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RESUMEN

Las chinches fitofagas limitan el rendimiento y la calidad de granos en soja. Los
biocontroladores no reducen sus poblaciones a niveles aceptables, requiriendo de la
complementacion con agroquimicos. El uso de insecticidas selectivos, cuya
informacion es limitada en el pais, permitiria conservar la fauna benéfica y
contribuiria a la sustentabilidad de dicho agro-ecosistema. Se evaluaron mezcla de
neonicotinoides y piretroides, imidacloprid+carbaril, tiametoxan+spirotetramat,
neonicotinoides y triclorfon en relacion a: la eficacia de control de chinches en soja y
el impacto sobre artrépodos predadores (a campo), la toxicidad, en campo y
laboratorio, para larvas de Telenomus podisi (Ashmead) desarrollandose en huevos
de Piezodorus gquildinii (Westwood) y la compatibilidad in vitro, con los
entomopatogenos Beauveria bassiana (ILB 204) y Lecanicillium attenuatum (ILB
257). La eficacia de control e impacto sobre predadores se evaluaron durante dos
afios (2012 y 2013) en ensayos parcelarios, determinando el nimero de chinches
fitéfagas y predadores, previo a la aplicacion de insecticidas y hasta 18 dias
posteriores. En laboratorio, la toxicidad de insecticidas sobre T. podisi se evalud
como porcentaje de emergencia de adultos de posturas de P. guildinii parasitadas,
que fueron sumergidas durante 5 segundos en soluciones con los insecticidas o agua
destilada. A campo, previo a la aplicacién de insecticidas, se dispusieron posturas
parasitadas en vainas de soja durante 24 horas y luego de se llevaron a laboratorio
hasta su emergencia. La compatibilidad con los entomopatégenos se evalué mediante
el crecimiento miceliar y la produccién de conidios de ambas cepas creciendo en
medio sélido con el agregado de los insecticidas. Tiametoxan+lamdacialotrina
presentd la mayor eficacia de control de chinches y afecté negativamente a los
predadores. En laboratorio, la emergencia de T. podisi fue afectada por las mezclas
de neonicotinoides y piretroides, triclorfon y imidacloprid+carbaril. A campo, ningin
insecticida afectd a los parasitoides. Siguiendo el modelo “T” (Alves et al. 1998b),
tiametoxan+lambdacialotrina, imidacloprid+betacyflutrina, tiametoxan y triclorfon,
en las dosis comerciales, resultaron compatibles con las cepas evaluadas.
Palabras clave: Piezodorus guildinii, Telenomus podisi, MIP, Beauveria bassiana,

Lecanicillium attenuatum.
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FFECTIVENESS OF INSECTICIDES IN THE CONTROL OF STINK
BUGS IN SOYBEAN AND IMPACT ON BENEFICIAL ORGANISMS

SUMMARY

Phytophagous stink bugs limit the yield and grain quality in soybeans. Biocontrol
agents fail to reduce their populations to acceptable levels, requiring supplementation
with insecticides is required. Use of selective insecticides, whose information is
limited in Uruguay, would preserve the beneficial fauna and contribute to the
sustainability of soybean agro-ecosystem. Mixtures of neonicotinoids plus piretroids,
imidacloprid+carbaryl, thiamethoxan+spirotetramat, neonicotinoids and trichlorfon
were evaluated in terms of: control effectiveness for stink bugs in soybeans and their
impact on predatory arthropods (at field), Toxicity to Telenomus podisi (Ashmead)
larvae developing in Piezodorus guildinii (Westwood) eggs, at field and laboratory
conditions and In vitro compatibility with the entomopathogenic fungi Beauveria
bassiana (ILB 204) and Lecanicillium attenuatum (ILB 257). Control effectiveness
and impact on predators were evaluated for two years (2012 and 2013) at plot field
trials up to18 days. Insecticides toxicity on T. podisi was evaluated as percentage of
adult emergence of parasitized P. guildinii eggs, previously immersed for 5 seconds
in insecticides solutions or distilled water. In the field, prior to application of
insecticides, previously parasitized eggs were laid in pods during 24 hours and taken
back to the laboratory to determine emergence percentage. Entomopathogenic fungi
compatibility was evaluated on the mycelial growth and conidia production of both
strains growing on solid medium added with insecticides. Thiamethoxam+lambda-
cyhalothrin presented the highest control efficacy and negatively affected the
predators. In the laboratory, T. podisi emergence was lower in mixtures of
neonicotinoids and pyrethroids, trichlorfon and imidacloprid+carbaryl treatments
than in the control. At field, no insecticide affected the parasitoids emergence.
Following the "T" model proposed by Alves et al. (1998b), thiamethoxam+lambda-
cyhalothrin, imidacloprid+betacyflutrina, thiamethoxam and trichlorfon, at the
commercial doses, were compatible with the strains studied.

Keywords: Piezodorus guildinii, Telenomus podisi, IPM, Beauveria bassiana,
Lecanicillium attenuatum

Vil



1. INTRODUCCION

La soja (Glycine max) (L.) Merrill es el séptimo cultivo en términos de
produccién mundial (FAOSTAT, 2013), proporcionando la mitad de la demanda
mundial de aceite vegetal y proteina (Oerke y Dehne, 2004). La produccion de la
misma, en sistemas de siembra directa, es altamente dependiente de agroinsumos, lo
que histéricamente ha generado preocupacion acerca de su impacto ambiental
(Gudynas, 2008; Pengue, 2005; Fearnside, 2001; van den Bosch, 1978). Al tiempo
que el empleo de agroquimicos crece a nivel mundial, también aumenta la demanda
de productos mas selectivos y con menor impacto sobre el ambiente (Thomson y
Hoffmann, 2007).

