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RESUMEN

on el uso de productos organosiliconados se ha observado que tienen capacidad

de penetrar y remover la cubierta espumosa caracteristica de la ninfa o salivazo

de la mosca pinta de las especies que afectan al cultivo de cana de azucar. Para

comprobar dicha posibilidad se compararon dos tipos de tensoactivos organosili-

conados con cinco tensoactivos no organosiliconados y un extracto acuoso de nim.

Las esporas de Metarhizium anisopliae a las 16 h de germinacion mostraron dife-
rencias significativas entre los tratamientos con F (7,152)=3.327, p<0.05. Solo nim fue inferior al
80%. De igual manera, la germinacion a las 22 horas present¢ diferencias significativas entre los
tratamientos F (7,152)=16.907, p<0.05, esto debido al nim que fue menor a la media de Tween 20
(p<o0.05). Para el resto de los tratamientos no hubo diferencias significativas segtin la prueba de
Bonferroni (p>0.05), ademas todos los tratamientos registraron germinacion por arriba del go.
Por otra parte, el efecto de la suspension de esporas con 0.025% del producto organosiliconado
entre 45 a 60 minutos se observé poca movilidad de las ninfas y después de las 2 horas la mo-
vilidad fue nula, mostrando aspecto quemado sobre |a cuticula expuesta de la ninfa, y en otros
casos se observé que la ninfa se infl6 hasta morir. También, el micelio emergio a los tres diasy a
los cinco dias el micelio fue abundante y con presencia esporas en las patas de las ninfas. Ademas,
se utilizaron menos cantidad de esporas como inoculo para causar mortalidad.

Palabras clave: Aeneolamia, Prosapia, salivazo, hongos entomopatogenos.
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INTRODUCCION

al@

La mosca pinta (Aeneolamia spp., y Prosapia simulans - Hemiptera: Cercopi-

I

dae) es una plaga de importancia econdmica en el cultivo de cana de azlcar
(Saccharum officinarum L.), que causa danos de 20% a 30% al rendimiento. Des-
de principios de los afos noventa se inicié el control del adulto de mosca pin-

[l

ta, mediante aplicaciones de esporas del hongo entomopatégeno Metarhizium
anisopliae (Ascomycota: Hypocreales) en suspension con el uso de dispersantes
tensoactivos noionicos. Lo anterior no ha mostrado un efecto tan impactante en
la ninfa (salivazo) de mosca pinta como en el adulto. Esto se debe a que la ninfa
se caracteriza por presentar una cubierta espumosa que la protege del ataque de
depredadores y parasitoides, asi como de algunos dispersantes tensoactivos en

)

combinacion con insecticidas quimicos o biolégicos que llegan a entrar en con-
tacto, sin causar efecto de remocion o penetracion de la saliva o la espuma. En
el mercado, los tensoactivos disponibles se caracterizan por ser dispersantes con

0

lZiumm anisop

propiedades coadyuvantes o penetrantes, o con alguna combinacion de ambas.
Estas caracteristicas son las que determinan la tensoactividad responsable de la
efectividad del dispersante para cubiertas espumosas hidrofébicas; por ello, es
necesario hacer mayor énfasis en la seleccion de dispersantes tensoactivos que
permitan obtener una suspension o solucion homogénea de esporas, asi como
la germinacion de la espora sobre la cuticula o cubierta de |a saliva. Para lograr
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mayor eficacia, los dispersantes organosiliconados pueden ser una alternativa
importante porque pueden estimular la germinacion de esporas de M. anisopliae
por su caracteristica tensoactiva y naturaleza de penetracion en las estructuras
celulares con cubierta espumosa, cerosa o simplemente hidrofébica de la ninfa
de mosca pinta (Aeneolamia spp., y Prosapia spp.). Para comprobar dicha posibi-
lidad se compararon dos tipos de tensoactivos organosiliconados con cinco ten-
soactivos no organosiliconados y un extracto acuoso de nim (Azadirachta indica).

