben mantenerse estables

por al menos un afio y preferentemente durante 18 meses para comercializacién (Batta, 2003).

Daoust et al. (1983) encontraron que aceites de distintos tipos, en una forma
concentrada, tienen efectos negativos sobre la viabilidad de conidios de M. anisopliae durante
el almacenamiento a ciertas temperaturas y humedades relativas. Por otro lado, los
surfactantes utilizados pueden tener efecto negativo sobre los conidios, y éste debe ser
determinado empiricamente mediante ensayos de compatibilidad con las distintas especies
fungicas, mas aun, entre cepas de una misma especie (Jackson et al.,, 2010). Experimentos
adicionales con la formulacidn de estos hongos son necesarios para ser utilizados en el manejo
del picudo del algodonero. Por ejemplo, la viabilidad del hongo en la formulacidon a un amplio
rango de temperaturas de almacenado y el efecto de los coadyuvantes sobre la viabilidad de los

conidios.

6.4.3. Evaluacion a campo

Se observé una disminucién de picudos en el campo tanto en los ensayos sobre plantas
como sobre rastrojo dentro de jaulas. Sin embargo, problemas en el desarrollo de los ensayos
llevaron a la pérdida de insectos experimentales, debido a escapes, predadores y dificultad para
encontrar los insectos muertos sobre el material. Estos ensayos son considerados como
preliminares para disefiar los ensayos a futuro una vez que se tenga el formulado del
aislamiento seleccionado. Estudios desarrollados en Texas (EEUU) obtuvieron un aumento en la
produccién de algoddn al tratar con Naturalis-L (un micoinsecticida desarrollado a base de
conidios de B. bassiana), y concluyen que el uso de este micoinsecticida en dreas de produccién

de algodon al inicio de la temporada (donde se encuentran los adultos hibernantes), podria

-149-



Capitulo 6 — Produccion masiva, formulacién y ensayos en campo

ayudar a reducir la aplicacion de insecticidas quimicos, especialmente en areas donde el picudo

aparece esporadicamente (Wright y Chandler, 1992; Wright, 1993).

En el presente trabajo sélo se pudo realizar ensayos en campo con aislamientos de B.
bassiana, a pesar de que esta especie resulté menos virulenta para el picudo del algodonero
respecto a M. anisopliae. Wright y Chandler (1992) evaluaron la eficacia de una formulacién de
B. bassiana sobre poblaciones de picudo en el campo. Estos autores hallaron una mortalidad
significativa, ademas de una mejora en el rendimiento de la fibra cuando el micoinsecticida es

aplicado contra adultos hibernantes de picudo.
La especie M. anisopliae aun no se encuentra registrada en el SENASA (Servicio Nacional de

Sanidad y Calidad Agroalimentaria), por lo cual no es posible aun la experimentacién en el

campo con la misma.
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En este trabajo se seleccionaron aislamientos de los hongos entomopatégenos B.
bassiana y M. anisopliae para ser utilizados en el control de A. grandis. Para la seleccion de los
aislamientos se tuvo en cuenta tanto la virulencia de los aislamientos como los efectos
subletales que producen sobre el picudo del algodonero. Asimismo, fueron evaluadas distintas
caracteristicas de los aislamientos importantes para su aplicacién como micoinsecticidas, como
tolerancia a altas temperaturas, compatibilidad con los insecticidas quimicos, y la capacidad de
ser producidos masivamente y formulados. Por ultimo, se realizaron algunas evaluaciones en el
campo.

Uno de los resultados importantes encontrados en esta Tesis fue que los aislamientos de
M. anisopliae resultaron mas virulentos para A. grandis, obteniéndose mayor mortalidad,
menor concentracion letal media y menor tiempo de supervivencia media con esta especie
fungica. Ademas, estos aislamientos produjeron efectos subletales sobre la alimentacidon y la
oviposicion. Respecto a la alimentacidn, se encontré que las hembras tratadas con B. bassiana y
con M. anisopliae disminuyeron el dafio sobre los pimpollos de algoddn, ademas que tuvieron
una menor ganancia de peso. Con respecto a la oviposicidn, las hembras tratadas con M.
anisopliae pusieron menor cantidad de huevos. Las hembras de A. grandis concentran el
maximo esfuerzo reproductivo al inicio de la vida, obteniéndose un pico de oviposicidn entre
los 15 y 19 dias. En el caso de hembras tratadas con M. anisopliae, este pico no se obtiene
debido a la disminucién en la oviposicidon e incremento de la mortalidad. Ademds, se observa
una transmision vertical del hongo patégeno, por lo cual, no todos los huevos puestos por las
hembras son viables, disminuyendo aun mas la descendencia producida por esa hembra. Estos

resultados son importantes, debido a que a pesar de que el hongo no produce la mortalidad
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instantdnea de la plaga, en el tiempo de incubaciéon de la enfermedad, el dafio sobre el algodén
y la descendencia disminuye, lo cual podria reducir el rdpido crecimiento poblacional que
ocurre en el campo durante la temporada en que se realiza el cultivo de algoddn.