Con una produccion de 2.765.000 toneladas durante el periodo 2012/2013
(MGAP-DIEA, 2014), el pais ocupa el octavo lugar de productores del mundo
(FAOSTAT, 2013) siendo el principal destino de esta produccién la exportacion de
grano sin procesar hacia China y la Union Europea (Arbeletche et al., 2008). El area
sembrada de este cultivo crecié sostenidamente en los ultimos quince afios,
constituyendo durante el Gltimo periodo informado por DIEA (1.050.000 hectareas
en el periodo 2012/2013, MGAP-DIEA, 2014) aproximadamente el 75% del total del
area de cultivos de verano. Este incremento de la superficie sembrada ha sido
acompariado de un reemplazo del sistema mixto tradicional (agricultura-pasturas) por
agricultura continua en grandes extensiones. En contraste con el incremento del area
sembrada, los rendimientos nacionales no han crecido sustantivamente, manteniendo
un elevado nivel de variacion entre afios (Pérez et al., 2011), ubicandose en un
promedio de 2634 kg/ha, 316 kg por encima del promedio alcanzado durante el
periodo 2002/2003 (MGAP-DIEA 2005 y 2014). Una de las consecuencias de la
expansion de este cultivo ha sido el incremento en la cantidad de insecticidas

empleados (Bruno, 2007).
1.1. PRINCIPALES PLAGAS DE LA SOJA

Entre las limitantes para lograr un aumento de la productividad del cultivo de

soja se encuentran las plagas que, en condiciones favorables para su desarrollo,



pueden causar grandes pérdidas de rendimiento de granos. En Uruguay, el cultivo es
afectado principalmente por diversos lepidopteros, entre los cuales se encuentran
Anticarsia gemmatalis (Hubner), Rachiplusia nu (Guenée), Chrysodexis includens
(Walker), Crocidosema aporema (Walsingham), trips como Caliothrips phaseoli
(Hood) y Frankliniella occidentalis (Perg.), acaros Tetranychus urticae (Koch) y un
complejo de chinches fitéfagas que afectan al cultivo en varios estados de desarrollo
(Bentancourt y Scatoni, 2010). Desde hace tres afios la presencia de Helicoverpa
gelotopeon (Dyar) en poblaciones por encima del umbral econémico ha sido motivo
de aplicacién de insecticidas durante el periodo vegetativo y principalmente durante
el periodo reproductivo (Alvarez y Abbate, 2013) y, recientemente, se ha confirmado
la presencia de Helicoverpa armigera en el pais (Castiglioni et al., “de proxima

aparicion”).

1.1.1. El complejo de chinches fit6fagas

Las chinches fitofagas, especialmente las pertenecientes a la familia
Pentatomidae (Hemiptera: Pentatomidae), son consideradas dentro de las principales
plagas dela soja en diversas partes del mundo (Panizzi y Slansky, 1985; Vicentini y
Jiménez, 1977; Turnipseed y Kogan, 1976) ocasionando pérdidas de rendimiento y
disminucion en la calidad y el potencial de germinacion de granos (Sosa Gémez y
Moscardi, 1995; Brier, 1993; McPherson et al., 1979; Todd y Turnipseed, 1974).
Todas las regiones productoras de soja en el mundo estan asociadas con al menos
una especie de chinche econémicamente dafiina (Todd y Herzog, 1980). Los granos
de soja dafiados por chinches pueden recibir un menor precio debido a sanciones por
los importadores (Chyen et al.,, 1992) o pueden ser directamente rechazados
(McPherson et al., 1994).

En Uruguay, el complejo de chinches fitéfagas representa uno de los mayores
problemas sanitarios de este cultivo, requiriendo todos los afios una 0 mas
aplicaciones de insecticidas. Las especies presentes en el pais, en orden decreciente

de importancia por su abundancia y dafios que ocasionan son: Piezodorus guilidnii



(Westwood), Nezara viridula (Linnaeus), Dichelops furcatus (Fabricius) y Edessa
meditabunda (Fabricus) (Zerbino, 2010; Ribeiro et al., 2009).

1.1.1.1. Dafios e importancia econémica

Los dafos que provocan los pentatdmidos afectan directamente la productividad
del cultivo, ocasionando pérdidas de rendimiento y disminucion en la calidad y el
potencial de germinacion de granos (Brier, 1993; McPherson et al., 1979; Panizzi et
al., 1979; Vicentini y Jiménez, 1977; Todd y Turnipseed, 1974; Daugherty et al.,
1964). Estos insectos se alimentan perforando los tejidos de las plantas con sus
estiletes mandibulares y maxilares, removiendo los nutrientes principalmente desde
el floema, e inyectan enzimas digestivas que disuelven las paredes celulares,
removiendo el contenido celular y destruyendo algunas células (Panizzi et al., 2000).
Las chinches son atraidas principalmente por los estados reproductivos de la soja y
otras leguminosas y prefieren alimentarse de los granos de las vainas (McPherson y
McPherson, 2000).

La magnitud de los dafios causados por el complejo de pentatomidos varia de
acuerdo al estado fenoldgico de la planta, el potencial de dafio de cada especie, la
susceptibilidad del genotipo de soja y la época de siembra (Corréa Ferreira, 2005;
Corréa Ferreira y Azevedo, 2002; Sosa Gémez y Moscardi, 1995; Panizzi et al.,
1979). Ademas, la intensidad del dafio causado estd directamente relacionada al
tamafio de la poblacion (McPherson, 1996; McPherson et al., 1993; Panizzi et al.,
1979) y al tiempo de exposicion a la infestacion (Dipieri y Panizzi, 2011; Corréa
Ferreira y Azevedo, 2002; Boethel et al., 2000). En relacion a la especie, P. guildinii
es la que causa mayores dafios en soja en América del Sur (Corréa Ferreira y
Azevedo, 2002; Vicentini y Jiménez, 1977).

Durante la floracion y formacién de granos en soja, las chinches inducen el
aborto de flores y semillas y la abscision de vainas; posteriormente durante el llenado
de granos, disminuyen el tamafio y peso de granos (Corréa Ferreira y Azevedo, 2002;
Panizzi y Slansky, 1985; McPhersonet al., 1979; Panizzi et al., 1979; Todd y
Tunipseed, 1974), pudiendo causar atrofia o vaciamiento parcial o total de los
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mismos (Galileo y Heinrichs, 1978). Ademaés, disminuyen el vigor y poder
germinativo de la semilla y la calidad del grano se ve afectada por una disminucion
en el contenido de aceite y aumento en el contenido de proteinas (Sosa Gomez y
Moscardi, 1995; Todd y Turnipseed 1974). Todd et al. (1973) observaron un
deterioro en la calidad del aceite proveniente de granos dafiados por chinches, que
incrementaron en forma relativa su contenido en &cidos linoléico, palmitico y

estearico y un decremento proporcional de acido linolénico.

