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RESUMEN

Se determino el efecto del insecticida Methomyl a las concentraciones de 360, 675 y 1125 ppm sobre la ger-
minacién, crecimiento y esporulacion del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana. Para evaluar el efecto
del insecticida sobre la germinacion de B. bassiana se agreg6é 2 mL de una suspension de 105 conidias/mL a
2 mL de cada concentracion del quimico, dejando en incubacién por 24 horas a 25 °C. El efecto sobre el cre-
cimiento radial se evalud segun la técnica de alimento envenenado y la esporulacion se evalué tomando
muestras de las colonias que crecieron en las diferentes concentraciones del quimico. Como control se em-
pleé medio de cultivo sembrado con el hongo, pero sin el insecticida. Se encontré que frente al Methomyl a
las concentraciones de 360, 675 y 1125 ppm, la germinacién de B. bassiana disminuyo significativamente
hasta un 8,31; 0 y 0 % respectivamente, mientras que en relacion al crecimiento este fue de 75; 60,8 y 43 %
y la esporulacion disminuyo hasta un 38,78; 33,58 y 6,33 %. Se concluye que al incrementarse la concentra-
cién de Methomy! disminuye la germinacion, crecimiento y esporulacion de Beauveria bassiana.
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ABSTRACT

It was evaluated the effect of the insecticide Methomyl at the concentrations of 360, 675 and 1125 ppm on
the germination, growth and sporulation of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana. To evaluate the
effect of the insecticide on the germination of B. bassiana, it was added 2 mL of a suspension of 105 conidia /
mL to 2 mL of each concentration of the chemical, leaving in incubation for 24 hours at 25 ° C. The effect on
radial growth was evaluated according to the poisoned food technique and sporulation was evaluated by
sampling the colonies that grew in the different concentrations of the chemical. As a control, it was used cul-
ture medium seeded with the fungus, but without the insecticide. It was found that against the Methomy! at
the concentrations of 360, 675 and 1125 ppm, the germination of B. bassiana decreased significantly to 8.31;
0 and 0% respectively, while in relation to growth this was 75; 60.8 and 43% and sporulation decreased to
38.78; 33.58 and 6.33%. It is concluded that as the concentration of Methomy! increases the germination,
growth and sporulation of Beauveria bassiana
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial las plagas son responsables de la mayor parte de las pérdidas reportadas en la agricultura
mundial y con el propdsito de eliminar o contrarrestar las pérdidas ocasionadas por estas se han implementa-
do diversos programas de control; como el control quimico y el control biolégico, que estan basados en el
uso de compuestos quimicos sintéticos y de enemigos naturales de los insectos plaga respectivamente (San-
chez y Sanchez, 2009).

Entre los productos quimicos empleados tenemos al Methomyl, un carbamato sistémico considerado alta-
mente peligroso, que ingresa por contacto e ingestion en el insecto y tiene un rapido efecto de choque. Al
inhibir a la enzima acetilcolinesterasa, este quimico interfiere con la transmisién del impulso nervioso en el
sistema muscular de los insectos plagas. EI Methomyl bajo distintos nombres comerciales es utilizado para el

Autor Responsable: Juan Wilson-Krugg Fecha de envio: 14-12-2019 Fecha de aprobacion: 22-01-2020


mailto:jwilson@unitru.edu.pe
http://www.monografias.com/Computacion/Programacion/

Wilson-Krugg, J.; revista Ciencia y Tecnologia, v. 16, n. 2, pp. 81 — 88, 2020.

control de plagas como Heliothis sp, Spodoptera sp, Frankliniella sp, Agrotis sp, Aphis sp, Manduca sexta,
Linomyza sp (Mc Gregor, 2013).

Uno de los principales problemas del uso de los plaguicidas en la agricultura, es su residualidad en el campo
y en los productos vegetales, asi como la contaminacion del medio ambiente lo que implica un impacto nega-
tivo en la flora y fauna. Por tal razén, las empresas agroexportadoras tomando en cuenta la exigencia del
mercado, el cual demanda productos vegetales que cumplan las normas de sanidad, inocuidad y calidad, han
adoptado como estrategia para controlar a las plagas en los cultivos y lograr una mayor sostenibilidad en las
exportaciones agricolas de cultivos, el empleo del control bioldgico como parte de un manejo integrado de
plagas (Duran, 2012).