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de desarrollo de las esporas de M. anisopliae

Se utilizé el aislamiento de M. anisopliae, que es usado como ingrediente acti-
vo del producto Saligreen-Ma (CP-Campus Cérdoba), mantenido a 4 °C en gli-
cerol al 10%. Las esporas fueron obtenidas de cultivos de M. anisopliae crecidas
en placas con agar dextrosa Sabouraud (ADS) durante 12 dias de incubacién a
25+1 °C; se colectaron mediante barrido con pincel y se almacenaron en fras-
cos ambar a 4 °C, para posteriormente realizar las pruebas de concentracion y
viabilidad.

Dispersantes utilizados para la germinacion de esporas de M. anisopliae

Las suspensiones de esporas se realizaron en matraces de 250 mL con un
volumen total de 100 mL, que consistié en colocar 0.01 g de esporas de M.
anisopliae mas el respectivo coadyuvante y concentracion recomendada, como
se mencionan a continuacién: Break-thru® 0.025% (v/v) (i.a. copolimeros de
polimetilsiloxano poliéster, grupo quimico: organosiliconado, humectante, pe-
netrante, controlador de espuma, dispersante no iénico); Freeway® 0.0025%
(v/v) (i.a. Polialquilenéxido modificado, heptametil trixiloxano, propilen gli-
col, alcohol secundario etoxilado y silicona antiespumante; grupo quimico:
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organo-siliconado, humectante,
dispersante, penetrante no i6nico);
Bond® 0.125% (v/v) (i.a. Alquilfenilhi-
droxipolioxietileno 10.1% p/v+Latex
sintético 45:45% p/v; grupo quimico:
latex sintético+alcohol lineal etoxi-
lado, dispersante, adherente no i6-
nico); Nu-film® 30% (v/v) (i.a. di-1-p-
menteno, grupo quimico: Pinoleno,
adherente dispersante no iénico);
Inex-A® 0.2% (v/v) (i.a. alquil polieter
alcohol etoxilado, alquil poliglicol,
aril polietoxietanol, dispersante, pe-
netrante, antiespumante, no idnico);
y Traspore® 0.1% (v/v) (nonil fenol
etoxilado y propilenglicol, penetran-
te, humectante). Ademas, se utilizd
un extracto acuoso de hojas de nim
3% (p/v) y el testigo fue Tween 20°
0.01% (v/v) a base de Polisorbato
20-surfactante noiénico, emulsifica-
dory detergente.

Método de evaluacion: germinacion
alas16y 22 horas

Para conocer la concentracion de es-
poras de cada suspension se utilizo
una camara de Neubauery se realiza-
ron tres conteos por cada suspension.
De cada una de éstas se colocaron 20
ul en las rodajas de ADS de un centi-
metro de diametro con un portaob-
jetos como soporte, y cada rodaja se
cubrié con un cubreobjetos, de acuer-
do con Hernandez-Rosas y Alatorre
(2000). Las observaciones para cono-
cer el porcentaje de germinacion se
realizaron cada 16y 22 horas y los tra-
tamientos se mantuvieron en cajas
Petri a 25+1 °C. Para este experimen-
to se realizaron ocho de éstos, don-
de se utilizé Tween 20, Break thru®,
Freeway®, extracto acuoso de nim,
Bond®, Inex-A, Nu-film® y Traspore®,
ambos grupos bajo las concentracio-
nes mencionadas.