Durante el proceso de alimentacion pueden ocurrir, ademas, dafios indirectos
debido a la transmision de enfermedades como la porducida por el hongo
Nematospora coryli Peglion (Panizzi y Slansky, 1985) y de otras enfermedades
fangicas y bacterianas (Russin et al., 1988; Panizzi et al., 1979; Vicentini y Jiménez,
1977). Russin et al. (1988), por su parte, encontraron una asociacion entre la

incidencia de Fusarium spp. y el dafio por chinches.

La retencion foliar, conocida como “soja loca”, en la que las vainas maduran
pero las hojas permanecen verdes dificultando la cosecha (Boethel et al., 2000) es
otra consecuencia de los dafios causados por estos insectos (Daugherty et al., 1964) y

P. guildinii es la especie mas asociada a este dafio (Sosa Gémez y Moscardi, 1995).

Debido a que tanto las ninfas en estadios avanzados de desarrollo como los
adultos son fitdfagos, el potencial de dafios es elevado. Las ninfas de cuarto y quinto
estadio de Nezara viridula (L.), Euschistus servus (Say) y P. guldinii son capaces de
producir dafios significativos, siendo los provocados por este Gltimo estadio similares
a los provocados por los adultos (McPherson et al., 1979). Ademas, presentan ciclos
de vida relativamente largos; el estado inmaduro puede alcanzar los 35-45 dias y el

de adulto hasta dos meses en verano (Aragon y Flores, 2006).
1.1.1.2. Piezodorus guildinii (chinche verde pequefia)

Piezodosus guildinii es un insecto de origen neotropical que se encuentra desde
Argentina hasta el sur de Estados Unidos (Panizzi y Slansky, 1985). Constituye una

importante plaga de soja tanto en América del Sur como en los estados del sur de
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Estados Unidos (Temple, 2011; Aragon y Flores, 2006). Se alimenta de un amplio
rango de plantas cultivadas y silvestres, pero prefiere las leguminosas, siendo capaz
de causar dafios economicos en soja, alfalfa, lotus y otras leguminosas (Alzugaray y
Ribero, 2000; Panizzi y Slansky 1985). En América del Sur la chinche verde pequefia

presenta cinco generaciones por afio (Panizzi y Slansky 1985).

En Uruguay P. guildinii es la chinche que con mayor frecuencia se encuentra en
los cultivos de soja (Ribeiro et al., 2009; Zerbino y Alzugaray, 2003). La
coexistencia de esta oleaginosa con praderas plurianuales de fabaceas en los sistemas
de produccién del litoral oeste uruguayo representa una fuente continua de alimento
para estos insectos que se alimentan principalmente de semillas y frutos inmaduros
de leguminosas. Ribeiro y Castiglioni (2009) y Ribeiro et al. (2009) comprobaron
que las poblaciones de P. guildinii permanecen en los cultivos de alfalfa o lotus hasta
que en soja comienzan a formarse los primeros granos (R3). Esta especie, ademas, no
es controlada eficientemente por enemigos naturales (Ribeiro y Castiglioni, 2008).
La combinacidn de estos dos aspectos puede ser la explicacion de la abundancia de
P. guildinii en los sistemas agricola- pastoriles uruguayos. Las altas poblaciones y
los bajos umbrales de dafio que se utilizan para su control determinan que todos los
afios se requieran entre una y dos aplicaciones de insecticidas para su control
(Castiglioni, 2004).

En Argentina, segun Vicentini y Jiménez (1977), P. guildinii es la chinche que
presenta mayor capacidad de causar dafio a la soja. Resultados similares fueron
encontrados en Brasil por Corréa Ferreira y Azevedo (2002) y Santos (2003), quienes
confirmaron el mayor potencial de P. guildinii para deteriorar la calidad de semilla

de soja, en comparacion con las especies N. viridula y E. heros.
1.1.1.3. Métodos de muestreo

La red entomoldgica y el pafio horizontal (Boyer y Dumas, 1969) se utilizaron
tradicionalmente para muestrear la abundancia de chinches en soja (Todd y Herzog
1980). Ambos métodos resultaron adecuados para cuantificar el nivel de poblacién

de las chinches en el campo (Kamminga, 2008). ElI muestreo con red entomologica



consiste en contar la cantidad de individuos que se recolectan luego de 25 golpes de
red y el muestreo con pafio horizonal consiste en golpear las plantas contenidas en
ambos surcos laterales sobre un pafio de un metro de longitud que se coloca en la
entre-fila. Posteriormente, con los cambios tecnoldgicos ocurridos en el sistema
productivo (cambio de cultivares, siembra directa y espaciamiento entre lineas) se
recomendd el pafio vertical (Drees y Rice, 1985), que resulté méas eficiente que el
método anterior (Stlrmer et al., 2012). Comparaciones realizadas de los diferentes
métodos relativos de muestro: pafio horizontal, pafio vertical y red entomoldgica,
cotejados con un método de muestreo de densidad absoluta en soja, demostraron que
el pafio vertical es la técnica de muestreo mas eficiente y precisa para el muestreo de
lepidopteros, hemipteros fitofagos y predadores que habitan el follaje del cultivo de
soja en siembra directa y con menor espaciamiento (menor o igual a 0,52 m) (Guedes
et al., 2006; Gamundi, 1995).

1.1.1.4. Umbrales de accion para el control quimico

La presencia de las chinches en el cultivo de soja esta directamente relacionada
con la aparicion de las vainas, momento en que salen de diapausa o migran hacia la
soja desde hospederos alternativos, incrementando progresivamente la densidad
durante la fase reproductiva, aunque en ciertos casos pueden colonizar el cultivo
hacia fines de la etapa vegetativa e inicios de floracion (Corréa Ferreira y Panizzi,
1999). El periodo de mayor sensibilidad de la soja abarca el inicio del fructificacion
y el punto de m&xima acumulacion de materia seca en el grano (Panizzi et al., 2000;
Gazzoni, 1998; Brier y Rogers, 1991; Schumann y Todd, 1982; Vicentini y Jiménez,
1977).