Beauveria bassiana es un hongo entomopatdgeno cosmopolita que al igual que otros hongos entomopatéoge-
nos, antes de causar la muerte a su hospedero le provoca ciertos sintomas caracteristicos como son pérdida de
sensibilidad, descoordinacion, letargo, pérdida de apetito, paralisis y melanizacién (Esparza et al, 2017). Se
ha encontrado que B. bassiana es capaz de controlar a insectos como Hypothenemus hampei (Mendez et al,
2014; Jaramillo et al, 2015; Gerénimo et al, 2016); Spodoptera frugiperda y Rhopalosiphum maidis (Oliveira
et al, 2015), Plutella xylostella (Correa et al, 2014), Bemisia tabaci (Garcia et al, 2013), Phyllophaga spp
(Chavez et al, 2014), Meccus pallidipennis (Zumaquero et al, 2014) etc.

Sin embargo, la aplicacién de pesticidas puede interferir con la actividad de los organismos empleados como
controladores bioldgicos; por tal razén en los Gltimos afios se han realizado diversas investigaciones sobre la
compatibilidad de los plaguicidas con los hongos controladores bioldgicos, asi tenemos que Tang et al (2019)
mencionan que los insecticidas thiamethoxam, pymetrizin y buprofezin son compatibles con el hongo ento-
mopatégeno Metarhizium anisopliae para el control de Sogatella purpurea, mientras que Kumar et al (2019)
encontraron que B. bassiana, M. anisopliae e Isaria javanica eran compatibles con los insecticidas aceite de
neem, spiromesifen, flonicamid, diafenthiuron, imidacloprid y fipronil.

Celar y Kos (2016) también demostraron que los plaguicidas isoxaflutole y clorothalonil eran compatibles
con B. bassiana; mientras que Mendoza et al (2015) encontraron que el insecticida clorpirifos tiene un efecto
inhibitorio significativo sobre los hongos controladores Gliocadium virens y Trichoderma longibrachatum y;
Tkaczuk et al (2015) hallaron que el plaguicida chizalofop-p-ethyl no era compatible con B. bassiana e Hir-
sutella nodulosa.

El methomyl es un insecticida del grupo de los carbamatos, teniendo los plaguicidas de este grupo como
principal mecanismo de accién el interferir en la actividad de la enzima neurotransmisora colinesterasa (Vela
et al, 2018), enzima de la cual carece Beauveria bassiana; esto significaria que el Methomyl no afecta a
Beauveria bassiana en cualquiera de sus etapas de su ciclo bioldgico. Sin embargo otros mecanismos de
accion de los carbamatos son interferir en el ensamblaje de la tubulina en la mitosis, con el complejo 11l en la
cadena respiratoria que es importante para la obtencion de energia necesaria para el metabolismo y en la sin-
tesis de esteroles que forman parte de la membrana citoplasmatica de los hongos (FRAC, 2018).

A fin de combatir a las diversas plagas que afectan a sus sembrios los agricultores aplican en sus campos a
plaguicidas como el methomyl asi como a hongos entomopatdgenos como Beauveria bassiana; sin embargo
ciertos etapas del ciclo biolégico de B. bassiana como la germinacion, crecimiento y esporulacion se pueden
ver afectados por este plaguicida, con lo cual no seria efectiva la accién controladora de este hongo sobre las
plagas; por tal razon es que la presente investigacion se planted como objetivo determinar el efecto del insec-
ticida methomyl a las concentraciones de 360, 675 y 1125 ppm sobre la germinacidn, crecimiento y esporula-
cién del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana

2. MATERIALES Y METODOS

Se empled un disefio experimental de estimulo creciente

2.1. Material de estudio

- Cultivo puro de Beauveria bassiana
- Insecticida Methomyl con el nombre comercial de Dethomyl

2.2. Procedimiento

2.2.1. Evaluacion del efecto del insecticida Methomyl sobre la germinacion de esporas de Beauveria
bassiana (Mamprim et al, 2014; Martins et al, 2016; Oliveira et al, 2016)
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Resiembra de Beauveria bassiana y obtencién de cultivos monospéricos

A partir del cultivo puro de B. bassiana, se resembro en frascos planos conteniendo agar papa dextrosa
(PDA) inclinado y luego se incubo a 25°C durante 7 dias, posteriormente se cosecharon las esporas con 10
mL de agua destilada estéril y se estandarizo a una concentraciéon de 5 x 102 esp/mL mediante recuento en
camara cuenta células para luego sembrar por superficie en placas de Petri conteniendo Agar Sabouraud (AS)
e incubar a 25°C por 3 dias. Posteriormente a partir de una colonia desarrollada se resembro en 5 tubos con-
teniendo AS inclinado y se incubo a 25°C por 7 dias.

