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Resumen: Se evalu6 la compatibilidad, patogenicidad, eficiencia e interaccion de
Metarhizium robertsii (antes M. anisopliae) con el insecticida lufenuron para el con-
trol de Nezara viridula. Se realizaron dos bioensayos en el laboratorio. En el pri-
mero se probd el efecto de dos concentraciones de lufenuron sobre la germinacion,
unidades formadoras de colonias (UFC), crecimiento vegetativo y produccion de
conidios de M. robertsii. En el segundo, se determiné la patogenicidad a través de
las concentraciones letales CL y los tiempos letales TL de M. robertsii asi como su
eficacia e interaccion asociada a lufenuron, en la mortalidad de N. viridula. Los re-
sultados indican que M. robertsii y lufenuron, en las concentraciones mas bajas, son
compatibles, sin embargo, altas concentraciones del insecticida pueden reducir la
germinacién y el nimero de UFC. Mayores concentraciones de M. robertsii aumen-
tan el porcentaje de mortalidad de las ninfas de N. viridula y disminuyen el tiempo
de letalidad. Las interacciones de las combinaciones de M. robertsii y lufenuron son
eficientes y tienen efectos aditivos, mostrando su potencial para su uso de forma
integrada en el control de ninfas de V. viridula.

Palabras clave: Control asociado, hongo entomopatoégeno, insecticida regulador de
crecimiento, manejo integrado de plagas, Pentatomidae.

Abstract: The compatibility, pathogenicity, efficiency, and interaction of Metarhi-
zium robertsii (formerly M. anisopliae) with lufenuron on Nezara viridula control
were evaluated. Two bioassays were conducted in the laboratory. The first bioassay
tested the effect of two concentrations of lufenuron on germination, colony forming
units (CFU), vegetative growth and conidia production of M. robertsii. In the second
bioassay, the pathogenicity through lethal concentrations (LC) and lethal time (LT)
on M. robertsii as well as their efficiency and interaction associated with lufenuron
on the mortality of N. viridula was determined. The results indicate that M. robertsii
and lufenuron, in lower concentrations are compatible, however, high concentrations
of the insecticide may reduce the germination and CFU number. Higher concentra-
tions of M. robertsii increase the percentage mortality of N. viridula nymphs and
reduce the lethal time. The interactions of M. robertsii with lufenuron are efficient
with additive effects and show potential for use in integrated management of .
viridula nymphs.

Keywords: Alternative control, entomopathogenic fungi, insect growth disruptors,
integrated pest management, Pentatomidae.
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Introduccion

La chinche Nezara viridula (L., 1758) (Heteroptera: Pentato-
midae) es una plaga polifaga cosmopolita que causa pérdidas
economicas a varias especies de plantas cultivadas (Knight
& Gurr, 2007). En campo, para reducir la poblacion de chin-
ches, se utilizan comunmente insecticidas quimicos sintéticos
de alta toxicidad, donde se reportan fallas de control y alta
resistencia (Ferreira-Agiiero et al., 2018; Sosa-Goémez et al.,
2001). La asociacion de agentes de control (entomopatéogeno
+ insecticida sintético) puede ser una estrategia para superar
este problema, al aumentar la probabilidad de éxito en el ma-
nejo de poblaciones de chinches y plagas en general.

En Brasil y toda América Latina en el cultivo de soja para
la produccién de granos, los niveles de accion para el control
de los pentatomidos son de dos adultos o ninfas de chinches
del tercer estadio/m lineal y para la produccion de semillas es
de apenas 1 chinche/m lineal (Bueno et al., 2013; Corréa-Fe-
rreira & Panizzi, 1999). Las chinches adultas son mas difici-
les de controlar con entomopatégenos en comparacion con las
formas juveniles, lo que demuestra atin mas, que los niveles
de infeccion pueden aumentar si las ninfas eclosionan antes
de la aplicacion, sin embargo, evaluar los efectos de la aplica-
cion de hongos en las ninfas es todo un desafio (Sosa-Goémez
& Moscardi, 1998).

Las interacciones entre hongos entomopatogenos e insec-
ticidas deben ser consideradas en los programas de Manejo
Integrado de Plagas (MIP), ya que la conservacion de los ento-
mopatdgenos en el agroecosistema es una estrategia sencilla
y economica cuando se utilizan insecticidas selectivos (Ma-
ciel & Bueno, 2022; Silva et al., 2005). Las poblaciones de
N. viridula estdn naturalmente infectadas por hongos
entomopatogenos, especialmente Metarhizium robertsii
(Metschnikoff) Sorokin, también por Beauveria bassiana
(Balsamo-Crivelli) Vuillemin e Isaria fumosorosea (Wize)
(Brown & Smith, 1904). Si bien, las epizootias naturales sue-
len ser de baja incidencia, estos hongos pueden usarse como
biopesticidas en forma inundativa, al minimizar los efectos
adversos sobre los insectos benéficos (Sosa-Goémez & Mos-
cardi, 1998; Sosa-Goémez et al., 2005).

Por otro lado, el lufenuron es un insecticida regulador del
crecimiento (IRC) que inhibe la biosintesis de quitina, reco-
mendado para el control de orugas (Cremonez et al., 2019;
Moriello et al., 2004), sin embargo, se han reportado altera-
ciones en el testiculo, reduccion de la actividad alimentaria,
disminucion de la reproduccion y 65 % de mortalidad en nin-
fas de quinto instar de E. heros (Cremonez et al., 2019; Ro-
ggia et al., 2011). Este producto es selectivo para mamiferos
y de baja toxicidad, cuyo uso es mas sostenible frente a otros
insecticidas sintéticos.