La decisiéon del momento adecuado de control quimico de chinches, al igual que
el de otras plagas, se basa en el Nivel de dafio econémico (NDE) y el Umbral de
dafio econdémico (UDE) propuestas por Stern et al. (1959). Segun este autor, el NDE
es "la densidad poblacional minima que puede causar dafio econémico”, siendo el
dafio econdmico la cantidad de perjuicio que justificaria el costo de medidas

artificiales de control. Southwood y Norton (1973) propusieron una ecuacion



matematica que clarifica este concepto C(a) = Y[s(a)] x P[s(a)] - Y(s) x P(s) donde:
Y = rendimiento, P = precio por unidad de rendimiento, s = nivel del dafio por la
plaga, a = accién de control [s(a)] es el nivel de dafio en cuanto es modificado por la

accion de control y C = costo de la accién de control.

El Umbral de dafio econdmico fue definido como "la densidad de poblacién a la
cual debe ser iniciada determinada accion de control para impedir que una creciente
poblacién de la plaga alcance un nivel de dafio econdmico” (Stern et al., 1959). Este
indice depende del NDE, la fenologia de la planta, el estado de desarrollo, la tasa de
crecimiento y del dafio da la plaga y de las demoras de tiempo asociadas a la practica
de control (disponibilidad de maquinaria). Algunos autores utilizaran los términos de
Umbral de Accion (UA), Nivel de Accion (NA) y Umbral de Control o Tratamiento,
en reemplazo del UDE (Pedigo et al., 1986; Cancelado y Radcliffe, 1979).

En soja, los umbrales que se utilizan para decidir el control de chinches son muy
bajos (lannone, 2005) ya que éstas causan dafio econémico aun a bajas densidades
(Zerbino, 2010) afectando directamente el rendimiento. Los umbrales utilizados
dependen, entre otros factores, de la especie de chinche, su estado de desarrollo y el
estado fenoldgico de la soja. En relacion al potencial de dafio segln el estado de
desarrollo, el primer estadio de P. guildinii permanece en grupos cerca del sitio de
oviposicion sin alimentarse (Panizzi y Slansky, 1985). Estudios realizados en N.
viridula han demostrado que el primer estadio no se alimenta y el nimero de
picaduras de las ninfas de cuarto y quinto estadio es similar al de los adultos
(Bowling, 1980). En funcidn de esta capacidad de perjuicio, los NDE y los UDE se
definen teniendo en cuenta la densidad de adultos y ninfas a partir de tercer estadio,
cuando tienen completamente desarrollado el aparato bucal y causan dafios (Cruz
Junior, 2004). En cultivos de soja destinados a la produccion de semilla, los niveles
tolerables son menores que en los destinados a cosecha de grano. En general, los
umbrales para la toma de decisiones se reducen a la mitad en produccién de semilla
(Gamundi et al., 2003; lannone y Leiva, 1994; Panizzi et al., 1979; Vicentini y
Jiménez, 1977). En este caso, la ubicacion de la lesién es mas importante que el

numero de picaduras, ya que una picadura sobre el hipocoétilo anula la germinacion



mientras que varias lesiones en los cotiledones afectan el vigor, la sanidad y la

emergencia (Jensen y Newsom, 1972).

Diversos estudios concuerdan en que el periodo critico del dafio de chinches en
soja corresponde a la etapa comprendida entre los estados fenoldgicos R4 (plena
fructificacion; plantas con al menos una vaina de 2 cm en alguno de los cuatro nudos
superiores) hasta R5.5 (llenado de granos; 75-100% de llenado de granos) (Boethel et
al., 2000; Corréa Ferreira y Panizzi, 1999; Brier y Rogers 1991; McPherson et al.,
1979; Panizzi et al., 1979; Todd y Turnipseed 1974; Daugherty et al., 1964).

Los umbrales de dafio recomendados en el sur de Estados Unidos varian entre 3 y
3,3 chinches por metro (Catchot, 2008; Boethel et al., 2000). Dada las dificultades
para su control, el umbral usado en soja en Louisiana para P. guildinii es mas bajo (6
individuos cada 25 golpes de red) que el usado para otras especies (9 insectos cada
25 golpes de red) (Baldwin et al., 2009; Levy et al., 2009). En Brasil, el umbral
usado en la actualidad para el control de chinches desde R3 hasta R5.5 es de 2
individuos por metro en cultivos destinados a la produccién de grano y de 1
individuo por metro cuando se destina a la produccion de semilla (Bueno et al.,
2013). Estudios recientes en dicho pais, determinaron que los umbrales establecidos
para control de chinches en soja siguen vigentes y no varian con el habito de

crecimiento del cultivar evaluado (Bueno et al., 2015).

En Argentina, lannone y Leiva (1994) definieron diferentes umbrales de dafio
segun especie y estado fenoldgico, sugiriendo para N. viridula durante R3, R4, R5 y
R6: 0,8; 1; 1,8 y 7-8 individuos por metro respectivamente y 0,5; 0,7; 1 y 4 chinches
por metro para P. guildinii durante los mismos periodos, cuando el cultivo era
destinado a produccién de grano. Posteriormente Gamundi et al. (2003) definieron
umbrales de control diferentes segun habito de crecimiento y espaciamiento entre
surcos, recomendando para el periodo que abarca R1-R6: 0,4; 0,7 y 1 chinches por
metro respectivamente para espaciamientos de 26-35, 52 y 70 cm para grupos de
madurez cortos (GM 111, IV y V) y el doble para grupos de madurez largos (GM VIy

VII). Estos mismos autores definieron par el periodo R6-R7: 1,2;



En Uruguay, el umbral de tratamiento recomendado para cultivares del grupo de
madurez V es de entre 1 y 1,5 individuos mayores de 0,5 cm por metro de surco
(Zerbino, 2010); sin embargo, la mayoria de los productores se guian por los citados

umbrales recomendados para Argentina, considerablemente mas bajos.

