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RESUMEN: En el presente trabajo se evaluo la compatibilidad “in vitro” de dos hongos entomopatdgenos nativos de
Chiapas Gliocladium virens y Trichoderma longibrachiatum con dos insecticidas comerciales: Aqua Reslin® Super y
Anvil®, cada uno a las concentraciones de 1.5, 2 y 2.5%. La compatibilidad se estimé mediante efectos en las variables
germinacién conidial, crecimiento vegetativo y esporulacion de cada uno de los hongos entomopatdgenos. Las tres
concentraciones de Aqua Reslin® Super fueron compatibles con los dos hongos entomopatdgenos, mientras que las
concentraciones del insecticida Anvil® fueron moderadamente téxico y toxico para los dos hongos entomopatdgenos. La
concentracion de 1.5% del insecticida Aqua Reslin® Super con los hongos G. virens y T. longibrachiatum fueron las
mejores combinaciones que podrian ser propuestas como una estrategia integrada en el control de Aedes aegypti, el
principal vector del dengue en México.
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Compatibility of entomopathogenic fungi and insecticides pyrethroid for the control of Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae)

ABSTRACT: In the present study was evaluated "in vitro" compatibility of two native entomopathogenic fungi of Chiapas
Gliocladium virens and Trichoderma longibrachiatum with two commercial insecticides: Aqua Reslin® Super and Anvil®,
each at 1.5, 2 and 2.5% concentrations. Compatibility was estimated by effects on conidial germination, vegetative growth
and sporulation of entomopathogenic fungi. The three concentrations of Aqua Reslin® Super were compatible with the two
entomopathogenic fungi, while concentrations of the insecticide Anvil® were moderately toxic and toxic for the two
entomopathogenic fungi. The concentration of 1.5% of the insecticide Aqua Reslin® Super with fungi G. virens and T.
longibrachiatum were the best combinations that might be proposed as a strategy integrated in the control of Aedes aegypti,
the principal vector of dengue in Mexico.
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Introduccion

El dengue, una de las principales enfermedades transmitidas por vector en el mundo, es causada
por un virus de la familia Flaviviridae y transmitida principalmente por la picadura del mosquito
hembra Aedes aegypti Linneo (Diptera: Culicidae) (Gubler, 2011). En México, el dengue es un
problema de salud publica que va en aumento, en el afio 2012 se reportaron 50,368 casos mientras que
en 2013 los casos aumentaron a 62,330 (SINAVE, 2013).

El desarrollo de resistencia a insecticidas por parte de los mosquitos (Garcia et al., 2009), ha
conducido a la busqueda de métodos alternativos como el control biolégico mediante el uso de agentes
entomopatdgenos, que ademas de eliminar a los mosquitos, minimiza los problemas de contaminacion
ambiental y desarrollo de resistencia (Tamez et al., 2001). De los agentes entomopatdgenos, los hongos
tienen algunas ventajas respecto a otros agentes de control biolégico y quimico, como por ejemplo:
produccién a bajo costo utilizando sustratos economicos como arroz (Rosas-Acevedo et al., 2008),
mayor persistencia en el ambiente al convertir al insecto muerto en una nueva fuente de inoculo
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(Lecuona et al., 1997); son especificos ya que no dafian organismos no blanco (Tanada y Kaya, 1993) y
no necesitan ser ingeridos por el insecto para promover su capacidad infectiva (Carruthers y Hural,
1990). Se recomienda el uso de cepas nativas de hongos para evitar un desequilibrio ecoldgico, ademas
que una cepa foranea requiere adaptarse al medio y en ese proceso puede perder su capacidad infectiva
(Castillo, 2006). En el sureste de México se realizé el aislamiento de cepas nativas de hongos asociadas
a insectos vectores de enfermedades y con patogenicidad sobre mosquitos (Vazquez-Martinez et al.,
2008, Vazquez-Martinez et al., 2013), de estas cepas Trichoderma longibrachiatum y Gliocladium
virens demostraron ser infectivas en mosquitos A. aegypti en bioensayos de laboratorio (Cisneros-
Véazquez, 2010).

Ante el incremento de la resistencia a insecticidas por parte de los mosquitos, se esta valorando
el uso de combinaciones de insecticidas y hongos entomopatogenos para reducir las cantidades que se
utilizan de insecticidas, disminuir la probabilidad de aparicion de resistencia y mejorar las estrategias
de control, incluso de los mosquitos resistentes. En el area agricola, se ha reportado compatibilidad
entre los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae con insecticidas piretroides (Cazorla y
Morales-Moreno, 2010; Schumacher y Poehling, 2012). Por lo que en este estudio, el objetivo fue
evaluar la compatibilidad entre piretroides sintéticos y hongos entomopat6genos nativos que pudieran
utilizarse en estrategias de control integrado de mosquitos A. aegypti vectores de dengue.