La combinacion del hongo M. robertsii con insecticidas es
un componente importante del MIP (Alves et al., 2011; Jara-
millo et al., 2005). Existen algunos estudios sobre la asocia-
cion de M. robertsii con insecticidas botanicos, reguladores
de crecimiento, o con tierra de diatomeas, bacterias y nemato-
dos que muestran la compatibilidad y el efecto aditivo de esa
combinacion. Sin embargo, los insecticidas neonicotinoides,
piretroides, organofosforados pueden inhibir la germinacion
de conidios (Alexandre et al., 2008; Michalaki et al., 2006;
Mohamed et al., 2011; Neves et al., 2001). En este contexto,
se debe priorizar el efecto aditivo de la asociacion de concen-
traciones bajas de insecticidas y concentraciones mayores de
patdgenos y otros agentes de control bioldgico para reducir

los riesgos al productor y el medio ambiente. Ademas, mini-
mizar la aparicion de plagas resistentes a los principios acti-
vos y los costos de produccion (Alexandre et al., 2008).

Algunos experimentos sobre el efecto de hongos ento-
mopatdgenos en chinches pentatomidos son reportados por
Sosa-Gomez et al. (1997), al probar en laboratorio y campo
aislados de M. robertsii y B. bassiana en la infeccion de N.
viridula, Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) y Euschis-
tus heros (Fabricius, 1974). De igual manera, Martins et al.
(2004), observaron resultados de 52,6 % y 61,8 % de plaga
controlada del chinche del tallo Tibraca limbativentris Stal,
1860 (Hemiptera: Pentatomidae) en arroz irrigado con la apli-
cacion de M. robertsii. Asimismo, investigaciones de labora-
torio en Japon demostraron la infectividad de aislados de M.
robertsii para chinches pentatomidos de la fruta: Plautia Stali
Scott, 1874, Glaucias subpunctatus (Walker, 1867) y Halyo-
morpha halys Stal, 1855 (Ihara et al., 2008). Ademas de los
estudios sobre plagas, también se ha evaluado en laboratorio
el efecto de M. robertsii sobre el depredador Podisus nigris-
pinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae), sugiriendo
que las ninfas pueden ser mas susceptibles que los adultos y
que se debe ser juicioso en el uso integrado para preservar el
control ejercido por ambos (Franga et al., 2006). Eso justifica
la importancia de utilizar concentraciones eficientes para el
control de plagas con el menor impacto sobre los organismos
benéficos y evitar casos de incompatibilidad (Abir & Maha,
2020).

En América latina, la informacion existente sobre el uso
de IRC lufenuron y el entomopatogeno M. robertsii para el
manejo de la poblacion de chinches se limita a la investiga-
cion cientifica, ya que ambos agentes carecen de registro para
el manejo de N. viridula. Sin embargo, debe explorarse su po-
tencial de control debido a las ventajas que representa el uso
de organismos bioldgicos junto con productos selectivos de
menor toxicidad y priorizar sus efectos sinérgicos o aditivos.
Asi, el objetivo de este estudio fue verificar la compatibilidad,
patogenicidad, eficiencia e interaccion de M. robertsii con el
insecticida lufenuron para el control de ninfas de tercer instar
de N. viridula.

Materiales & métodos

Se realizaron dos bioensayos en el laboratorio de Control
Microbiano de Insectos de la Universidad Estadual de Lon-
drina - UEL, en Estado de Parana, Brasil. En el primer expe-
rimento se evalud la compatibilidad del hongo M. robertsii
cepa UELS50 (cepa no comercial, producida y mantenida en
la UEL desde 1995) con el insecticida lufenuron (Match® 50
EC, Syngenta Prot. Cult., Sdo Paulo, Brasil) en el segundo se
evalud la patogenicidad del hongo M. robertsii cepa UELSO0,
el efecto de la combinacion de los agentes y la eficiencia en el
control de ninfas de tercer estadio (aproximadamente 15 dias
después de la eclosion) de N. viridula. Las chinches hedion-
das fueron utilizadas de una colonia establecida mantenida en
el laboratorio, libre de pesticidas durante al menos un afio.

Bioensayo 1. Compatibilidad de M. robertsii
con el insecticida lufenuron

Se probo el efecto de lufenuréon sobre el hongo M. robertsii
cepa UEL50. Se evaluaron dos concentraciones subletales
del insecticida (producto comercial): 7,5 mL i.a./L y 15 mL
i.a./L. El criterio para elegir las concentraciones se baso en las
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recomendaciones del fabricante para las polillas Anticarsia
gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae) en soja 'y
para Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noc-
tuidae) en maiz. La seleccion de las dosis para este estudio se
basé en una cuidadosa consideracion, tomando en cuenta el
hecho de que el lufenuron carece registro para el control de
insectos hemipteros. Sin embargo, la recomendacion se basa
en el control de plagas lepidopteras que también estan presen-
tes en el campo durante los ataques de chinches a los cultivos
de soja y maiz.

Para la evaluacion de la germinacion, UFC, crecimiento
vegetativo y produccion de conidios, se adopté un disefio
experimental completamente al azar con cinco repeticiones
para cada tratamiento. Los tratamientos consistieron en dos
concentraciones de lufenuron (7,5 y 15 mL i.a/L) y el con-
trol, recibid solo agua destilada + 0,02 % Tween. Todos los
tratamientos se mantuvieron en cdmara climatica DBO (25 +
1 °C 70 +5 % HR y 14 h de fotofase). Los datos obtenidos
fueron transformados a la raiz de (x+1), sometidos a analisis
de varianza y comparacion de medias por la prueba de Tukey
al 5 % de probabilidad.

