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Resumen: La implementacion de métodos de control basadas en microorganismos tiene
como objetivo reducir el dafio que producen tanto las plagas como los plaguicidas sintéticos.
Sin embargo, la interaccion entre métodos biorracionales y convencionales puede causar una
disminucion reciproca de su eficacia. Hay reportes sobre reducciones en la patogenicidad de
cepas de Beauveria bassiana 'y sobre la alteracion en la microbiota intestinal de algunos insec-
tos causados por plaguicidas. Esto es importante para el caso de las moscas de la fruta porque B.
bassiana se usa para su control y porque la microbiota intestinal esté relacionada con la calidad
de machos criados para control autocida. El objetivo del presente trabajo fue analizar la toxi-
cidad del herbicida glifosato y diversos insecticidas sobre microorganismos empleados en el
control de la mosca de la fruta, Anastrepha obliqua: (1) el hongo entomopatogeno Beauveria
bassiana y (2) la microbiota intestinal de machos de A. obliqua. Se observo que ninguno de
los plaguicidas bajo estudio produjo efectos toxicos agudos en los microorganismos evaluados.
Aunque estos resultados indican que es factible la integracion de estos microorganismos en las
condiciones actuales de uso de glifosato y de los insecticidas evaluados, la interaccion con otras
variables ambientales requiere que estos hallazgos se complementen con estudios de campo.

Palabras clave: control bioldgico, herbicida, insecticida, microorganismos, mosca de la fru-
ta, tefritidos.

Abstract: The implementation of microorganism-based control methods aims to ameliorate
the harm caused by pests while simultaneously reducing the unwanted effects caused by
synthetic pesticides. However, the interaction between biorational and conventional meth-
ods might cause a reciprocal reduction in the efficacy of both methods. Some studies report
that pesticides may cause reductions in the pathogenicity of Beauveria bassiana strains and
changes in the gut microbiome of some insect species. This is important because B. bassiana
is used for fruit fly control, and gut microbiome is known to influence the quality of males
reared for autocidal control. The aim of this work was to analyze the toxicity of the herbi-
cide glyphosate and some insecticides on microorganisms used in the control of the fruit fly,
Anastrepha obliqua: (1) the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana, and (2) the gut
microbiome of males of 4. obliqua. The results showed that none of the pesticides caused
acute toxicity on the evaluated microorganisms. Even though these results suggest that inte-
grating these microorganisms under the current usage of the evaluated pesticides here is feasi-
ble, it is relevant to acknowledge that many other environmental variables might be involved.
Therefore, field studies are required to complement the findings of this study.

Keywords: Biological control, fruit fly, herbicide, insecticide, microorganisms, tephritids.

Introduccion

El control de moscas de la fruta contintia siendo un reto que requiere de un enfoque
multisistémico que considere las condiciones globales (climaticas, sociales, econo-
micas y ambientales) que ejercen presion continua y que alteran la sustentabilidad
de los agroecosistemas. Esta problematica hace imperativa la integracion de nuevas
tecnologias y/o estrategias que tengan un menor impacto ambiental que los métodos
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usados actualmente para combatirlas. Es por ello que se es-
tan desarrollando nuevas estrategias que sean mas “amigables
con el medio ambiente”, debido a que utilizan a microorga-
nismos entomopatdgenos o subproductos derivados (Heimpel
& Mills, 2017), en lugar de aplicar plaguicidas obtenidos me-
diante procesos de sintesis.

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno usado
efectivamente para el control de moscas de la fruta, tal como
se ha mostrado en diversos estudios (De La Rosa et al., 2002;
Dimbi et al., 2003; Marri et al., 2018; Montoya et al., 2020;
Toledo et al., 2006). La aplicacion de los bioinsecticidas es
similar a la de los insecticidas convencionales (Hezakiel et al.,
2023; Tijjani et al., 2016), lo que facilitaria su adopcioén por
parte de los productores agricolas para el control de moscas
de la fruta. El primer paso es (1) hacer aplicaciones de una
suspension del hongo sobre el cultivo para que haga contacto
con la plaga y se infecte para transmitir la infeccion hacia
otros miembros de su especie antes de morir (transmision ho-
rizontal), (2) usar dispositivos (por ejemplo, tubos que permi-
ten el ingreso y la salida del insecto) que contienen el hongo
y un compuesto para atraer a la plaga, la cual se infecta, trans-
mite la enfermedad y muere (Gregg et al., 2018; Vega et al.,
1995); este ultimo método reduce el contacto del hongo con
organismos no blanco.