Preparacion del indculo de esporas

A partir de uno de los cultivos monospéricos se sembr6 en frascos planos conteniendo AS inclinado y se in-
cubo a 25°C por 7 dias. El in6culo de esporas se obtuvo agregando agua destilada estéril a cada frasco plano
de vidrio agitandolo moderadamente a fin de liberar las esporas del hongo. La suspension resultante se colo-
c6 en un matraz estéril para determinar la concentracion de esporas mediante recuento en cdmara cuenta célu-
las, diluyéndose luego en agua estéril a fin de obtener una concentracién final de 1 x 105 con/mL.
Preparacion de las soluciones doble concentradas de Methomyl.

Se prepararon diferentes diluciones de Methomyl en agua destilada estéril hasta alcanzar concentraciones
dobles concentradas de 720, 1350 y 2250 ppm.

Inoculacion e incubacion

En el caso del Methomyl se colocé 2mL de medio liquido con las concentraciones doble concentrado (360,
675y 2250 ppm) en frascos pequefios de boca ancha, 3 por cada concentracion; a cada uno de estos frascos
se les agrego 2mL del in6culo de conidias de B. bassiana; obteniendo una concentracién final de Methomyl
de 360, 675y 1125 ppm y de 5 x 104 conidias/mL. Posteriormente cada frasco fue incubado a una temperatu-
ra promedio de 25°C, durante 24 horas.

Lectura
Transcurrido el tiempo de incubacion se realizd el recuento en hemocitometro. Con el fin de determinar el
porcentaje de germinacién se consideré como 100 % la germinacion en el grupo control.

2.2.2. Evaluacion del efecto del Methomyl sobre el crecimiento y produccién de conidios de Beauveria bas-
siana (Mamprim et al, 2014, Martins et al, 2016; Oliveira et al, 2016)

Preparacion del medio de cultivo

Se prepard Agar Sabouraud en cuatro matraces conteniendo 100 mL de medio cada uno. El medio de cultivo
se esterilizo en autoclave y se dejé enfriar hasta una temperatura aproximada de 45 °C. A tres matraces se les
adiciono Methomyl en cantidad suficiente para obtener la concentracion final de 360, 675 y 1125 ppm res-
pectivamente. Al medio contenido en el matraz restante no se le agrego ningln insecticida, para utilizarlo
como control. Luego, el medio de cultivo de cada uno de los cuatro matraces se sirvié en placas de Petri esté-
riles (cinco placas por cada concentracion, incluyendo el control).

Siembra e incubacion.
Se sembr6 por puntura en cada placa de Petri de cada concentracion de methomyl preparadas en el paso ante-
rior, ademas del grupo control, luego se incubo a 25°C.

Lectura del efecto del Methomyl sobre el crecimiento de B. bassiana
A partir del tercer dia de siembra, y hasta el noveno dia, se realiz6 la medicién del radio de crecimiento (mm)
de la colonia en diferentes direcciones, obteniéndose un radio promedio de crecimiento por dia

Lectura del efecto del Methomyl sobre la produccién de conidias de B. bassiana

Después de evaluar el efecto sobre el crecimiento de Beauveria bassiana, se cortaron dos porciones de 1 cm
por lado de cada colonia en cada placa donde hubo crecimiento (tanto en Methomyl como en el control), los
que fueron transferidos individualmente a tubos de vidrio estériles conteniendo 10 ml de agua destilada con
0,1% de Tween 80. Luego se agito fuertemente para desprender las conidias y después se realizaron dilucio-
nes en serie. Finalmente, a partir de la Gltima dilucion se realizo el recuento de conidias utilizando el hemoci-
tometro.

2.2.3. Anélisis de datos

Los datos obtenidos fueron presentados em porcentajes y para determinar si existia diferencia significativa
entre las concentraciones evaluadas se realizé la prueba de analisis de varianza unidireccional empleando
para ello el programa estadistico SPSS v. 22, com un grado de confianza de 0,95
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En relacion al efecto del insecticida methomyl sobre el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana en la Fig.
1 se observa que este plaguicida tiene un efecto inhibitorio sobre la germinacion de las conidias de B.
bassiana, encontrandose que a la menor concentracion evaluada de methomyl que fue de 360 ppm, la germi-
nacion disminuyo hasta un 8,31 %, mientras que a las concentraciones de 675 y 1125 ppm la germinacion de
las conidias fue de 0 %, como se observa también en la Fig. 2.