Produccion de conidios de Metarhizium robertsii

La cepa utilizada fue UEL50, producido en medio de cultivo
completo en cajas de Petri (9 cm de didmetro). Después de la
inoculacioén, el hongo se incubd en camara climatica.

Germinacion

Para la evaluacion de la germinacion, en cada placa se ino-
culd 0.1mL de suspension fungica que contenia 1x107 coni-
dios mL! con el medio completo y se esparcio con un aza de
Drigalski. Inmediatamente, con una pipeta, se aplicé 0,1 mL
de insecticida/placa, en las concentraciones descritas anterior-
mente y se esparcieron sobre las mismas placas con un aza de
Drigalski. Después de 24 h de incubacion, se cuantificaron
los conidios germinados y no germinados mediante la obser-
vacién con un microscopio estereoscopico, con un aumento
de 40x. Se dividi6 cada placa en cuatro cuadrantes y se con-
taron al menos 100 conidios de M. robertsii por cuadrante.
El criterio adoptado para considerar la germinacion fue que
el tubo germinativo sea como minimo el doble del tamafio
del conidio.

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Para la evaluacion de UFC, se esparcio 0,1 mL de suspension
de conidios (1x10° mL") con un aza de Drigalski sobre placas
de Petri con medio completo. Luego, con una pipeta, se aplicd
0,1 mL del insecticida/placa y, con un aza de Drigalski, se ex-
tendio6 sobre la misma en ambas concentraciones. Después de
siete dias de incubacion, se cuantifico visualmente el nimero
de UFC.

Crecimiento vegetativo y produccion de conidios

Para las pruebas de crecimiento vegetativo y produccion de
conidios, se esparcieron 0,1 mL de lufenurén (7,5 y 15 mL
i.a/L) con un aza de Drigalsky sobre placas de Petri que con-
tenian medio de cultivo. Luego se aisld la cepa UEL50 so-
bre las mismas placas en tres puntos, 14 dias después de la
inoculacion, se calculd el area de cada colonia con el prome-
dio de sus diametros perpendiculares de una colonia al azar.
De estas mismas colonias se evalué la productividad de co-
nidios mediante el recorte del centro de las mismas con un
punzon circular (1 cm de diametro). Los discos del medio de

cultivo con el hongo removido se suspendieron en una solu-
cién acuosa de Tween al 0,02 % y se sometieron a agitacion
por 15 s en un agitador tipo vortex. Luego de las diluciones
necesarias, se cuantificé el nimero de conidios mediante el
uso de una camara de Neubauer.

Indice biolégico

La clasificacién toxicoldgica se realizd en base los valores
medios de porcentaje de crecimiento vegetativo, esporulacion
y germinacion de los conidios, calculandose los porcentajes
con relacion al testigo segun la siguiente formula:

IB =47 (CV) +43 (ESP) +10 (GER) + 100, donde

IB = Indice biologico

CV = Porcentaje de crecimiento vegetativo en relacion
con el testigo

ESP = Porcentaje de esporulacion de las colonias con
relacion al testigo

GER= Porcentaje de germinacion de conidios

Clasificacion de productos segtin valores de BI: (T) toxico
0-41, (MT) moderadamente toxico 42-66 y (C) compatible
> 66 (Rossi-Zalaf et al., 2008).

Bioensayo 2. Prueba de patogenicidad,
concentraciones letales LC,, LC,,, y tiempos
letales TL,,, TL,, del aislado UEL50 de M. robertsii,
eficiencia e interaccion con lufenurén para el
control de ninfas de tercer estadio de V. viridula

Recoleccion de insectos y produccion de conidios

Se recolectaron adultos de N. viridula del cultivo de soja y
se criaron en condiciones de ambiente controlado en una ca-
mara climatica (25+1 °C, 70 = 5 % HR y 14 h de fotofase).
Para los bioensayos, se utilizaron ninfas de tercer instar y
de segunda generacion (F2). La produccion de conidios de
M. robertsii se realizd6 como se describid previamente en el
bioensayo 1.

Aplicacion de concentraciones de Metarhizium robertsii,
lufenuron solo y Metarhizium robertsii + lufenuron en
combinacién

En un disefio completamente al azar, se probaron 10 trata-
mientos con tres repeticiones, seis concentraciones del aisla-
do UEL50 M. robertsii (1x10%, 1x10°, 1x10%, 1x107, 1x10% y
1x10° conidios mL") para preparacion de suspensiones de co-
nidios con Tween® (0,02 %), una concentracion del insectici-
da lufenuron, correspondiente a la concentracion letal media
CL,, estimada en estudios preliminares, para ello se prepard
una mezcla insecticida con 1,25 mL i.a./L. Para los tratamien-
tos en asociaciones se utilizaron dos concentraciones del hon-
go 1x10* y 1x10’conidios mL'+lufenuron (1,25 mL i.a./L).
Se decidio utilizar una baja concentracion de insecticida con
el fin de reducir su costo y mostrar posibles interacciones con
el hongo entomopatogeno. En el testigo se utilizé tinicamente
agua destilada con Tween (0,02 %) como se puede observar
en la Tabla 1.
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Tabla 1. Tratamientos con concentraciones de Metarhizium robertsii, combinacion de. Metarhizium robertsii +

lufenuron, lufenuron solo y testigo

Tratamientos Concentracion Dosis de Lufenuron
conidios mL! mL i.a/L
Metarhizium robertsii 1x10*
Metarhizium robertsii 1x10°
Metarhizium robertsii 1x10°
Hongo entomopatogeno
Metarhizium robertsii 1x107
Metarhizium robertsii 1x108
Metarhizium robertsii 1x10°
Hongo entomopatogeno + Metarhizium robertsii 1x10* Lufenuron 1,25
Insecticida Metarhizium robertsii 1x107 Lufenuron 1,25
Insecticida Lufenuron 1,25