Los microorganismos intestinales también son simbiontes
que pueden manipularse con fines de control bioldgico debido
a su importancia en la homeostasis de insectos (Behar et al.,
2008; Dillon & Dillon, 2003; Raza et al., 2020). Su aplicacion
en el control de moscas de la fruta radica en su uso para incre-
mentar el vigor de los insectos criados en cautiverio, para que
sean mas competitivos cuando se liberen al aplicar la técnica
del insecto estéril (Khaeso et al., 2018; Yuval et al., 2013).
Utilizando una dieta enriquecida con bacterias intestinales
benéficas, como las pertenecientes al género Lactobacillus
(Deutscher et al., 2019; Shuttleworth et al., 2019), se puede
mejorar el desempefio de los machos estériles, e incluso in-
crementar la competitividad sexual de los machos comparada
con los de su contraparte silvestre.

El uso de métodos basados en B. bassiana y/o en bacte-
rias intestinales contribuiria al uso de plaguicidas sintéticos
en favor del control bioldgico, ya que tienen efecto reduci-
do en polinizadores, los cuales contribuyen al incremento en
el rendimiento de diversos cultivos (Tamburini et al., 2019).
Durante este proceso necesariamente tiene que ocurrir la inte-
raccion entre plaguicidas sintéticos y los agentes de control bio-
logico, potencialmente reduciendo la eficacia de estos ultimos.
Por ejemplo, estudios realizados con el hongo entomopatdge-
no B. bassiana revelan que algunos plaguicidas pueden reducir
su viabilidad como agente de control de insectos (Anderson &
Roberts, 1983; Celar & Kos, 2016; Lopez-Manzanares et al.,
2022). En este contexto es necesario realizar evaluaciones de
compatibilidad (Alizadeh et al., 2007). Estos autores demos-
traron que el neonicotinoide imidacloprid es compatible con
B. bassiana, pero no fue asi con flufenoxuron, una bencilurea.
El herbicida glifosato, ampliamente usado para el control de
malezas, ha mostrado tener efecto inhibitorio sobre diversos
hongos entomopatogenos, incluyendo B. bassiana (Mor-
jan et al., 2002; Tkaczuk & Majchrowska-Safaryan, 2019).
Del mismo modo, diversos insecticidas han mostrado su efec-
to negativo sobre multitud de bacterias de suelo, agua y del in-
testino de algunos insectos (Gressel, 2018; Regar et al., 2019;
Zhang et al., 2021). Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar, en condiciones de laboratorio, el efecto

del herbicida glifosato y de algunos insecticidas sobre el
hongo entomopatégeno B. bassiana, usado para el control
de moscas de la fruta, y en cepas de bacterias intestinales de
machos de 4. obliqua.

Materiales y métodos

Lugar y material biologico

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de ecotoxico-
logia de abejas de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR),
en la ciudad de Tapachula, Chiapas, México, entre agosto a oc-
tubre de 2021. Los microorganismos y plaguicidas evaluados
se enlistan en las Tablas 1 y 2. La cepa del hongo B. bassiana
se obtuvo por donacién de Jorge Toledo Arreola (ECOSUR),
quien realiza investigaciones sobre el uso de este hongo para
el control de moscas de la fruta. Las 19 cepas de bacterias in-
testinales fueron proporcionadas por Pablo Liedo (ECOSUR),
quien realiza investigaciones para mejoramiento de la cria ma-
siva de insectos para su uso en las técnicas de insecto estéril.