Estos resultados coinciden con las investigaciones realizadas por Gaur y Pandey (2018) quienes encontraron
que el insecticida profenophos a las concentraciones de 1, 2, y 4 % inhibia completamente la germinacion de
conidias de B. bassiana; datos similares a los observados por Alves et al (2010) con los insecticidas Cyper-
methrin y clorpirifos a las dosis de 15 y 25 g/20 L respectivamente.

Otros insecticidas como deltametrina, malation y fenitrotion a la concentracion de 0,125 % y cipermetrina a
la concentracion de 1,33 % también presentaron una actividad significativamente esporicida sobre B. bassia-
na (Cazorla y Morales, 2010). Los resultados obtenidos también son similares a los reportados por Mwambu-
ri et al (2015) quienes al evaluar al surfactante Breakthru encontraron que este inhibia notoriamente la germi-
nacion de B. bassiana, dependiendo este efecto de la cepa evaluada del hongo, asi como de la temperatura y
tiempo de incubacion, variables que no se evaluaron en este estudio.

Sin embargo, no todos los pesticidas tienen efecto negativo sobre la germinacion de esporas B. bassiana, ya
gue esta actividad puede variar segun varios factores que se suman a los anteriormente mencionados, como el
tipo de insecticida, su concentracién y la especie o cepa de hongo entomopatégeno; asi tenemos que el chlo-
rantraniliprole a las concentraciones de 0,6; 0,3; 0,15; 0,075 y 0,0375 % no inhibia significativamente la
germinacion de B. bassiana, al igual que los insecticidas lambda cyhalothrin a la concentracion de 1,2 % y
novaluron al 3% (Gaur y Pandey, 2018).

A diferencia de lo que encontraron Alves et al (2010), Pérez y Sanchez (2017) observaron que el insecticida
cipermetrina a la concentracion de 78 mg/L si era compatible con la germinacion de esporas de este hongo,
ocurriendo lo mismo con los insecticidas imidacloprid, abamectina y malathion a las concentraciones de 175,
189 y 1250 mg/L respectivamente. De estos resultados se extrae que la actividad inhibitoria de un insecticida
sobre la germinacién de una espora va a depender de su concentracion, por lo que es probable que si se dis-
minuye la concentracion del methomyl a concentraciones menores de 360 ppm (mg/L) disminuya su efecto
inhibitorio sobre las esporas de B. bassiana.
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Figura 1. Porcentaje de germinacién de Beauveria bassiana a diferentes concentraciones del insecticida Methomyl
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Figura 2. Germinacidn de conidias de Beauveria bassiana a diferentes concentraciones del insecticida Me-
thomyl: A. 0 ppm (control), la flecha indica la conidia germinada; B. 360 ppm, la flecha indica la conidia
germinada; C: 675 ppm, la flecha indica conidia sin germinar; D: 1125 ppm, la flecha indica conidia sin ger-
minar.

En relacion al crecimiento, en las Fig. 3 y 4 se observa que el insecticida methomyl tiene un efecto inhibito-
rio sobre el crecimiento de B. bassiana, encontrandose que a mayor concentracion de methomyl ocurre un
menor crecimiento de B. bassiana, existiendo diferencia estadistica significativa entre el crecimiento obteni-
do en cada concentracion. Estos resultados concuerdan con los estudios realizados por Gaur y Pandey (2018)
con el insecticida profenophos el cual a las concentraciones de 1,2 y 4 % inhibia completamente el creci-
miento de B. bassiana, mientras que otros insecticidas como el clorpirifos, deltametrina, imidacloprid, thiodi-
carb y cipermetrina ocasionaron una disminucion en el crecimiento entre el 30 al 80% ( Faturohman et al,
2017); resultados similares a los encontrados por Pérez y Sanchez ( 2017) al evaluar con los insecticidas
abamectina, cipermetrina, imidacloprid, recomendando incluso estos investigadores que estos insecticidas se
pueden emplear en un programa de manejo integrado de plagas.
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Figura 3. Porcentaje de crecimiento de Beauveria bassiana a las concentraciones de 0, 36, 675 y 1125 dife-
rentes concentraciones del insecticida Methomyl
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1125 ppm

Figura 4. Crecimiento de Beauveria bassiana a diferentes concentraciones del insecticida Methomyl