1.2. ENEMIGOS NATURALES EN EL CULTIVO DE SOJA

En la naturaleza es frecuente el control ejercido por insectos y otros artrépodos,
con potencial de mantener en niveles razonablemente bajos las poblaciones de
numerosas insectos y acaros fitéfagos. En los agroecosistemas, el mantenimiento de
predadores, parasitoides y entomopatogenos es de fundamental importancia como
factor de equilibrio dinamico de las poblaciones de especies de artropodos plagas
(Degrande et al., 2002; Parra, 2000). Los enemigos naturales disminuyen la
necesidad de intervencion del hombre en el control de plagas, pero en la agricultura
actual, solamente en algunas situaciones pueden ejercer un control eficaz sin la

complementacion de insecticidas (Degrande et al., 2002).

Las chinches son atacadas por una variedad de enemigos naturales, incluidos
microorganismos, parasitoides y predadores (Panizzi, 1987). En el agroecosistema de
soja en particular, los enemigos naturales presentes no son eficientes para mantener
las poblaciones de chinches por debajo de los umbrales de accion durante todo el
ciclo del cultivo (Ribeiro, 2007), pero si ejercen un rol importante en la primera
etapa de colonizacién de la plaga retrasando el momento de la primera aplicacion.
Por otro lado, la accién de los biocontroladores en este cultivo resulta clave para
mantener el nivel de las poblaciones de otros insectos y 4acaros fitdfagos,
manteniendo a las plagas secundarias (tisanopteros y acaros fitofagos) por debajo de
los umbrales de dafio economico tanto en soja como en pasturas forrajeras y otros

cultivos en los cuales ciertos enemigos naturales son compartidos (Ribeiro, 2010).

Debido a una combinacion de gran movilidad y susceptibilidad a bajas
concentraciones de insecticidas, parasitoides y predadores pueden ser mas afectados

por insecticidas persistentes que sus presas u hospederos (Boyd y Boethel, 1998).



Dada la mencionada potencialidad de los enemigos naturales para el control de
plagas, resulta fundamental implementar el uso de practicas racionales efectivas que
puedan ser utilizadas en estrategias de manejo integrado de plagas, combatiendo los

insectos plaga y al mismo tiempo, preservando los organismos benéficos.
1.2.1. Predadores

Dentro del complejo de predadores asociado al cultivo dela soja, generalmente
predominan los hemipteros y las arafias, quienes podrian ser responsables de hasta un
90 % de la predacién de insectos del cultivo (Aaron y Yeargan, 1998). En Brasil,
Gazzoni et al. (1999) citan a Orius sp., Callida sp., ndbidos, geocéridos y aracnidos
como los grupos mas frecuentes en parcelas experimentales. En dicho pais, los
predadores mas frecuentes en soja fueron Tropiconabis capsiformis (Germar),
Tropiconabis spp., Nabis sp., Geocoris ventralis (Fieber), Geocoris spp., Orius sp.,
Podisus nigrispinus (Dallas), Chrysoperla sp., Cycloneda sanguinea (L.) y aracnidos
(Corso et al., 1999; Medeiros et al., 1998; Panizzi y Corréa Ferreira, 1997). En
Uruguay Ribeiro (2010) cita a las arafias como el grupo mas abundante ademas de T.
capsiformis, Orius tristicolor y Orius insidiosus, Eriopis connexa, C. externa,
Geocoris pallipes y véspidos. Ribeiro y Castiglioni (2008) encontraron en soja,
aproximadamente un 10% de predacion de huevos de chinches asociados a G.
pallipes, T. capsiformis, O. tristicolor, O. insidiosus y larvas de Chrysopidae. La
importancia de los artropodos predadores radica principalmente en la gran voracidad
y la amplia diversidad de especies presa (Corréa Ferreira et al., 1984a, 1984b). Sin
embargo, segun Panizzi y Slansky (1985), la referencia a predadores en el control de
plagas son escasas debido fundamentalmente a su dieta polifaga, que lleva a que sea

dificil asociar a determinado predador con una presa especifica.
1.2.2. Parasitoides

Los parasitoides predominantes del cultivo de soja pertenecen a los Ordenes
Diptera (Tachinidae) e Hymenoptera (Braconidae, Chalcididae, Ichneumonidae y
Platygastridae) (Corréa Ferreira, 1986; Corréa Ferreira, 1979). Los parasitoides de

huevos son considerados los principales enemigos naturales de los pentatomidos,
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constituyendo en muchos casos los agentes de mortalidad mas importantes de este
grupo de insectos (Corréa Ferreira, 2002; Pacheco y Corréa Ferreira, 2000). Los méas
frecuentes son microhimendpteros de la familia Platygastridae (Austin et al., 2005;
Pacheco y Corréa Ferreira, 2000; Corréa Ferreira, 1986). En Uruguay, las especies
encontradas en posturas de P. guildinii fueron Telenomus podisi, Trissolcus basalis y
Trissolcus brochymenae (Castiglioni et al., 2010; Ribeiro, 2007; Avila, 2006). Estos
parasitoides atacan huevos de distintas especies de chinches (Sujii et al., 2002). Este
comportamiento favorece su uso como agente de biocontrol en soja, donde diversos
pentatomidos ocurren simultdneamente (Corréa Ferreira, 2002), ya que Sus
poblaciones logran mantenerse y crecer utilizando varias especies como hospederos
alternativos (Thomas Jr., 1972).

Otras especies de parasitoides en Uruguay resultan claves para el control de
lagartas defoliadoras, tal es el caso de Copidosoma trucantellum (Dalman)
(Hymenoptea: Encyrtidae), principal enemigo natural de Rachiplusia nu
(Chiaravalle, 1996). Los taquinidos cumplen un papel importante en la disminucién
de poblaciones de lepiddpteros (Bentancourt y Scatoni, 2001) y Ribeiro et al. (2015)
citan a Trathala sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae) como parasitoide de
Crocidosema aporema.