Por otro lado, se pudo probar que los aislamientos de M. anisopliae son mas adecuados
para ser utilizados en un micoinsecticida, debido que registraron mayor tolerancia a altas
temperaturas. Las altas temperaturas y radiacion solar son los principales factores limitantes
para el uso de hongos entomopatégenos bajo condiciones de campo. Las temperaturas altas
pueden desorganizar la membrana de las células fungicas y causar danos por Ia
desnaturalizacion de proteinas y en el ADN por pérdida de bases por depurinacién (Li y Feng,
2009). Danos similares pueden ser ocasionados por radiacion solar UV-B. Por lo tanto, no sélo la
tolerancia a altas temperaturas debe evaluarse cuando se quiere seleccionar una cepa como
agente de biocontrol, sino que también debe estudiarse la tolerancia a radiacién UV-B. En
consecuencia, se debe destacar la importancia que tienen las formulaciones de micoinsecticidas
con el agregado de protectores adecuados asi como el momento de su aplicacién en el campo.

Otro hallazgo de estas Tesis fue que los aislamientos de M. anisopliae seleccionados
fueron mas compatibles con los insecticidas quimicos piretroides utilizados en el campo contra
el picudo del algodonero, y el uso conjunto de los conidios del hongo con el insecticida tuvieron
un efecto aditivo sobre la mortalidad de los adultos. Estos resultados permiten concluir que el
uso de M. anisopliae combinado con un método de control quimico, utilizados adecuadamente
dentro de un programa de MIP, puede ayudar a disminuir la cantidad de insecticidas quimicos

aplicados, disminuyendo la contaminacién que éstos producen.
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Finalmente, los datos de produccién masiva mostraron que con los aislamientos de M.
anisopliae se obtuvieron menores rendimientos y menor viabilidad de los conidios respecto a B.
bassiana. Si bien esta especie es mas dificultosa para obtener grandes cantidades de conidios,
en este trabajo se demostrd que son necesarias menores concentraciones para producir
mortalidad de los adultos de A. grandis, y ademas, tienen una mayor tolerancia a los factores
externos, tales como la temperatura y productos quimicos, respecto a los aislamientos de B.
bassiana. Sin embargo, es necesario continuar estudiando qué factores afectan la viabilidad de
los conidios durante el proceso de produccién y encontrar un mejor método de extraccién de
los conidios del arroz utilizado como sustrato.

En conclusidn, segln los resultados de laboratorio, los aislamientos de M. anisopliae, Ma
20 y Ma 50, son candidatos para ser utilizados en el control de A. grandis. Sin embargo, ain no
fue posible la experimentacidn en el campo con aislamientos de M. anisopliae, debido a que
esta especie no se encuentra registrada en el SENASA. Es necesario continuar trabajando en la
produccién y formulacién de estos aislamientos, tanto como poder obtener el permiso de

SENASA para poder evaluar la eficiencia de estos aislamientos en el campo.
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Anexo 1: Porcentaje promedio de mortalidad (/ M) y tiempo de supervivencia medio (TSsp) (Intervalos de confianza del 95/
Andersen (ICys)) de adultos de A. grandis inoculados por inmersidon en una suspensién con 5x10° conidia/ml de los aislamientos de

Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae obtenidos de

Entomopatdgenos, IMYZA, INTA Castelar).

la Coleccion de Hongos Entomopatégenos (Lab. Hongos

Aislamiento / M (Min-Max) TSso (ICgs) Origen del aislamiento Localidad Fecha
aislamiento

Beauveria bassiana

Bb 2 59 (40-70) n.c. Diatraea saccharalis (Lep: Pergamino/ Buenos Aires 1990
Pyralidae)

Bb 5 26 (10-40) n.o. Diatraea saccharalis (Lep: Lincoln/ Buenos Aires 1990
Pyralidae)

Bb 7 18 (0-40) n.o. Diatraea saccharalis (Lep: 9 de Julio/ Buenos Aires 1990
Pyralidae)

Bb 8 26 (10-50) n.o. Diatraea saccharalis (Lep: 25 de Mayo/ Buenos Aires 1990
Pyralidae)