Testigo (Agua destilada)

Las aplicaciones se realizaron topicamente sobre los in-
sectos con una pipeta, se distribuy6 1 mL de cada tratamiento
en 10 ninfas de N. viridula de tercer instar (3 repeticiones) en
cajas acrilicas tipo Gerbox que contenian legumbres de fri-
jol Phaseolus vulgaris L., mani Arachis hypogaea L., girasol
Helianthus annuus L., y frutos de ligustro Ligustrum lucidum
W. T. Ait.

Luego de las aplicaciones, las cajas de acrilico con los in-
sectos fueron trasladadas e incubadas en una camara climati-
caDBOa25+1°C,HR 75+ 10 % y 14 h de fotofase. Las
evaluaciones de mortalidad de las ninfas se realizaron diaria-
mente durante 10 dias. Los insectos muertos (cadaveres), que
entraron en contacto con el aislado UEL50 de M. robertsii,
fueron lavados en una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5
%, separados y mantenidos en camara himeda para confirmar
la mortalidad del hongo por la proliferacion del patégeno so-
bre el cuerpo del insecto. La infeccion del aislado fue confir-
mada por la presencia de una masa micelial blanca al inicio de
la conidiogénesis y la produccién de conidios de color verde.

Analisis estadisticos

Los resultados de mortalidad acumulada fueron corregidos
mediante la formula de Abbott, sometidos a analisis de va-
rianza y comparacion de medias mediante la prueba de Sco-
tt-Knott (p < 0,05). Para estimar la concentracion y tiempo
letal CL yTL del hongo entomopatodgeno, solamente se selec-
cionaron los tratamientos con el aislado UEL50 a las concen-
traciones ensayadas y sometidos a analisis Probit.

Las interacciones de posibles efectos sinérgico, antago-
nico o aditivo se realizaron mediante la prueba de chi-cua-
drado (Finney,1964), y son: X?> = (MO - ME)*YME, donde
MO: mortalidad observada; ME: mortalidad esperada, don-
de ME = Mf + Mi(1-Mf), donde Mf: mortalidad del hongo
entomopatogeno solo; Mi: mortalidad del insecticida solo.
Si el X? calculado es mayor que el valor tabulado (42,55)
para 29 grados de libertad, P < 0,05) el efecto es no aditi-
vo, es decir, puede ser de sinergismo o de antagonismo.
Si la diferencia MC - ME (donde MC es la mortalidad de la
combinacion de entomopatogeno e insecticida) es positiva,
el efecto es de sinergismo y cuando es negativo, de antago-
nismo. Si el X? calculado es menor que el valor tabulado, el
efecto serd aditivo (Koppenhofer et al., 2000; Finney, 1964;
Mcvay et al., 1977).

Resultados y discusion

Los valores promedios de porcentaje de germinacion de co-
nidios (1x10°* conidios/mL) y numero de unidades formado-
ras de colonias (1x10’conidias/mL) del hongo M. robertsii en
contacto con 7,5 y 15 mL i.a./L del insecticida lufenuron, se
presentan en la Tabla 1. Nétese que no hubo diferencia entre
los porcentajes de germinacion en el testigo (98,2 %) en re-
lacién con el tratamiento lufenuron a la concentracion mas
baja (96,0 %), sin embargo, hubo una reduccion de 39,10 %
en la germinacion de conidios cuando estos entraron en con-
tacto con 15 mLi.a./L, lo que indica que la germinacion puede
verse influenciada por la concentracién del insecticida sin-
tético utilizado con el que los conidios entran en contacto.
Resultados similares fueron demostrados por Alves et al.
(2011); mediante los mismos agentes y verificaron la compa-
tibilidad entre ambos, en las concentraciones de 0,7 y 1g/L de
lufenuron, sin embargo, con 2g/L hubo inhibicion en la germi-
nacion de conidios. También observaron que a la concentracion
mas baja hubo un aumento en la velocidad inicial de germi-
nacion, lo que indica la ocurrencia de hormesis (baja dosis de
estimulacion).

En cuanto al nimero medio de unidades formadoras de
colonias (UFC), se encontrd que, en las concentraciones en-
sayadas, lufenuron redujo el ntimero de colonias respecto al
control, se alcanzd una reduccion del 41,95 % de las UFC
en la concentracion mas alta. En relacion con su mecanismo
de accion, el lufenuron puede retrasar o inhibir la sintesis de
quitina en el exoesqueleto de los insectos y en la pared celular
del hongo (Alves et al., 2011). Esto interrumpe el normal de-
sarrollo del micelio y la formacién de colonias.

El conidio germinado desarrolla el micelio que entra en
contacto con el insecticida, que en dependencia de su con-
centracion puede o no afectar el naimero de UFC en el pro-
ceso de sintesis y deposito de quitina. Sin embargo, uno de
los principales parametros a considerar en la evaluacion de
la compatibilidad es la germinacion del hongo (Silva et al.,
2005), ya que una vez que el conidio germina sobre la cuticula
del insecto, probablemente el contacto con el producto sera
practicamente nulo.
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Valores promedio seguidos de la misma letra en la co-
lumna no difieren entre si por la prueba de Tukey (P = 0,05).
Datos transformados a x+1. CV = Coeficiente de variacion.
IR = porcentaje de reduccion. 2IB= Indice biologico para
la clasificacion del producto, 3C = Clasificacion: T = téxico
0-41, MT = moderadamente toxico 42-66 y C = compatible
> 66.