Efecto de la suspension de esporas
de Metarhizium anisopliae con el
organosiliconado sobre ninfas

de Aeneolamia postica

Se realizaron dos tratamientos sobre
ninfas de tercero y cuarto instar de
mosca pinta (A. postica). El primero
consistid en una suspensién de espo-
ras de M. anisopliae (1a3x10’ esporas.
ml~") mas Break-thru 0.025% (a razon
de 25 ml de Break thru con un gasto
de agua de 100 litros), y el segundo en
otra de esporas de M. anisopliae (1 a
3x10’ esporas.ml™") en una solucién
de Tween 20 al 0.01%. Se realizaron
tres repeticiones de cada tratamien-
to con aplicaciones toépicas de 10 ul
de la suspension sobre la parte anal y
dorsal de la ninfa para cada unode los
casos. En cada repeticién se utilizaron
cinco ninfas mantenidas en pasto co-
mercial (semilla de pasto: Festuca ru-
bra, Cynodon dactylon y Lolium mul-
tiflorum, Germinal®), germinadas en
gaza dentro de cajas petri de plastico
de 60X15 mm de diametro. Se descri-
bio el comportamiento de las ninfas
provocado por las dos suspensiones
de esporas con Break thruy Tween 20
durante el tiempo de evaluacion.

Se realizd un analisis de varianza con
el paquete estadistico SPSS®, version
14.0 para Windows Vista, y para corro-
borar diferencias entre los tratamien-
tos se aplico la prueba de Bonferroni.
En cuanto al bioensayo, se describio
el tiempo que llevé la mortalidad y la
documentacion grafica del aspecto
de los individuos tratados.

RESULTADOS Y
DISCUSION

Las esporas colectadas a partir del

crecimiento de los cultivos de M.
anisopliae durante 12 dias en ADS,
contribuyeron para obtener la can-
tidad de 3.6x10' esporas.g™', por
lo que se decidio utilizar 0.01 g en
10 mL para obtener una concentra-
cién aproximada entre 1y 3x10’
esporas.mL”™", lo que permitié uni-
formidad al momento de iniciar
los tratamientos con los diferentes
tensoactivos. También, se evaluo el
aislamiento de M. anisopliae de ma-
nera preliminar a la realizacién de
los tratamientos, y se encontré que
la viabilidad de las esporas fue su-
perior a 95% en 24 horas con el uso
de Tween 20 0.01%, para lo cual el
Centro Nacional de Referencia de
Control Bioldgico (CNRCB) ha repor-
tado que 85% de germinacion en 24
h es lo minimo necesario para cum-
plir con la norma.

Porcentaje de germinacion

alas 16 horas

En cuanto a las 16 h de germinacion
se observo que hubo diferencias sig-
nificativas entre las medias de los
tratamientos con F (7,152)=3.327,
p<o0.05. Estas diferencias se debie-
ron al extracto acuoso de nim, que
fue significativamente menor a la
media con respecto a lo recomen-
dando por el CNRCB al ser inferior a
80%. Lo anterior es atribuible a con-
taminacion por bacterias en la sus-
pension, lo que limité todavia mas
el desarrollo de M. anisopliae. En el
caso de Bond (p<o0.05), por estar
muy cercano al control con Tween
20, para el resto de los tratamientos
no hubo diferencias significativas,
aunque los valores registrados fue-
ron superiores a 80% de germina-
cion, segln la prueba de Bonferroni
(p>o0.05) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Porcentaje de germinacion de esporas de Metarhizium anisopliae respecto a los tratamientos a las 16 horas.

Media N Intervalo de confianza para la
. 5 +Desviacion e | ey ol A - 2r
Tratamiento Numero ) media Limite inferior/Limite Minimo Maximo
5 estandar )
(%) superior (95%)
Tween 20 20 89.55" 1.50350 88.8463 90.2537 86 92
Break thru 20 86.95 3.89973 85.1249 88.7751 77 95
Freeway 20 86.55 3.50150 84.9112 88.1888 80 91
Bond 20 87.05 318673 85.5586 88.5414 81 91
Traspore 20 86.85 3.84263 85.0516 88.6484 80 93
Nu-film 20 84.20 4.06008 82.2998 86.1002 79 90
Inex-A 20 84.30 3.54074 82.6429 85.9571 78 89
Extracto acuoso de nim 20 79.85 17.87169 71.4858 88.2142 17 90

(*) Diferencia significativa, p<o.os. Utilizando prueba de Bonferroni.