Materiales y Método

Bioensayos. Se utilizaron dos marcas de insecticidas piretroides: Aqua Reslin® Super y
Anvil®, en tres diferentes concentraciones: 1.5, 2 y 2.5%. Se evaluaron dos cepas nativas de hongos:
G. virens y T. longibrachiatum proporcionadas por el Laboratorio de Patdgenos y Vectores del CRISP.
Los hongos se crecieron en el medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (SDA, Becton Dickinson®) a
27£2°C, 70% HR con fotoperiodo de 12:12h L: O. Se prepararon placas de Agar Dextrosa Sabouraud
(SDA) adicionadas con las concentraciones a evaluar de los insecticidas, para el control se usaron
placas de SDA sin insecticida.

Efecto de insecticidas sobre la germinacion conidial. Para determinar la germinacién conidial
se sembraron cinco alicuotas de 5ul de la suspension de conidias de los hongos T. longibrachiatum y
G. virens en cinco puntos de placas Petri, las cuales contenian medio SDA con los respectivos
tratamientos. La germinacion conidial se determino por el método de Cafiedo y Ames (2004).

Efecto de insecticidas sobre la esporulacion de hongos. En cada placa de los respectivos
tratamientos se sembro una alicuota de 5ul de una suspension de conidias de los hongos a probar (T.
longibrachiatum y G. virens), y se incubaron a las condiciones ya descritas. A los 10 dias de
incubacion, de cada placa se colectd un disco de 1 cm de diametro y se coloco en 5ml de solucion
tween 80 al 0.01% y se mezclé en un sonicador de bafio de agua a 28°C por 15 minutos. La
esporulacion de hongos (concentracion de conidias) se determiné mediante conteos en una camara de
Neubauer.

Efecto de insecticidas sobre crecimiento vegetativo. A partir de placas esporuladas sin
insecticidas, se tomaron discos de 1 cm de diametro y se colocaron en el centro de placas Petri con los
diferentes tratamientos. Las placas se incubaron y se midio6 el diametro del desarrollo del cultivo a los
14 y 30 dias después de la inoculacion. Se realizaron tres mediciones con un Vernier y se obtuvo el
promedio.

Compatibilidad. La compatibilidad de cada insecticida con los hongos entomopat6genos se
calculd segun el valor del indice biologico (IB) propuesto por Alves et al. (2007), en base a las
variables: porcentaje de inhibicion del crecimiento, el efecto sobre la esporulacion y crecimiento
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vegetativo, a través de la formula: IB = [47 (CV) + 43 (ESP) + 10 (GER)]/100. Donde: 1B: Valor
corregido para la clasificacion del producto, CV: Porcentaje de crecimiento vegetativo con relacion al
testigo, ESP: Porcentaje de esporulacion respecto al testigo y GER: Germinacion. El resultado de
indice bioldgico (IB) se categorizd y de acuerdo al rango donde se ubique el IB se determind si el
insecticida y el hongo son compatibles: 1B = > 66 compatible, IB = 42-66 moderadamente tdxico, IB =
< 42 toxico.

Analisis estadistico. Se realiz6 un andlisis de varianza para los resultados de esporulacion de G.
virens expuesto a ARS y Anvil y para T. longibrachiatum expuesto a ARS. Para el resto de los
bioensayos se realizo el test no paramétrico Kruskal Wallis. Para elegir las mejores combinaciones
(compatibles) se tomaron los resultados de los indices biolégicos y se acomodaron en un disefio de
bloques completamente al azar.

Resultados

Efecto de insecticidas sobre la germinacién conidial. La germinacién de G. virens a la
concentracion 1.5% de ARS no tuvo diferencias significativas con el control (P > 0.05). Las
concentraciones de 2 y 2.5% de ARS causaron una reduccion del 3% en la germinacién conidial. Las
concentraciones 1.5 y 2% de Anvil no causaron efectos negativos en la viabilidad de G. virens,
mientras que la concentracion de 2.5% redujo 1.5% la viabilidad (P = 0.0165). La germinacién de T.
longibrachiatum no fue afectada por las concentraciones 1.5 y 2% de ARS (P > 0.05), y tampoco por
las tres concentraciones de Anvil (P > 0.05).

Efecto de insecticidas sobre la esporulacion de hongos. La concentracion 1.5y 2.5% de ARS
no afectd la esporulacion de G. virens ya que no tuvo diferencias significativas con el control (P >
0.05). En contraste, las reducciones causadas en la esporulacion por las tres concentraciones de Anvil
tuvieron diferencias significativas con el control (P < 0.05). La concentraciéon 1.5 de ARS no afecto la
esporulacién de T. longibrachiatum (P > 0.05). En cambio, las tres concentraciones de Anvil afectaron
significativamente la esporulacién de T. longibrachiatum (P < 0.05).