1.2.2.1. Telenomus podisi (Ashmead) (Hymenoptera: Platygastridae)

En Uruguay, al igual que en Brasil, T. podisi es el parasitoide mas frecuente de P.
guildinii (Ribeiro, 2007; Godoy et al., 2005; Pacheco y Corréa Ferreira, 2000),
pudiendo lograr desde 10 a 100% de parasitismo (Castiglioni et. al., 2010; Ribeiro,
2007; Godoy y Avila, 2000; Panizzi y Smith, 1976). Este parasitoide se encuentra
presente desde los primeros estadios de la soja y puede lograr un alto porcentaje de
parasitismo de huevos, aunque cominmente no impide que P. guildinii alcance los

umbrales de dafio economico habitualmente usados (Ribeiro, 2007).
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1.2.3. Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatogenos son los microorganismos mas frecuentemente
asociados con los insectos y acaros plaga en soja (Sosa Gémez et al., 2001). En
condiciones normales Nomuraea rileyi puede controlar mas del 90 % de las
poblaciones de ciertos lepiddpteros plaga, como Anticarsia gemmatalis (Moscardi,
1984), lepiddoptero que también es afectado por Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin (Angel Sahagun et al., 2005). Lecanicillium spp. afecta al nematodo del
quiste de dicho cultivo (Heterodera glycines) (Meyer et al., 1997) y L. attenuatum es
un eficiente controlador natural de afidos y aleyrédidos en diversos cultivos (Hall,
1981). Dado el potencial que presentan para el control de plagas, se han desarrollado
numerosos productos comerciales en base a estos microorganismos (Alves y Pereira,
1989; McCoy y Couch, 1982). Recientemente se ha registrado una formulacion

comercial de Lecanicillium lecanii (Lecafol) en Uruguay (Paullier, 2013).

Las chinches, entre tanto, son naturalmente resistentes a las infecciones por
hongos entomopat6genos, debido a un aldehido que forma parte de las sustancias de
defensa y actla como agente antimicotico (Sosa Gémez et al., 1997). Sin embargo,
aunque en porcentajes bajos, las poblaciones de Nezara viridula son infectadas
naturalmente por hongos, especialmente Metarhizum anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin y B.bassiana (Sosa Goémez y Moscardi, 1998). En Brasil, P. guildinii es
afectada naturalmente por B. bassiana (Tonet y Salvadori, 2002). Estudios realizados
en ambas especies P. guildinii presentdé mayor suceptibilidad a B. bassiana y M.
anisopliae en comparacion con N. viridula (Sosa Gomez y Moscardi 1998, Sosa
Gbmez y Alves 2000). En Uruguay, Castiglioni et al. (2006) encontraron que este
hongo afect6 en condiciones naturales al 0,09 % de ninfas y 0,27 % de adultos de P.
guildinii. Sosa Gomez y Moscardi (1998) evaluando aislamientos de M. anisopliae y
B. bassiana en condiciones de campo, lograron un nivel de infeccién de 48 %, en P.
guildinii, al dia 30 post aplicacion. En inoculaciones artificiales de B. bassiana en
condiciones controladas de laboratorio (90% HR y 22°C) se obtuvieron porcentajes
de esporulacion del 100 % en ninfas de quinto instar y adultos de P. guildinii (Sosa
Gbmez y Alves 2000).
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1.3. INSECTICIDAS DISPONIBLES PARA EL CONTROL DE CHINCHES
EN SOJA

El control de chinches fitofagas en soja a nivel mundial se basa exclusivamente
en el uso de insecticidas cuya eficacia es variable. Generalmente se utilizan
productos de amplio espectro de accién y en altas dosis, dada la baja susceptibilidad
de estos insectos (Zerbino y Alzugaray, 2003; Alzugaray y Ribeiro, 2000),
ocasionando un impacto negativo en el medio ambiente y afectando particularmente
a especies no objetivo (Castiglioni, 2004). Por otra parte, existe una baja
disponibilidad de insecticidas eficaces, lo que obliga a la realizacién de aplicaciones
repetidas con los mismos productos u otros que poseen igual modo de accion,
aumentando la presion de seleccion sobre las poblaciones de estos insectos
induciendo la generacion de resistencia y por ende la pérdida de eficacia de dichos

agroquimicos.

Hasta el afio 2004, el dnico principio activo disponible para el control de
chinches en el pais era el endosulfan, insecticida ciclodieno organoclorado (IRAC,
2015), que presentaba baja selectividad hacia especies benéficas. A partir del afio
2002, fueron detectadas fallas en la eficacia de control de este insecticida y estudios
posteriores constataron cambios de susceptibilidad generados en poblaciones de P.
guildinii expuestas a una alta presion de seleccion provocadas por el uso repetido de
este insecticida (Castiglioni et al., 2008). La elevada persistencia del endosulfan y su
alta toxicidad para animales de sangre caliente, determinaron que a partir del afo
2007 el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP, 2007) restringiera su
uso y posteriormente, por decreto del Poder Ejecutivo (MVOTMA, 2011), este

insecticida fue prohibido para cualquier tipo de uso en todo el territorio nacional.

Actualmente, existen otras alternativas para el manejo de esta plaga basadas en
productos mezcla de neonicotinoides o carbamatos con piretroides. Adicionalmente,
existe registros vigentes para triclorfén y acefato, insecticidas pertenecientes al grupo
de los organofosforados, de relativa baja persistencia y que presentan modo y sitio de

accion diferentes a los anteriores, resultando en una alternativa interesante para la
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rotacion de principios activos. En otros paises de la region, se han registrado
productos en base a spirotetramato, principio activo perteneciente al grupo de los
acidos tetronicos, que actta inhibiendo la sintesis de lipidos y que presenta doble

sistemia (via xilema y floema) (Kihnhold et al., 2008).

En los predios comerciales, debido a los bajos umbrales de accion definidos para
el control de chinches, es comin realizar una, dos y hasta tres aplicaciones con
insecticidas mezcla de neonicotinoides y piretroides. En concordancia con este
empleo, en los ultimos afios se han registrado en el pais numerosas formulaciones
constituidas por combinaciones de dicha mezcla en diferentes concentraciones [ej.
tiametoxan (141gr/l) + lambdacialotrina (106 gr/l), tiametoxan (110 gr./l) +
deltametrina (50gr./l), imidacloprid (200 gr/l) + lambdacialotrina (100 gr/l),
imidacloprid (100 gr/l) + beta-ciflutrina (12,5 gr/l), Imidaclroprid (100 gr/l) +
bifentrin (30gr/l) ] (MGAP-DGSSAA 2015). Si bien estos productos provienen de
distintos fabricantes y son formulados con diferentes principios activos, estan
constituidos por los mismos dos grupos quimicos y, por ende, presentan la misma
combinacion de modos de accidn: los neonicotinoides son agonistas de los receptores
postsinapticos nicotinérgicos de la acetilcolina y los piretroides son moduladores de
los canales de sodio en las membranas de las neuronas (Yu, 2014). Por este motivo,
la realizacion de aplicaciones sucesivas con estos insecticidas, favorece el desarrollo
de resistencia de los insectos (Omoto, 2000) y ello conduce a la pérdida de eficacia

de los mismos.