Porcentaje de germinacion

alas 22 horas

Se presentaron diferencias signifi-
cativas entre las medias de los tra-
tamientos F (7,152)=16.907, p<0.05
(Cuadro 2), atribuido al extracto
acuoso de nim, que fue significativa-
mente menor a la media del Tween
20 (p<o0.05). Para el resto de los tra-
tamientos no hubo diferencias sig-
nificativas seglin la prueba de Bon-
ferroni (p>o0.05), ademas de que en
todos los tratamientos se registro
germinacion superior a 9o%, inclu-
so con las limitantes que presentd
el extracto de nim. A la germinacion
registrada con Tween 20, de 95% de

i6n de esporas de Metarhizium anisopliae respecto a los t

Tratamiento

las esporas, le siguieron los trata-
mientos Break thru, Free way y Nu-
film, con 91% de germinacion. Cabe
destacar que la desviacion estandar
de Break thru y Nu-film fueron muy
semejantes, al igual que su media;
noasien el caso de Freeway, que pre-
sent6 mayor variacion y una media
semejante pero con una desviacion
estandar mucho mayor (*2.35). Por
lo anterior, podemos comentar que
la germinacion no se ve afectada a
las 22 horas de exponer a las esporas
de M. anisopliae bajo condiciones de
estrés ante cada uno de los disper-
santes y penetrantes 6rgano-silico-
nados y convencionales (Figura 1, 2).

+ Desviacion

Intervalo de confianza para la

Con base en la germinacion de las es-
poras de M. anisopliae en presencia
de los dispersantes, coadyuvantes y
penetrantes, se sugiere que todos
presentan un efecto a este microor-
ganismo entomopatogeno.

Lo anterior es consistente con lo re-
portado por Hernandez-Rosas et al.
(2009), quien encontré que a mayor
tiempo y humedad constante se in-
crementa el porcentaje de germina-
cion de las esporas del entomopato-
geno Metarhizium anisopliae. En el
caso de las esporas en suspension
con el control (Tween 20), se regis-
traron los resultados esperados con

mientos a las 22 horas.

Minimo

estandar

media Limite inferior/Limite
superior (95%)

Tween 20 20 94.65* 2.90689 93.2895 96.0105 90 98
Break thru 20 91.45 1.87715 90.5715 923285 8 95
Freeway 20 91.55 2.35025 90.4500 92.6500 88 97
Bond 20 90.50 2.43872 89.3586 91.6414 85 95
Traspore 20 90.75 1.99671 89.8155 91.6845 88 95
Nu-film 20 9130 1.92217 90.4004 92,1996 89 95
Inex-A 20 90.40 1.72901 89.5908 91.2092 88 95
Extracto acuoso de nim 20 90.45 3.08605 89.0057 91.8943 83 95

(*) Diferencia significativa, p<o0.05. Utilizando prueba de Bonferroni.
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alto porcentaje de germinacion; por ello se utiliza como
control, ya que es una excelente referencia en estudios
comparativos (Hernandez-Rosas y Alatorre, 2000). Ade-
mas, se observaron esporas turgentes con un tubo ger-
minativo de mas del triple de la longitud de la espora, tras
realizar el segundo conteo a las 22 horas. La suspension
a base de Break-thru cumplié las expectativas pues, de
acuerdo con lo mencionado por Hernandez-Rosas et al.
(20009), las esporas se encontraron en un solucién de apa-
riencia homogénea, individualizadas, hidratadas y via-
bles, muy semejante al control. Para Freeway se presento
un porcentaje de germinacion mayor al mencionado por
Hernandez-Rosas et al. (2009). La comparacién bajo la
presente evaluacion, bajo las mismas condiciones y ve-
rificando que las esporas de M. anisopliae mantuvieran
la viabilidad de acuerdo con la norma, mostré que Break
thru y Freeway difieren, ya que mientras este ultimo re-
gistré un comportamiento mas variable, el de Break thru
fue muy semejante al de Nu-film, con la diferencia de que
el organosiliconado si remueve la “saliva” o espuma que
cubre a la ninfa o salivazo.