Por otro lado Kumar et al. (2019) reportan también que insecticidas como el clorpirifos pueden ser muy toxi-
cos para B. bassiana, seguidos en toxicidad por el carbamato y pirate, mientras que a los plaguicidas flu-
fenoxuron, lufenuron indoxacarb y benzoate se les considera pocos toxicos al ocasionar una disminucién en
el crecimiento en un rango del 36 al 48,7 %, asimismo el methozyfenozile, bifenthrin, abamectin y curacron
se consideran compatibles con B. bassiana debido a que frente a ellos el crecimiento micelial del hongo solo
disminuye en un rango de 25,2 a 36,5 % . De acuerdo a esto podemos decir que B. bassiana es compatible
con el methomy! a las concentraciones de 360 y 675 ppm ya que frente a estas concentraciones el crecimiento
del hongo fue de 75 y 60, 8% respectivamente, e incompatible con la concentracién de 1125 pm de metho-
myl, debido a que a esta concentracion el crecimiento del hongo fue menor del 50 % (43%).

Con respecto al efecto del methomyl sobre la esporulacion, en la Fig. 5 se observa que al incrementarse la
concentracion de methomyl disminuye el porcentaje de esporulacion de B. bassiana, resultado que est rela-
cionado con los valores de crecimiento radial (Fig. 3 y Fig. 4), es decir a menor crecimiento radial se obtuvo
una menor esporulacion (Fig. 5), llegdndose hasta un 6,33 % de esporulacién a la concentracion de 1125
ppm, considerdndose que a esta concentracion se inhibe significativamente la esporulacién de B. bassiana.
Asimismo, como el porcentaje de esporas producidas en las tres concentraciones evaluadas (360, 675y 1125
ppm) es menor del 50%, se considera que la fase de esporulacion de B. bassiana es incompatible con el met-
homyl a estas concentraciones: resultados que concuerdan con Faturohman et al (2017) quienes demostraron
que algunos insecticidas a dosis de campo inhibian significativamente la esporulacién de B. bassiana, entre
estos plaguicidas tenemos al imidacloprid frente al cual se obtuvo una esporulacion del 46,04 %, con ciper-
metrina la esporulacion fue del 39,43%, frente a imidacloprid del 37,67 %, thiodarb del 32,7 %, deltamethrin
del 20,6% y con clorpirifos la esporulacion fue del 19,88 % , siendo todos los valores menores del 50% en
comparacion al control.

Al comparar los resultados de germinacion y crecimiento de B. bassiana (Fig. 1, 2, 3 y 4) observamos que la
fase mas inhibida fue la de germinacion; esto probablemente ocurra porque la germinacion es la etapa mas
susceptible dentro del ciclo de un hongo; al ser las esporas estructuras en estado latente tienen la condicion de
estar deshidratadas, a diferencia de las hifas, que no lo estan. Para que una espora empiece a germinar, pre-
viamente debe ingresar a esta una gran cantidad de agua para que se hidrate y se activen las vias metabdlicas
relacionadas con la germinacion (Maheshwari, 2012; Agrios, 2005; Kavanagh, 2005).; sin embargo, el ingre-
so de gran cantidad de agua implica también el ingreso de una gran cantidad del methomyl que se encuentra
diluido en el agua, esto seria la probable razon por la cual la germinacion de B. bassiana es mas afectada que
el crecimiento. Al ingresar el methomyl a la espora en la fase previa a la germinacion interfiere con la mito-
sis y la formacion de la membrana citoplasmatica; esta interferencia no es tan pronunciada en el crecimiento
(Fig. 3 y Fig. 4) posiblemente debido a que las hifas controlan mejor el paso del quimico a través de la mem-
brana y tiene un metabolismo que les permite neutralizar parcialmente la accion del methomyl. Asimismo,
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debido a que no toda la hifa seria funcional por la accion del plaguicida es que se ve afectada significativa-
mente la produccion de esporas (Fig. 5), (Kavanagh, 2005)
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Figura 5. Porcentaje de esporulacion de Beauveria bassiana a las concentraciones de 0, 360, 675 y 1600
ppm del insecticida Methomyl

4. CONCLUSIONES

El insecticida Methomyl tiene un efecto inhibitorio sobre la germinacion, el crecimiento y la esporulacion del
hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana

El mayor efecto inhibitorio del insecticida Methomyl fue sobre la germinacién y la esporulacién del hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana,
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