Pruebas de susceptibilidad

El hongo B. bassiana se cultivo en medio solido papa dextro-
sa agar (PDA) enriquecido con extracto de levadura (segun lo
indicado por el fabricante MCD Lab, México), y adicionado
con el antibidtico oxitetraciclina (50 mg/L) y el fungicida ti-
abendazol (0,001 g/L) para inhibir el crecimiento de bacte-
rias y otros hongos contaminantes (Fernandes et al., 2010).
Para determinar la susceptibilidad de B. bassiana se tomd un
corte de 5 mm de diametro del cultivo y se colocé en una
placa Petri que contenia PDA adicionado con glifosato o con
otros plaguicidas usados para el control de moscas de la fruta
(GF-120, Malation, Palgus) a dos concentraciones (Tabla 1),
como lo describe Celar y Kos (2016). Se usé medio PDA sin
ningln aditivo como control negativo (control “agua”) y tia-
bendazol como control positivo. Se determino el desarrollo
del hongo a las 96 h de incubacion midiendo el didmetro del
indculo. Las concentraciones utilizadas en todos los plaguici-
das se calcularon con base en los gramos del ingrediente acti-
vo por hectarea que sugieren los fabricantes para el control de
moscas de la fruta. Las bacterias intestinales se reactivaron en
caldo nutritivo (MCD Lab, México), a las 24 h se cultivaron
en medio so6lido Man, Rogosa y Sharpe (medio MRS, MCD
Lab, México) y se expusieron a dos concentraciones (una que
corresponde a la DL50 para Apis mellifera L. (Hymenoptera:
Apidae) segtn el ingrediente activo de la formulacion y otra
que correspondio a 50 veces dicha concentracion) de glifosa-
to y de los insecticidas GF-120, Malation, Palgus, Abamec-
tina, Nuprid y Deltametrina, mediante la difusion de discos
impregnados (Reller et al., 2009). Se us6 agua como control
negativo y el antibiodtico oxitetraciclina a 50 mg/L como con-
trol positivo (Tabla 2). Se midio el halo de inhibicion a las 48
h. En total se hicieron 5 réplicas por cada plaguicida y con-
trol (positivo y negativo) a cada concentracion, tanto para B.
bassiana como para las bacterias, mediante un disefio com-
pletamente aleatorizado.

Analisis de datos

El tamafio de la colonia de B. bassiana se compar6 en cada
una de las placas Petri con plaguicida con las placas sin aditi-
vo y con tiabendazol y se hizo el siguiente calculo:

o ti

- agua — tiabendazol




Revista Colombiana de Entomologia 2024, 50 (2): €12982 « Daniel Sanchez et al.

3/5

Donde TI = tasa de inhibicion, “tf” = tamafo final del
indculo, “ti” = tamafio inicial del inoculo, “agua” = tamafio
indculo en tratamiento con agua, “tiabendazol” = tamafio in6-
culo en tratamiento con tiabendazol a la concentracion 1X
(Tabla 1). En el caso de la inhibicion del desarrollo de las bac-
terias se sustrajo el diametro de la circunferencia de inhibi-
cion de los discos impregnados con agua y oxitetraciclina de
los causados por los plaguicidas; en caso de que los didmetros
son iguales, se considera que no hubo inhibicion (Tabla 2).

Resultados y discusion

Estudios han mostrado que algunos plaguicidas sintéticos
pueden reducir la efectividad de métodos de control bioldgi-
co basados en microorganismos (Chen et al., 2021; Khun et
al., 2021). En este estudio se investigd si los microorganis-
mos aplicados bajo dos modalidades, una basada en el uso
del entomopatogeno B. bassiana y otra en el uso de microor-
ganismos intestinales, fueron afectados negativamente por
plaguicidas. De los plaguicidas evaluados ninguno provocd
efectos negativos que limitara el crecimiento de los indculos
de B. bassiana, a pesar de que se uso la dosis que se esta apli-
cando en campo y otra 20 veces mayor (Tabla 1).

En las pruebas de laboratorio no se observo inhibicion del
desarrollo de las bacterias intestinales por glifosato ni por los
demas insecticidas (Tabla 2). Todas las cepas intestinales, ex-
cepto dos, sufrieron inhibicion en su desarrollo cuando fueron
tratadas con oxitetraciclina.

Tabla 1. Tasa de inhibicion de glifosato y otros plaguicidas sobre el
crecimiento de Beauveria bassiana. A menor valor, menor desa-
rrollo de la colonia; un valor de cero indicé una inhibicion total.
1X = concentracion recomendada para el control de moscas de la fruta
(columna 2); 20X = veinte veces dicha concentracion. El diametro
inicial del inoculo fue de 5 mm en todos los casos. En el caso de ti-
abendazol la concentracion 1X es la recomendada para el control de
Colletotrichum gloeosporioides.