En condiciones de campo, varios autores coinciden en que
la germinacion de conidios debe ser considerada como el fac-
tor mas importante al momento de evaluar la compatibilidad
con productos quimicos (Neves et al., 2001). Asi, si se inhibe
la germinacion, la eficiencia del control se vera comprometi-
da, ya sea en aplicaciones por inundacion o si el hongo esta
presente de forma natural en el agroecosistema (Silva et al.,
2005). Ademas del ingrediente activo, otras sustancias pre-
sentes en el producto comercial también pueden afectar los
parametros evaluados, lo que amerita mayores estudios para
dilucidar sus posibles efectos.

1 Numero total de insectos evaluados; 2 Concentracion
letal 50 y 90 (conidios mL-1) e intervalo de confianza del 95
%:; 3 Error estindar de la media; 4 valor de chi-cuadrado cal-
culado y grado de libertad (g.1.); 5 heterogeneidad.

Con respecto al crecimiento vegetativo de la cepa UEL50
de M. robertsii, el insecticida lufenuron en las concentracio-
nes ensayadas no redujo el area de colonias con respecto al
testigo y no afectd la produccion de conidios, con la coni-
diogénesis de los tratamientos fue el lufenuron similar al del
testigo. Finalmente, lufenuron puede considerarse compatible
con M. robertsii a las concentraciones ensayadas, segun los
valores de IB determinados (Tabla 2). Investigaciones reali-
zadas con el mismo insecticida indicaron su compatibilidad
con otros aislados de M. robertsii, sefialando que esto puede
depender de la concentracion del producto utilizado (Alves et
al., 2011).

Los valores de CL50 y CL90 para la cepa UEL 50 de M.
robertsii se presentan en la Tabla 3. Se verificé que para cau-
sar 50 % y 90 % de mortalidad de ninfas de tercer instar de
N. viridula a los 8 dias de la aplicacion, se necesitaron con-
centraciones de 3,65 x 105y 5,71 x 107 de conidios/mL de M.
robertsii respectivamente, lo que demuestra que la mortalidad
de los insectos depende de la concentracion de conidios apli-
cada, de esta forma, mayores porcentajes de mortalidad de
las chinches se obtienen mayores concentraciones del hongo
entomopatogeno (Tabla 6).

Estudios similares realizados en laboratorio por Xavier
y Avila (2005) mostraron una relacion proporcional entre la
cantidad de conidios de M. robertsii aplicada en la mortalidad
de la chinche Scaptocoris carvalhoi (Becker, 1967) (Hemipte-
ra: Cydnidae) debido a que cuanto mas penetran los conidios
en el insecto, mas toxinas o enzimas se liberan y se incremen-
ta la mortalidad (Fernandes & Alves, 1992). También, Ihara
et al. (2008), obtuvieron mortalidades superiores al 80 % a
los 10 DDA en chinches de la fruta: G. subpunctatus, P. stali
y H. halys, al aplicar suspensiones de conidios de M. robertsii
a concentraciones de 1x107y 1x10® conidios/mL con 80 % de
humedad relativa (HR), ya que con 40 % HR la tasa de mor-
talidad fue menor (< 60 %), principalmente cuando se utilizé
la concentracion mas baja. Sin embargo, los autores afirmaron
que la patogenicidad del hongo depende mas del numero de
conidios que penetran en la cuticula del insecto que de la RU.

Por otro lado, fue posible estimar los tiempos letales TL50
y TL90 a partir de la concentracion de 1x10° conidios mL,
ya que las suspensiones con menor concentraciéon provocaron
un bajo porcentaje de mortalidad total de ninfas de V. viridula
y los valores no ajustados al modelo Probit (Tablas 2 y 5).
Sin embargo, para concentraciones de 10% 107, 108y 10° coni-
dios mL", los valores de TL50 y TL90 fueron (16,41 y 33,2),
(10,93 y 19,10), (7, 62 y 15,40) y (6,51 y 10,54) dias, respec-
tivamente. Asi, se demostrd que el tiempo requerido por el
hongo para matar al insecto depende de la concentraciéon de
conidio aplicado, se registr6 la mortalidad de las chinches en
menor tiempo a mayores concentraciones del hongo entomo-
patdgeno.

Resultados similares fueron reportados por IThara et al.
(2008), al evaluar la susceptibilidad de chinches adultos a G.
subpunctatus, P. stali y H. halys, con la aplicacion de 1x108
conidios mL"' de M. robertsii obtuvieron valores de TL50
4,7), (4,4) y (10,4) dias, respectivamente, para cada especie,
fue H. halys menos sensible a la infeccion de hongos. Esta di-
ferenciacion en la susceptibilidad entre especies también fue
verificada por Sosa-Gomez y Moscardi (1998). En condicio-
nes de campo, obtuvieron mortalidades promedias de 15 %,
17 % y 20 % para P. guildinii, N. viridula y E. heros a los 30
dias de la aplicacion de M. robertsii en la concentracion de
1,45x10"conidios ha’!, infieren que la baja tasa de mortalidad
se debid a la baja HR (< 75 %), también indicaron que M. ro-
bertsii fue mas virulento para estas especies en comparacion
con B. bassiana.