Efecto de insecticidas sobre crecimiento vegetativo. El crecimiento vegetativo de G. virens
(14 y 30 dias) no fue afectado por las concentraciones de ARS, ni por Anvil (P = 1.000). El
crecimiento vegetativo de T. longibrachiatum a los 14 dias no fue afectado por las tres concentraciones
de ARS (P = 0.1794). Mientras que las concentraciones 1.5 y 2% de Anvil no tuvieron diferencias
significativas con el control (P > 0.05), por lo que no afectaron el crecimiento vegetativo de T.
longibrachiatum. A los 30 dias, ni ARS y Anvil, afectaron el crecimiento vegetativo de los hongos (P >
0.05).

Compatibilidad. El resultado de los indices bioldgicos (IB) calculados con las variables de
crecimiento vegetativo, esporulacion y germinacién, indicaron que las concentraciones 1.5, 2 y 2.5%
del insecticida ARS fueron compatibles (IB > 66) con G. virens y T. longibrachiatum. En contraste, las
concentraciones del insecticida Anvil fueron moderadamente toxico (IB: 42-66) y toxico (IB < 42) para
los hongos entomopatogenos (Cuadro 1).

Discusion y Conclusion

El insecticida ARS fue compatible con los hongos G. virens y T. longibrachiatum, mientras que
el insecticida Anvil fue téxico para los dos hongos entomopatdgenos. Este comportamiento concuerda
con otros piretroides los cuales fueron toxicos para el hongo M. anisopliae (Soares y Monteiro, 2011;
Niassy et al., 2012). Por otro lado, Batista y colaboradores (2001) reportaron que el piretroide Decis®
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25 CE (Deltametrina) fue compatible y moderadamente tdxico para M. anisopliae. En los estudios
anteriores no incluyeron la variable germinacién conidial para determinar la toxicidad.

Cuadro 1. Clasificacion de la compatibilidad de Aqua Reslin® Super (ARS) y Anvil® con G. virensy T.
longibrachiatum.

ARS G. virens T. longibrachiatum

% IB Clasificacion IB Clasificacion
1.5% 93.5784605 C 91.8688451 C

2% 87.762893 C 78.4545081 C
2.5% 82.0868903 C 72.5927879 C
Anvil G. virens T. longibrachiatum

% IB Clasificacion IB Clasificacion
1.5% 57.0722059 MT 53.8454513 MT

2% 57.0656456 MT 51.6054983 MT
2.5% 56.9124099 MT 35.7394499 T

En el presente estudio se utilizé la clasificacion de toxicidad de un insecticida propuesta por
Alves y colaboradores en el 2007, la cual incluye la variable germinacion conidial, debido a que la
germinacion conidial es el primer paso para que un hongo entomopatdgeno atraviese la cuticula del
insecto y la inhibicion de la germinacion podria afectar considerablemente la eficacia del hongo
entomopatogeno (Anderson y Roberts 1983). En este trabajo el insecticida ARS fue compatible con los
dos hongos entomopatogenos G. virens y T. longibrachiatium, lo que puede permitir un uso combinado
de este producto quimico con los hongos.

Aunque ARS y Anvil pertenecen al mismo grupo toxicoldgico (piretroides), en este estudio uno
fue compatible y el otro tdxico a las mismas especies de hongos entomopatdgenos. Tamai y
colaboradores (2002) mencionan que existen productos comerciales con el mismo ingrediente activo
pero de diferentes fabricantes, pudiendo presentar desigual comportamiento debido a las diferentes
sustancias usadas para formular por cada fabricante. Ademas, otra variable a considerar es la
variabilidad genética por parte de los hongos, Cazorla y Morales-Moreno (2010) reportaron una amplia
variedad de respuesta de 13 aislamientos de B. bassiana hacia los insecticidas quimicos, evidenciando
que la variabilidad genética a nivel de cepas de la misma especie afecta la respuesta hacia el
insecticida. Esto podria explicar por que en el presente trabajo los indices bioldgicos entre los hongos
entomopatdgenos expuestos al mismo insecticida fue diferente, lo que nos lleva a suponer que es por la
variabilidad genética inter-especifica.

En conclusion, las tres concentraciones del insecticida ARS fueron compatibles con los hongos
entomopatogenos G.virens y T. longibrachiatum, siendo la mejor combinacién la concentracion de
1.5% con G. virens. Esta combinaciéon podria ser usada en estrategias de control integrado de A.
aegypti, aunque es necesario realizar su validacion a nivel de laboratorio para demostrar la efectividad
de alguna de estas combinaciones sobre mosquitos A. aegypti o un posible efecto sinergista.
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