Plaguicida Concentrixci(m ) I,)izimetro Ta§a de inhibicién
(gr/m?) inéculo (mm) tiabendazol 1x
Glifosato 1X 0,192 11 1,50
Glifosato 20X 3,84 10 1,25
GF-120 1X 0,0000192 10 1,25
GF-120 20X 0,000384 11 1,50
Malation 1X 0,02 10 1,25
Malation 20X 0,4 12 1,75
Palgus 1X 0,0012 10 1,25
Palgus 20X 0,024 11 1,50
Tiabendazol 1X 0,07 7 0,50
Tiabendazol 20X 1,4 5 0,00
Agua - 11 1,50

Tabla 2. Inhibicion del crecimiento de diversas cepas de bacterias por glifosato y otros plaguicidas. 1X corresponde a la DL50 para Apis mellifera;
50X a 50 veces dicha concentracion (columna 1 y 2). X = no se observo inhibicion; I = se observo inhibicion de al menos 3 mm.

Concentracion Codigo de la bacteria (Lactobacillus spp.)
Plaguicida ug/5ul 5§ 3 37 KP 51 31 25 43 34 CF 46 PR 40 50 BM 2 38 45 23
GF-120 1X 0,0029 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
GF-120 50X 0,145 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Abamectina 1X 0,23 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Abamectina 50X 11,5 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Palgus 1X 0,025 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Palgus 50X 1,25 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Glifosato 1X 273,93 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Glifosato 50X 13696,5 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Malation 1X 1,55 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Malatién 50X 77,5 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Nuprid 1X 0,078 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Nuprid 50X 39 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Deltametrina 1X 0,07 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Deltametrina 50X 3,5 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Oxitetraciclina 50 mg/L I I I I I I I I I X I X I I I 1 I I I
Agua - X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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De acuerdo con los resultados observados los microorga-
nismos evaluados no son sensibles de manera aguda al glifo-
sato ni a ninguno de los insecticidas que fueron investigados.
Esto indic6 de manera preliminar que tanto el hongo entomo-
patégeno B. bassiana como los microorganismos intestinales
no sufriran una reduccion en su eficiencia por la presencia en
el ambiente, incluso si se contintan aplicando alguno de estos
plaguicidas.

El efecto de plaguicidas sobre los microorganismos se
pueden agrupar en los que generan un efecto negativo en su
desarrollo (Al-Ani et al., 2019), los que no ocasionan ningun
efecto y los que inducen tolerancia a plaguicidas (Shahid &
Khan, 2022). De hecho un mismo plaguicida puede tener di-
ferentes efectos en diferentes microorganismos (De Lorenzo
et al., 2001); en algunos casos la resistencia a plaguicidas
observada en algunos microorganismos llega a tal nivel que
estos pueden usarse para biorremediacion de suelos altamente
contaminados con plaguicidas (Randika et al., 2022).

En esta investigacion se realizaron pruebas para determi-
nar la toxicidad aguda, y no se observaron efectos negativos,
por lo que se abre la posibilidad de estudiar el que algunos
de los microorganismos evaluados (1) tengan la capacidad
de degradar plaguicidas, (2) sean insensibles/tolerantes a los
xenobidticos evaluados (3) se afecte la viabilidad, la patoge-
nicidad, la esporulaciéon de B. bassiana y la competitividad
sexual de machos que son alimentados con las bacterias intes-
tinales, debido a esto no se considerd en el presente trabajo.
Por ello, el siguiente paso sera realizar pruebas con la pato-
genicidad residual del hongo expuesto a glifosato y a los de-
mas plaguicidas, ya que es posible que, aunque haya mostrado
un desarrollo similar al del control negativo, su capacidad de
provocar enfermedad haya sido afectada. Al igual que en el
caso de B. bassiana, no se observo inhibicion por glifosato
ni por los demas insecticidas en las pruebas de laboratorio en
microorganismos de la microbiota intestinal. Se sugiere in-
vestigar si las dosis subletales evaluadas afectan la microbiota
de las moscas en experimentos in vivo, para confirmar la su-
pervivencia de la cria en condiciones de laboratorio.

Conclusiones

Bajo las condiciones en que se realizo la presente investiga-
cion no se encontrd un efecto negativo de los plaguicidas so-
bre el desarrollo de los microorganismos evaluados.

Aunque es factible la integracion de la cepa de B. bassiana
evaluada con los simbiontes intestinales en las condiciones
actuales, se sugiere realizar investigaciones en condiciones de
campo.
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