Tabla 2. Porcentaje de germinacion, nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), crecimiento vegetativo y numero de conidios
(media + SE) de Metarhizium robertsii en contacto con dos concentraciones del insecticida lufenuron CE en laboratorio

T(r;tliuil.liiljslli;o Germ'i,;'l]acién R % U§C R % C‘f : ;Ei%:?:};o R % N%l;mnféi::(:)ge R% IB o
Testigo 98,2+0,58a 0,00 92,0£2,19a 0,00 1,28+0,13 a 0,00 490+0,20a 0,00 - -
lufenuron CE 7,5 96,0+0,70a -2,24 68,0£2,38b -26,08 1,04+0,19a -18,75 432+0,17a -11,83 85,87 C
lufenuron CE15 598+ 1,35b -39,1 534+4,08c -41,95 0,84+0,13a -33,59 4,79+049a -2,24 79,33

CV (%) 1,38 5,15 8,72 7,11

Tabla 3. Valores de concentraciones letales CL50 y CL90 de Metarhizium robertsii para el control de ninfas de tercer instar de Nezara
viridula determinadas por analisis Probit en laboratorio (25 + 1 °C, 70 £ 5 % HR y 14 h de fotofase), 8DAA, Londrina, PR.

. Concentraciéon 1 o/ 2 o/ Coeficiente Angular N " 5
Especie conidios/mL n CL;, (IC 95 %) CL,, (IC 95%) ( EPMF) x4 (g.l) h
S5 S 7
Nezara viridula IX10¢ 210 65X107(L46x10%a 71 x I0UCLIIXI0 g e 4 0g3 2,98 0.74

11,72x10°)

72 88,2 x107)
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Tabla 4. Valores de tiempo letal (dias) TL50 y TL90 de Metarhizium robertsii para el control de ninfas de tercer instar de Nezara viridula

determinados por analisis Probit en laboratorio

Especie chsfj::)‘srf:f? n' TLs, (IC 95 %)? TLy, (IC 95 %) Ang‘;‘;gfc(ij]'z‘;st) »(gl)* b’
1x10* - - 421+ 1,83 2,23 0,28
1x10° - - 1,33+0,54 1,41 0,18
N 1x10¢ 16,41 (12,142 53,60) 33,21 (19,01 a 329,24) 4,18+1,31 1,5 0,18
1x107 10,93 (9,632 14,08) 19,10 (14,63 a 34,68) 5,29+1,06 1,51 0,19

1x10° 7,62 (6,83 2 8,87) 15,40 (12,24 2 23,11) 4,19+ 0,62 64 0,91

1x10° 6,51 (5,65 a 8,10) 10,54 (8,36 a 19,96) 6,1240,90 1,62 1,93

! Ntimero total de insectos probados; > Tiempo letal 50 y 90 (dias) e intervalo de confianza del 95%; * Error estandar de la media; * valor de

chi-cuadrado calculado y grado de libertad (d.1.); > Heterogeneidad.

En todos los tratamientos donde se observo mortalidad por
la accion combinada del insecticida lufenuron (1,25 mL/L) y
el hongo entomopatdgeno (1x10* y 1x107/mL), se observaron
interacciones con efectos aditivos, es decir, no hubo efectos
antagénico o sinérgico. Los resultados demuestran que so6lo
hubo una suma de mortalidades causadas por el insecticida
y el hongo (Tabla 5). Es importante sefialar que se utilizaron
bajas concentraciones del insecticida y el hongo para que se
pueda evidenciar el efecto aditivo de las asociaciones, en caso
de ocurrir, ya que a altas concentraciones la suma de las mor-
talidades de los agentes superaria el 100 %, lo que dificulta su
interpretacion. Los efectos aditivos se verificaron a partir del
séptimo al décimo dia de evaluacion.

Tanto la reduccion de insecticidas sintéticos como la con-
centracion de conidios es interesante para reducir costos, ade-
mas de favorecer la poblacion de organismos benéficos, ya
que incluso los agentes de control biologico o los insecticidas
sintéticos selectivos, en altas concentraciones, pueden afectar
a la poblacion de enemigos naturales. Por ejemplo, Franga et
al. (2006) encontraron mortalidades de (12,3 %) para adultos
y (49,8 %) para ninfas del depredador P. nigrispinus, cuan-
do se trataron topicamente con 1x107 conidios/mL de M.
robertsii. Sin embargo, cuando se trataron caminando sobre
las plantas, las mortalidades fueron menores (13,7 %) para
adultos y (16,7 %) para ninfas. Por ingestion fue cero para
adultos 0 % y 7,5 % para ninfas. Una de las precauciones a
considerar puede ser la aplicacion del hongo en concentracio-
nes que no afecten al depredador, pero que tengan un efecto
deletéreo sobre la plaga objetivo.

En la Tabla 6 se pueden observar los valores medios de
mortalidad de ninfas de N. viridula de tercer instar a dife-
rentes concentraciones del hongo, solamente el insecticida
y las asociaciones hongo + insecticida. Se lograron resulta-
dos satisfactorios de mortalidad a partir de los 7 DDA con la
aplicacion de M. robertsii con 1x108, 1x10° conidios/mL y
en mezcla 1x107 conidios/mL+ 1,25 mL i.a/L lufenuron, cu-
yos porcentajes de mortalidad corregidos acumulados fueron
similares entre si, diferenciandose estos del control y de los
demas tratamientos. También se verifico que la asociacion del
hongo 1x107 conidios mL™! con 1,25 mL i.a/L de lufenuron
incrementd significativamente la mortalidad corregida acu-
mulada de las ninfas en comparacion con el tratamiento con
el hongo solo a la misma concentracion.