Bb 9 62 (10-90) n.c. Diatraea saccharalis (Lep: Venado Tuerto/ Santa Fe 1990
Pyralidae)

Bb 10 6 (0-10) n.o. Diatraea saccharalis (Lep: Elortondo/ SantaFe 1990
Pyralidae)

Bb 12 67 (50-87,5= n.c Diatraea saccharalis (Lep: Huinca Renancé/ Cérdoba 1990

Pyralidae)
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Bb 13

Bb 17

Bb 23

Bb 24

Bb 26

Bb 36

Bb 37

Bb 38

Bb 40

Bb 41
Bb 45

44 (30-60)

42 (22-50)

90 (80-100)

50 (30-70)

12 (0-20)

66 (50-80)

0 (0)

26 (10-50)

44 (20-70)

58 (50-70)
52 (30-70)

n.o.

n.o.

7,00 (6,41- 7,59)

n.c.

n.o.

n.o.

n.o.

n.c.

n.c.

Diatraea saccharalis (Lep:

Pyralidae)
Spilosoma virginica (Lep:

Lymantriidae)

Diatraea saccharalis (Lep:

Pyralidae)

Diatraea saccharalis (Lep:

Pyralidae)

Diatraea saccharalis (Lep:

Pyralidae)

Tibraca limbativentris

(Hemiptera: Pentatomidae)

Nezara viridula (Hemiptera:

Pentatomidae)

Nezara viridula (Hemiptera:

Pentatomidae)

Euselasia sp (Lepidoptera:

Erycinidae)

Homoptera: Cercopidae

Diabrotica sp. (Coleoptera:

Chrysomelidae)

Huinca Renancé/ Coérdoba

Pergamino/ Buenos Aires

Pergamino/ Buenos Aires

Colén/ Buenos Aires

Colén/ Buenos Aires

Goiania/ GO/ Brasil

Yerba Buena/ Tucuman

Chapecé/ SC/ Brasil

Rio Grande do Sul/ Brasil

Piracicaba/ SP/ Brasil

Brasilia/ DF/ Brasil

1990

1990

1990

1990

1990

1982

1986

1984

1988

1989

1988
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Bb 47

Bb 65

Bb 68
Bb 70
Bb 71
Bb 73
Bb 75
Bb 79
Bb 80
Bb 81

Bb 98

Bb 112

Bb 132

Bb 175

76 (60-90)

64 (40-80)

39 (17-60)
32 (10-60)
34 (10-60)
0(0)

82 (70-90)
58 (40-80)
16 (0-40)
47 (33-60)

62 (50-90)

84 (70-100)

20 (10-40)

25 (20-33)

n.c.

n.c.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.c.

n.c.

n.o.

n.o.

n.c.

n.o.

n.o.

Diatraea saccharalis (Lep:

Pyralidae)

Nezara viridula (Hemiptera:

Pentatomidae)
Coleoptera: Scarabaeidae
Coleoptera: Scarabaeidae
Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Phyrdenus muriceus
(Coleoptera: Curculionidae)
Cyclocephala signaticollis
(Coleoptera: Scarabaeidae)
Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Deuterocampta quadrijuga
(Coleoptera: Crisomelidae)
Rh. (Bo) microplus (Acari:

Ixodidae)

Ipojuca/ PE/ Brasil

Oliveros/ Santa Fe

Pergamino/ Buenos Aires
Pergamino/ Buenos Aires
Oliveros/ Santa Fe
Oliveros/ Santa Fe
Oliveros/ Santa Fe
Pergamino/ Buenos Aires
Pergamino/ Buenos Aires

Cordoba

Balcarce/ Buenos Aires

Rafaela/ Santa Fe

Cérdoba

Castelar/ Buenos Aires

1983

1992

1993

1993

1994

1994

1994

1993

1993

1993

1996

1999

1999

2004
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Bb 241

Bb 243

Bb 244

Bb 246

Bb 247

Bb 250

Bb 251

Bb 257

Bb 258

Bb 259

Bb 260

Bb 262

Bb 264
Bb 265

58 (40-70)

0(0)

52 (30-90)

22 (10-40)

48 (30-70)

18 (10-20)

34 (20-50)

26 (20-30)

6 (0-10)

18 (10-40)

20 (10-30)

18 (10-30)

8 (0-20)
24 (20-30)

n.c.

n.o.

n.c.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

2006

2006

2006

2006

2006

2006

2006

2006

2006

2006

2006

2006

2006

2006
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Bb 268

Bb 270

Bb 272

Bb 275

Bb 277

Bb 279

Bb 280

Bb 285

Bb 286

Bb 288

Bb 290

Bb 291

22 (0-50)

36 (10-80)

22 (10-50)

24 (10-50)

28 (0-50)

30 (20-40)

26 (10-40)

24 (20-30)

90 (70-100)

30 (10-50)

16 (10-20)

20 (10-40)

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

n.o.