En la actualidad existe a nivel nacional informacion acerca de la eficiencia en el
uso de los insecticidas cominmente utilizados para el control de P. guildinii en soja
(Zerbino, 2008). Los trabajos disponibles acerca del impacto de los mismos sobre los
enemigos naturales son limitados y, en muchos casos, pertenecen a empresas

privadas (Binnewies y Giani 2006).
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1.4. OBJETIVOS
El objetivo general del presente trabajo fue:

Contribuir a la sustentabilidad del agro-ecosistema de soja en Uruguay mediante la
evaluacion de la eficacia de insecticidas en el control de chinches y el impacto sobre

enemigos naturales.

Siendo los objetivos especificos:

1. Evaluar a campo la efectividad de los insecticidas tiametoxan+lambdacialotrina,
imidacloprid+betacyflutrina,  acetamiprid+cipermetrina,  imidacloprid+carbaril,
tiametoxan, imidacloprid, tiametoxan+spirotetramat y triclorfén en el control de

chinches en soja.

2. Determinar a campo el impacto de estos insecticidas sobre artrépodos predadores

presentes en el follaje.

3. Determinar la toxicidad de dichos insecticidas sobre larvas de Telenomus podisi

desarrollandose en huevos de Piezodorus guildinii, a campo y en laboratorio.

4. Evaluar in vitro el efecto de los insecticidas tiametoxan+lambdacialotrina,
imidacloprid+betacyflutrina, tiametoxan y triclorfon sobre el crecimiento miceliar y
la produccion de conidios de Beauveria bassiana (ILB 204) y Lecanicillium
attenuatum (ILB 257).

La estructura central de la tesis esta integrada por dos articulos cientificos. El
primer articulo retne los tres primeros objetivos, “Effectiveness of insecticides
against soybean stink bugs and side-effects on Telenomus podisi and generalist
predators”, constituye el segundo capitulo y se enviara a la revista Journal of
Applied Entomology. EI segundo articulo corresponde al cuarto objetivo,
“Compatibilidad de Beauveria bassiana y Lecanicillium attenuatum con
insecticidas cominmente usados en soja”, constituye el tercer capitulo y serd

enviado a la revista Agrociencia Uruguay.
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2.1. SUMMARY

Stink bugs (Hemiptera: Pentatomidae) are a major pest of soybean [Glycine max
(L.) Merr.]. Natural control agents are not able to reduce populations to acceptable
levels so complementation with selective insecticides becomes necessary for
integrated pest management. The aim of this study was to evaluate the effectiveness
of thiamethoxam-+lambda-cyhalothrin, imidacloprid+beta-cyfluthrin,
acetamiprid+cypermethrin,  imidacloprid+carbaryl, trichlorfon, thiamethoxam,
imidacloprid and spirotetramat+thiamethoxam on the control of phytophagous stink
bugs and their impact on the egg parasitoid Telenomus podisi (Ashmead)
(Hymenoptera: Platygastridae) and generalist predators under field and laboratory
conditions. In two years, effectiveness of control and impact on predators were
assessed in soybean small-plot field trials until 18 days after insecticide spraying.
The side-effects of insecticides on the emergence of T. podisi larvae were tested after
20 days, at laboratory and field conditions. In laboratory, parasitized eggs of
Piezodorus guildinii (Westwood) were dipped for five seconds in pesticide solutions
at recommended concentrations. In field, during two years, masses of parasitized egg
were pinned to soybean pods at small field-plots and returned to the laboratory 24 h
after exposure to insecticide sprays. Thiamethoxam+lamda-cyhalothrin presented the
highest control of stink bugs but negatively affected generalist predators. Adult
emergence of T. podisi in laboratory was significantly lower when exposed to
thriclorfon, imidacloprid+carbaryl and the mixtures of neonicotinoids and
pyrethroids. In contrast, under filed conditions, insecticides at recommended dose for

stink bugs control no affect T. podisi emergence.

Key words: Hemiptera: Pentatomidae, Piezodors guildinii, IPM, Hymenoptera:

Platygastridae, biological control.
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2.2. INTRODUCTION

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is the primary oilseed crop consumed in the
world (Wilcox 2004). Stink bugs (Hemiptera: Pentatomidae) are considered a major
pests of this crop in many countries (Turnipseed and Kogan 1976, Panizzi and
Slansky 1985). Pentatomids directly affect crop productivity, causing yield losses
and reduction in grain quality and germination (Daugherty et al. 1964, Todd and
Turnipseed 1974, McPherson et al. 1979). Among the stink bugs complex, the
redbanded stink bug, Piezodorus guildinii (Westwood) is the most harmful species to

soybean seeds in South America (Corréa Ferreira and Azevedo 2002).

The control of stink bugs in soybean is based exclusively on the use of
insecticides that have variable effectiveness. The high doses required due to the low
susceptibility of stink bugs (Temple 2011) and the broad spectrum of action of the
products (pyrethroid component) commonly used, cause a negative impact on non-
target species such as parasitoids and predators, who play an important role in
regulating the populations of secondary pests of this and other crops whose
beneficial species are shared (Bentancourt and Scatoni 2001). Among the beneficial
insects present in soybean, Telenomus podisi (Ashmead) (Hymenoptera:
Platygastridae) is a solitary egg parasitoid who limits the numerical increase of P.
guildinii in the Neotropical region (Corréa Ferreira and Moscardi 1995, Ribeiro and
Castiglioni et al. 2008, Castiglioni et al. 2010). Despite the importance of biological
methods for insect control, the use of insecticides is still necessary within the current
agricultural system. In this context, multiple tactics have been stressed within the
integrated pest management (IPM) concept, demonstrating that when pesticides are
used in a compatible manner, the effectiveness of biological control methods may be
improved (Croft 1990).