A los 8, 9 y 10 DDA, los porcentajes de mortalidad
acumulada corregida fueron mas expresivos, difieren sig-
nificativamente seglin la concentracion de conidios y las com-
binaciones utilizadas. Para los 9 DDA, el tratamiento con M.
robertsii 1x10° conidios mL" alcanzo el 100 % de mortalidad,

valor superior a los demas tratamientos y similar solamente al
tratamiento con el hongo 1x10® conidios mL"' con 73,3 % de
mortalidad (Tabla 6).

Alos 10 DDA, la mortalidad corregida acumulada de nin-
fas obtenida con la asociacién de 1x10* conidios/mL + 1.25
mL i.a/L de lufenurén fue 40 % superior a las mortalidades
en el testigo, el insecticida solo y las suspensiones de hongos
hasta la concentracion de 1x10° conidios/mL, sin embargo,
fue similar a la mortalidad lograda por el tratamiento con
M. robertsii 1x107 conidios/mL (Tabla 6). El aumento de la
eficiencia por la asociacién hongo + insecticida también fue
reportado por Mohamed et al. (2011), lo que refuerza el argu-
mento de Joshi et al. (1992), que consideran que el IRC puede
debilitar la cuticula y reducir la resistencia a la penetracion
de hongos, resultando en una mayor eficiencia de control.
Asimismo, con la asociacion (1x10’conidios mL! + 1,25 mL
i.a/L de lufenurdn) se alcanzé un 63,3 % de mortalidad, valor
estadisticamente similar a los niveles mas altos de mortalidad
alcanzados en este estudio (83,3 % y 100 %) cuando se trato
con M. robertsii 1x10% y 1x10° conidios mL"', respectivamen-
te (Tabla 6).

Los resultados presentados en este experimento son simi-
lares a los obtenidos por Mohamed et al. (2011), en la evalua-
cion de la eficiencia de la asociacion de teflubenzuron + M.
robertsii para el control de ninfas de cuarto y quinto instar de
la langosta del desierto Schistocerca gregaria Forsskal, 1775
(Orthoptera: Acrididae) en condiciones de semicontroladas,
observandose hasta un 100 % de mortalidad a los 14 DDA.
Los mismos autores mencionan que en esta asociacion se pue-
den alcanzar altos niveles de mortalidad, incluso con dosis
bajas de teflubenzurén y atin se incrementa la velocidad de
accion de ambos agentes.

Asi, se evidencia que existe un aumento significativo en el
porcentaje de mortalidad corregida acumulada de ninfas de V.
viridula cuando el hongo se asocia con el insecticida (Tabla
6). Por lo tanto, se deben considerar los efectos aditivos de las
asociaciones de estos agentes de control (Tabla 4), que permi-
ten utilizar concentraciones mas bajas de insecticida y hongo
para obtener un porcentaje eficiente de mortalidad. El uso de
combinaciones de agentes de control a bajas concentraciones
es importante en el contexto del MIP, con el objetivo de llegar
a la reduccion de insectos plaga con productos de diferentes
mecanismos de accion, minimizan el riesgo de seleccion de
poblaciones resistentes y los posibles impactos negativos a
los organismos, el hombre y el medio ambiente. Sin embargo,
se deben realizar nuevos estudios de campo para confirmar
estos resultados.
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Tabla 5. Interacciones entre el entomopatogeno Metarhizium robertsii y el insecticida lufenuron CE, dias después de las aplicaciones

(DDA) sobre ninfas de tercer instar de Nezara viridula en laboratorio

Tratamiento A?pl ﬁz;)c(;(s’)tn Mortalidad (%=EP) X? Calculado Igtf:::c)ig;i‘
Observada' Esperada *
M. robertsii 1x10* 3,33 i, - B
M. robertsii 1x107 20,00 - - -
lufenuron 1,25 mL i.a/L 7 DPA 10,00 R - R
M. robertsii 1x10* + lufenuron 1,25 mL i.a/L 10,00 12,99 0,69 aditivo
M. robertsii 1x107 + lufenuron 1,25 mL i.a/L 36,66 28,00 2,67 aditivo
M. robertsii 1x10* 3,33 - - i,
M. robertsii 1x107 23,33 - - -
lufenuron 1,25 mL i.a/L 8 DPA 10,00 - R R
M. robertsii 1x10* + lufenuron 1,25 mL i.a/L 13,33 12,99 0,08 aditivo
M. robertsii 1x107 +lufenuron 1,25 mL i.a/L 36,66 30,97 1,04 aditivo
M. robertsii 1x10* 3,33 - - -
M. robertsii 1x107 26,66 B, i .
lufenuron 1,25 mL i.a/L 9 DPA 20,00 - - -
M. robertsii 1x10* + lufenuron 1,25 mL i.a/L 33,33 22,66 5,01 aditivo
M. robertsii 1x107 + lufenuron 1,25 mL i.a/L 43,33 41,32 0,09 aditivo
M. robertsii 1x10* 13,33 - - -
M. robertsii 1x107 43,33 - - -
lufenuron 1,25 mL i.a/L 10 DPA 23,33 - - -
M. robertsii 1x10* + lufenuron 1,25 mL i.a/L 40,00 33,55 1,24 aditivo
M. robertsii 1x107 + lufenuron 1,25 mL i.a/L 63,33 56,55 0,81 aditivo

Mortalidad observada corregida por la formula de Abbott (1925).