8,00 (7,50 - 8,50)

Suelo

Suelo

Suelo

Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Rhammatocerus pictus
(Ortoptoptera: Acrididae)
Rhammatocerus pictus

(Ortoptoptera: Acrididae)

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Metileo/ La Pampa

Metileo/ La Pampa

Luan Toro/ La Pampa

Luan Toro/ La Pampa

Anguil/ La Pampa

Anguil/ La Pampa

Luan Toro/ La Pampa

General Pico/ La Pampa

Anguil/ La Pampa

2006

2006

2006

2008

2008

2008

2008

2008

2008

2008

2008

2008
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Bb 292 20 (10-30) n.o. Rhammatocerus pictus General Pico/ La Pampa 2008
(Ortoptoptera: Acrididae)

Bb 294 22 (10-40) n.o. Rhammatocerus pictus General Pico/ La Pampa 2008
(Ortoptoptera: Acrididae)

Bb 295 26 (10-40) n.o. Rhammatocerus pictus General Pico/ La Pampa 2008
(Ortoptoptera: Acrididae)

Bb 296 70 (60-80) n.c. Rhammatocerus pictus Anguil/ La Pampa 2008
(Ortoptoptera: Acrididae)

Bb 301 92 (80-100) 9,00 (8,17 -9,83) D. hidrophilides (Coleoptera: Reconquista/ Santa Fe 2009
Scarabaeide)

Bb 302 90 (80-100) 7,00 (6,54 - 7,46) Suelo Reconquista/ Santa Fe 2009

Bb 303 72 (50-90) n.c. Suelo Reconquista/ Santa Fe 2009

Bb 316 22 (10) n.o. A. grandis (Coleoptera: Las Brefias/ Chaco 2010
Curculionidae)

Metarhizium anisopliae

Ma 1 82 (60-100) n.c. Acromyrmex lundi Castelar/ Buenos Aires 2005
(Hymenoptera: Formicidae)

Ma 2 100 (100) 5,00 (4,87 - 5,13) Acromyrmex lundi Castelar/ Buenos Aires 2005
(Hymenoptera: Formicidae)

Ma 4 54 (30-70) n.c. Suelo Oliveros/ Santa Fe 1995

Ma 5 92 (70-100) 5,00 (4,74-526)  Suelo Rafaela/ Santa Fe 1996
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Ma 6

Ma 7

Ma 8

Ma 10

Ma 13

Ma 14

Ma 15

Ma 16

Ma 17

Ma 18

Ma 20

Ma 21

92 (80-100)

100 (100)

42 (20-80)

32 (20-60)

40 (10-60)

98 (90-100)

66 (40-100)

92 (80-100)

92 (80-100)

86 (80-90)

100 (100)

44 (30-60)

6,00 (5,64 - 6,36)

6,00 (5,75 - 6,25)

n.o.

n.o.

n.o.

6,00 (5,66 - 6,34)

5,00 (4,84 - 5,16)

5,00 (4,79 - 5,20)

n.c.

6,00 (5,74 - 6,26)

n.o.

Diloboderus abderus
(Coleoptera: Scarabeidae)
Diloboderus abderus
(Coleoptera: Scarabeidae)
Suelo

Suelo

Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)

Acromyrmex lundi

Pergamino/ Buenos Aires

Pergamino/ Buenos Aires

Oliveros/ Santa Fe

Oliveros/ Santa Fe

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

1993

1993

1995

1995

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005
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Ma 25

Ma 27

Ma 31
Ma 32
Ma 35

Ma 36
Ma 41
Ma 45
Ma 46
Ma 47
Ma 49
Ma 50

80 (60-100)

72 (60-90)

90 (80-100)
40 (0-60)
98 (90-100)

94 (90-100)
96 (90-100)
90 (80-100)
88 (70-100)
66 (50-80)

98 (90-100)
100 (100)

n.c.

n.c.

6,00 (5,54 - 6,46)
n.o.

5,00 (4,74 - 5,26)

6,00 (5,48 - 6,52)
6,00 (5,84 — 6,16)
6,00 (5,24 - 6,76)
n.c.

n.c.