La suspension realizada con Nu-film, Inex-A y Bond

presento la particularidad de que las esporas se

suspenden en la superficie, debido a que forman

una pelicula pegajosa y elastica que encapsula a

las esporas, provocando en términos practicos su
eliminacion.

Por otra parte, Traspore present6 condiciones similares al
control debido a que es un surfactante, por lo que permi-
te la germinacion, sin embargo, no es tan elevado como
en el control, presentando ademas esporas turgentes y
encapsuladas en grupos, debido al a naturaleza grasa de
producto. Rodriguez et al. (2002) afirman que las conidias
formuladas en aceite incrementan efecto sobre el insec-
to plaga, mientras que Alatorre (2006) sostiene que los
productos de naturaleza grasa protegen a la conidia de la
desecacion y la radiacion ultravioleta. También, Womack
et al. (1996) mencionan que los aceites pueden presentar
un efecto de sinergismo cuando se combinan con hongos
entomopatégenos, debido a que incrementan la eficacia
contra el insecto plaga en comparacion con aplicaciones
en agua. En cuanto al extracto acuoso de nim, no se ob-
tuvieron resultados favorables para la germinacion de es-
pora, lo que coincide con lo reportado por Depieri et al.
(2005), quienes mencionan que en algunas ocasiones in-
cluso elimina a la espora y en otras la deseca.
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Figura 2. Porcentaje promedio de germinacion de esporas de Metarhizium anisopliae a las 22 horas

de los tratamientos + desviacion estandar.

Efecto de la suspension de esporas de Metarhizium
anisopliae con el érgano-siliconado sobre ninfas
de mosca pinta (salivazo)

En cuanto a los tratamientos realizados en ninfas de
mosca pinta, se pudo observar un rapido efecto sobre las
ninfas debido a que se les colocd la suspensidn de espo-
ras con el coadyuvante-penetrante organosiliconado. El
efecto fue inmediato observando que las ninfas dejan
de producir burbujas (espuma) del ano y se retiran del
sitio donde inicialmente estaban colocadas con escasa
cubierta de saliva. La suspension de esporas con 0.025%
del producto organosiliconado por un tiempo de entre 45
a 60 minutos se observé poca movilidad de las ninfas y
después de las 2 horas la movilidad fue nula, mostrando

aspecto quemado sobre la cuticula expuesta de la ninfa, y
en otros casos se observd que la ninfa se infla hasta mo-
rir. También, se pudo observar la emergencia de micelio
sobre el cuerpo blando de las ninfas tratadas con M. ani-
sopliae, mas el organosiliconado a los tres dias de aplica-
cion, registrando que el insecto fue cubierto de micelio
a los cinco y, después de transcurrido este tiempo, bajo
condiciones de humedad minima de 65% y un maximo de
32 °C, se observd un cimulo de esporas color verde “olivo”
en las articulaciones de las patas de la ninfa y abdomen
hinchado. De lo anterior se puede sugerir que el efecto del
coadyuvante organosiliconado pudo haber ocasionado un
taponamiento de la cuticula del insecto y con ello impedir
el proceso respiratorio del insecto, lo que quiza inhibié la
produccion de saliva del ano (Figura 3).