* Mortalidad esperada (Me) = Mf + Mi (1 - Mf/100), donde Mf'y Mi corresponden a las mortalidades observadas causadas por el hongo y el
insecticida solo respectivamente (Finney, 1964). *Si la diferencia de MC - ME (donde MC es la mortalidad de la combinacion de entomopatoge-
no e insecticida) es positiva, el efecto es de sinergismo y cuando es negativo, de antagonismo. Si el X? calculado es menor que el valor tabulado,
el efecto sera aditivo. X? tabulado = 42,55, grados de libertad = 29, p < 0,05.

Finalmente, en cuanto al porcentaje de mortalidad confir-
mada de ninfas, se observa que el nimero de cadaveres que
presentaron esporulaciéon fungica aument6 en funcion de las
concentraciones de conidios de M. robertsii aplicadas, por
ejemplo, en la concentracion mas baja 1x10* conidios mL"! no
hubo confirmacion de mortalidad por el hongo, ya que con la
concentracion de 1x10° conidios mL™ el porcentaje de morta-
lidad confirmada fue de 83,33 % (Tabla 6). En trabajos simila-
res, Martins et al. (2004) al evaluar el control de la chinche del
tallo en arroz irrigado 7. limbaritensis mediante la aplicacion
de una suspension de 7.2 x 10'3conidios/ha, mostré eficiencias
de 48,2 % y 61,8 % de mortalidad de ninfas y adultos, en
forma de suspension de esporas con granos de arroz, 15SDAA.
Sin embargo, el nivel de confirmacion de infeccion detectado
en el laboratorio fue bajo, alcanzé un maximo del 20 %, dife-
renciandose de los resultados obtenidos en este experimento
ya que varios factores pueden influir en la esporulacion. En al-
gunos casos, el crecimiento vegetativo del hongo ocurre solo
en el interior del insecto (Silva et al., 2005).

Conclusiones

1. Metarrizium robertsii y lufenuron son compatibles, sin
embargo, altas concentraciones del insecticida pueden
disminuir la germinacion y el nimero de unidades forma-
doras de colonias del hongo.

2. Las concentraciones letales CL50 y CL90 de M. robertsii
para el control de ninfas de tercer estadio de Nezara viri-
dula son 0,36 x 10°y 0,57 x 108 respectivamente.

3. Los tiempos letales TL50 y TL90 para las concentraciones
de 109, 107, 10® y 10° conidios mL-!, variaron de (16.41 y
33.2),(10.93y 19.10), (7.62 y 15.40) y (6.51 y 10.54) dias
respectivamente.

4. Mayores concentraciones de M. robertsii aumentan el por-
centaje de mortalidad acumulada y confirmada de ninfas
de N. viridula y disminuyen el tiempo letal.

5. Las interacciones de las combinaciones de M. robertsii
con lufenuron mostraron efectos aditivos, incrementan la
eficiencia de control de las ninfas de N. viridula.
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Tabla 6. Mortalidad acumulada corregida (%= SE) y mortalidad confirmada (%) de ninfas de Nezara viridula de tercer instar después del tratamiento
con diferentes concentraciones de Metarhizium robertsii, lufenuron a dosis bajas 50 EC y combinaciones de M. robertsii y lufenuron en laboratorio.

corregida acumulada (%= EP)' Mortalidad
Tratamiento confirmada
1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia (%)?
Testigo 0,0+0,0a 00+00a 00+00a 00+£00a 00+00a 00+00a 00+00a 00+00a 00+00a 0,0+0,0a
M. robertsii 1x10* 0,0£0,0a 00+0,0a 00+00a 00+00a 00+00a 33+27a 33+27a 33+£27a 33+27a 133+27b 0,00
M. robertsii 1x10° 00+£0,0a 33+27a 33+27a 33+27a 66+27a 66+27a 66+27a 66+27a 6,6+27a 133+27b 50,00
M. robertsii 1x10° 00+00a 00+00a 00+00a 00+00a 33+27a 33+27a 33+27a 100+0,0a 10,0+0,0a 16,6+2,7b 60,00
M. robertsii 1x107 0,0+0,0a 00+£00a 00+00a 00+00a 33+27a 10,0+81la 20,0+12,4a 233+151a 26,6+178a 433+16,5¢ 38,46
M. robertsii 1108 00+00a 33+27a 66+54a 66+54a 20,0+47a 260+27a 400+47b 533+151b 733+100c 833+72d 64,00
M. robertsii 1x10° 0,0+0,0a 00+£00a 6,6+27a 10,0+£4,7a 20,0+81a 20,0+8la 666+27b 80,0+47b 100,0+0,0 ¢ 100,0 £0,0d 83,33
lufenuron 1,25 mLia/L 0,0+0,0a 33+27a 33+27a 33+27a 33+27a 33+27a 100+00a 10,0+00a 200+47a 233+54Db
Sii -+
M. robertsit IXI0™+ L 000 33+27a 33+27a 33%27a 66+27a 66+27a 100+47a 133+72a 333427 b 400+47c 833
lufenuron 1,25 mL i.a/L
" .
M. robertsii 1x10 00£00a 00+00a 33+27a 66+54a 166+72a 166+72a 366=72b 366+72b 433 £54b 633+72d 21,05

lufenuron 1,25 mL i.a/L

"Porcentaje medio de mortalidad acumulada corregida por Abbott. *Porcentaje de mortalidad confirmada. Datos transformados por raiz x+1. Valores prome-
dio seguidos de la misma letra en la columna no difieren por la Prueba de Scott-Knott al 5 % de probabilidad.
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