6,00 (5,70 - 6,30)
4,00 (3,57 - 4,43)

(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Acromyrmex lundi
(Hymenoptera: Formicidae)
Suelo

Coleoptera: Scarabaeidae
Diloboderus abderus
(Coleoptera: Scarabeidae)
Suelo

Coleoptera: Scarabeidae
Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Castelar/ Buenos Aires

Castelar/ Buenos Aires

Oliveros/ Santa Fe

Adelaide/ Australia

Pergamino/ Buenos Aires

Oliveros/ Santa Fe

Brasilia/ Brasil

Huerta Grande/ Cérdoba
Huerta Grande/ Cérdoba
Las Toscas/ Santa Fe
Las Toscas/ Santa Fe

Las Toscas/ Santa Fe

2005

2005

1996

1990

1993

1995

1988

2009

2009

2009

2009

2009

n.o. = no fue calculado debido a que las mortalidades fueron inferiores al 50/ . n.c. = no fue calculado.
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Anexo 2: Formulados aprobados por el SENASA para uso en picudo del algodonero (2009)

Empresa

N°inscripcion

Marca comercial

Principio activo

Plato de argentina s.a.
Chemotecnica s.a.
Nidera s.a.
Nidera s.a.
Bayer s.a.
Bayer s.a.
Bayer s.a.
Bayer s.a.
Borches y cia s.a.

Compaiiia ascariscer s.a.

Lanther quimica s.a.
Alfalfares s.r.l.
Atanor s.c.a.
Bayer s.a.
Brometan s.r.l.
Dupont argentina s.a.

Enrigue m.baya casal s.a.

Felix menendez s.r.l.
Gleba s.a.

Laboratorios degser s.r.l.

Lanther quimica s.a.
Magan argentina s.a.
Magan argentina s.a.
Nova s.a.
Nufarm s.a.
Philagro s.a.
Philagro s.a.
Reopen s.a.
Terrium argentina s.a.
Magan argentina s.a.
Fmc latinoamerica s.a.
Fmc latinoamerica s.a.
Fmc latinoamerica s.a.
Fmc latinoamerica s.a.
Aranami s.a.

33422
32876
35060
35062
31820
32452
30357
32618
34588
34211
34587
35108
34344
30855
34696
33393
35287
33943
34370
34751
34125
31054
35086
35319
35139
35231
35353
34180
33374
33317
32672
33745
35047
35162
33910

Dipi dispensador de insec.
Atrion
Bulldock zamba
Beta baytroid zamba
Bulldock
Beta baytroid 5 ec
Baytroid 5
Bitan flow 5 sc
Deltamax
Extra tackle
Delta 10
Alfasan 35
Endosulfan atanor 35
Thiodan 35 ec
Endosulfan brometan
Endosulfan agar cross
Endosulfan 35 arn ebc
Fcm endosulfan
Endosulfan 35 glex
Endodegser
Endosulfan Iq 35
Thionex-I
Thionex
Endosulfan nova
Endosulfan nufarm
Philendo
Endosulfan aeg
Daargussulfan
Endosulfan terrium
Suprathion 20 wp
Furia
Furia 40°ec
Fury 20 ew
Mustang 20 ew
Araciper 25

d.d.v.p.
beta-cipermetrina
beta-ciflutrina
beta-ciflutrina
beta-ciflutrina
beta-ciflutrina
ciflutrina
deltametrina
deltametrina
deltametrina
deltametrina
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
endosulfan
metidation
zetametrina
zetametrina
zetametrina
zetametrina
cipermetrina
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Ciagro s.a.
Ciagro s.a.
Ciagro s.r.l.
Ciagro santa fe s.r.l.
Crespo s.r.l.

Dow agrosciences arg.s.a.
Dupont argentina s.a.
El floricultor
Favs.r.l.
Fitoquim s.a.

Fmc latinoamerica s.a.
Fmc latinoamerica s.a.
Formulagro s.r.l.
Gleba s.a.

Gleba s.a.
Lanther quimica s.a.
Marketing agricola s.r.l.
Nufarm s.a.
Sharda worldwide exports
pvt
Siner s.a.

34120
35556
31796
35413
33804
30743
30784
31243
34360
30233
31089
32635
32715
32373
33375
33843
34811
35137
35550

35337

Kalibre 25
Microactive 25 me
Kalibre 25
Librek
Cipermetrina controler
Nurelle 25e
Cipermetrina dupont
Cipermetrina el floricultor
Ciperfav 25
Cipermetrina fq
Arrivo
Commanche
Cipermetrina 25 formulagro
Glextrin 25
Zipertrin
Cipermetrina lq 25
Cipermetrina mark agricola
Cipermetrina nufarm
Cipermetrina sharda 25

Cipermetrina siner

cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina
cipermetrina

cipermetrina
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