Figura 3. A: Ninfa de Aeneolamia postica produciendo saliva por el ano. B-D: Diferentes etapas de infeccién por efecto del hongo M. anisopliae y el

penetrante organosiliconado.
T T
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Cabe destacar que con la aplicacion de este penetrante (or-
ganosiliconado) se evidencio mayor germinacién de espo-
ras que el control (Tween 20), atribuido a una accién sinér-
gica (haciendo remocion de la cubierta protectora de sali-
va), ya que aun cuando el dispersante convencional Tween
20 muestra mayor capacidad para que germinen las espo-
ras, no favorece la remocién de la saliva. Es relevante men-
cionar que las concentraciones usadas fueron inferiores de
lo recomendado (30 mL de coadyuvante para un gasto de
agua de 100 L), es decir, 25 mL de coadyuvante por cada 100
L de agua, ademas de reducir también el uso de esporas a
1-3X107 esporas.ml, mientras que las concentraciones a las
que normalmente se utiliza oscilan entre 2x10% y 2x10"°
esporas.ml™" (Figura 4).

RECOMENDACIONES:

e laaplicaciondelasuspensiondeesporasdeMetarhizium
anisopliae junto con el coadyuvante Break-Thru debe
ser en la proporcion minima de 5o mL de Break-Thru
por cada 200 litros de agua, aunque en campo se esta
utilizando a razén de 100 a 150 ml del penetrante orga-
nosiliconado con un gasto de agua de 200 L.

e Se recomienda que las concentraciones de esporas de
Metarhizium anisopliae sean menores a las recomenda-
das comercialmente y se utilicen del orden 2x10'° y no
precisamente de 1X10" 6 103 esporas.ha™", debido al
efecto subletal del coadyuvante-penetrante.

e La aplicacion de la suspension propuesta con anterio-
ridad debe aplicarse durante el primer mes posterior
a la emergencia del salivazo, o bien, con presencia de
un salivazo por cepa de cana de azucar (Saccharum
officinarum L.).

e La aplicacion debe ser dirigida a la base o “pata” de la
cepa y no al area foliar, debido a que en las primeras
etapas de la emergencia de las ninfas suelen estar entre
las raices y no a nivel de los nudos de la cafia. Sin embar-
go, en zonas inundadas el salivazo puede encontrarse
en los primeros nudos del tallo de la cana.

e lasaplicaciones deben realizarse por la tarde preferen-
temente después de las cinco de la tarde para evitar
evaporacion del producto aplicado y que las esporas
de Metarhizum anisopliae sobrevivan. En caso de llevar
el registro de temperatura y humedad, se recomienda
que al registrarse 30 °C y humedad relativas superio-
res a 60%, se realice la aplicacion, de manera que se
cuente con al menos 12 horas bajo esa condicion, de un
dia para otro, y de esta forma se asegurara la efectivi-
dad biologica del producto biolégico y alta mortalidad
de ninfas.

e La suspension (mezcla) de esporas preparada para apli-
caciones con el coadyuvante debe ser aplicada en me-
nos de 12 horas; de lo contrario se corre el riesgo de que
éstas germinen y no se obtenga el efecto deseado.

Figura 4. A: Emergencia de micelio del hongo Metarhizium anisopliae entorno a la ninfa.

B: Ninfa de mosca pinta Aeneolamia postica con micosis por M. anisopliae con cimulos de

esporas del hongo.




CONCLUSIONES

L de M. anisopliae
a S es O ra S son tolerantes
a los distintos adyuvantes (Break-thru® 0.025%,
Freeway® 0.0025%, Bond 0.125%, Nu-film 30%,
Inex-A 0.2% y Traspore 0.1%), favorecen su ger-
minacion, y pueden ser utilizados como tensoac-
tivos para solucion de esporas y su aplicacion
en campo. El uso del producto organosiliconado
promueve la germinacion y remueve o inhibe Ia
produccion de saliva, lo que permite el contacto
de las esporas sobre el cuerpo blando de la ninfa
(salivazo). Lo anterior representa en campo una
valiosa estrategia para reducir poblaciones de
ninfas adultos de mosca pinta (aplicaciones de
organosiliconado+esporas de M. anisopliae) e
induccion de epizootias mediante focos de infec-
cion de esporas por ninfas con micosis y presen-
cia de esporas como fuente de inoculo.
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