Limited information exists on the susceptibility of P. guildinii (Baur et al. 2010)
and other stink bugs to insecticides. Good control efficacy of certain combinations of
neonicotinoids and pyrethroids has been reported (Baur et al. 2010), but the repeated
use of these products may promote the selection of resistant populations. Scarse

literature is available about their effects on beneficial insects in field conditions but it

18



would be expected that the pyrethroid component of commercial formulations may
impact negatively on natural enemies present at soybean agroecosystem. There is
much information about toxicity bioassays on certain beneficial species but relatively
few studies have been carried out on parasitoids belonging to the genus Telenomus.
The combinations of imidacloprid+beta-cyfluthrin, the pyrethroids gamma-cyalothrin
and bifentrin and the organophosphates, acephate and chlorpyrifos were harmful to
Telenomus remus (Nixon) adults that had contacted dry insecticide residues at
bioassays (Carmo et al. 2010). T. podisi developing in Euschistus servus (Say)
showed significant mortality when exposed to lambda-cyhalothrin and thiamethoxam
both at laboratory and field bioassays (Koppel et al. 2011).

The hypothesis is that mixtures of neonicotinoids and pyrethroids would
negatively affect natural enemies. Instead, neonicotinoids alone (in higher doses) or
their mixtures with carbamates or spirotetramat could be effective and selective for
beneficial fauna, as well as trichlorfon alone, which also may be useful to rotate the
mode of action and reduce the selection pressure for resistance. The first aim of this
study was to evaluate the effectiveness of different insecticides on the control of
phytophagous bugs and their impact on soybean generalist predators in field
conditions. The second objective was to determine, under laboratory and field
conditions, the toxicity of these insecticides on larvae of T. podisi developing in P.
guildinii eggs.

2.3. MATERIAL AND METHODS

2.3.1. Control efficacy of insecticides and side-effects on generalist predators

In 2012, a field trial was installed on an experimental soybean area (cv. Don
Mario 6.2i) at Paysandu (‘Dr Mario A. Cassinoni’ Experimental Station, 58°03°W,
32°55°S), planted in December 2011, at 35 cm row spacing. In 2013 another field
trial was installed on a commercial crop of soybean (cv. IPB 6001) planned for
grazing, at Pueblo Gallinal (57°29°, 31°50°S), planted in November 2012, at 35 cm
row spacing. Experiments were installed when plants reached the full pod stage of
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development (R5) (Fehr and Caviness 1977). Plot size was 4 x 10 m, in both
experiments, with four repetitions, arranged in design randomized complete block
experimental. Insecticides were applied with an experimental CO, sprayer
(Herbicat® Ltda., S&o Paulo, Brazil), equipped with flat fan nozzles (XR TeeJet®), in
a spray volume of 110 L/ ha.

Number and species of phytophagous stink bugs were determined. Only nymphs
of 3 4™ and 5" instar and adults were considered for effectiveness evaluation,
because from 3" instar they have fully developed mouthparts and cause damage
(Cruz Junior 2004). Number of generalist predators was recorded (insects considered
at the lowest taxa level possible and spiders as a unique group), discriminating adults
and immature. Samples of one linear meter were taken before the application of the
insecticides, and two (three during 2013), six, ten, 15 and 18 days after spraying with
a sampling cloth (Drees and Rice 1985) and repeated three times per plot. With this
sampling method only foliage predators could be recorded. To calculate control
efficacy, mortality of pentatomids was corrected using the formula proposed by
Henderson and Tilton (1955).

2.3.1.1. Insecticides

Eight treatments, including commercially available formulations of one or two
active ingredients, were evaluated (Table 1). Doses were those recommended in
commercial labels for stink bug control on soybean. Control corresponded to

unsprayed plots.
2.3.1.2. Statistical analysis

Since the variables studied (number of stink bugs per meter, insect predators,
spiders, and insect predators plus spiders per meter) have Poisson or Negative
binomial distribution, a generalized model with repeated measures over time was
used, with logarithm as link function and modeling error correlations and variances
to choose the best fit, by applying the following model In pij= PO+Ei+Pj+ dk+idik.
Where ; was insecticide effect, p; block effect and 8k day effect. Data were analyzed
using GLIMMIX procedure of the statistical software SAS version 9.2, (SAS
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Institute, Cary, NC). Means were compared using Dunnett’s test and considered

significantly different if P<0.05.

Table 1. Trademark, formulations, active ingredients, chemical groups and dose per
hectare of insecticides assessed for effectiveness on stink bugs control and side-

effects on egg parasitoid Telenomus podisi and generalist predators

I . . . Dose
Insecticides  Formulation** Active ingredient (a.i.) Chemical group (g aiha)
Trade mark 1 9 1 2 1 2
. lambda- o .
Engeo 247 SC thiamethoxam . Neonicotinoid Pyrethroid 282 212
cyhalothrin

Imitrin 115 SC imidacloprid beta-cyfluthrin ~ Neonicotinoid Pyrethroid 600 9.0
NC*/Twister ~ 20 SL/25EC  acetamiprid cypermethrin Neonicotinoid Pyrethroid 540 250
Avriete SC imidacloprid carbaryl Neonicotinoid Carbamate 93.7 5625
Triclocib 500 SL trichlorfon Organophosphate 750.0
Escorial 258C thiamethoxam Neonicotinoid 56.4
Spingard 35F imidacloprid Neonicotinoid 150.0
NC*/Escorial 100 SC/25 SC  spirotetramat ~ thiamethoxam Cetoenol Neonicotinoid 300 282

*NC: not registered in Uruguay.

**SC: suspension concentrate, SL: soluble concentrate, EC: emulsifiable concentrate, F: flowable
liquid

2.3.2. Insecticide toxicity on Telenomus podisi under field and laboratory

conditions

2.3.2.1. Parasitoid culture

Piezodorus guildinii eggs parasitized by T. podisi were used in this study. Host
eggs were obtained from a laboratory colony of stink bugs under controlled
conditions (25 + 0.5° C, 70 £ 5% HR and 16:8 L:D) and fed with green pods of
Phaseolus vulgaris (L.) and Glycine max (L.) pre hydrated beans. To obtain
parasitoids, T. podisi founders were field collected from P. guildinii parasitized eggs.
Parasitized eggs were placed in glass tubes (40 x 10 mm) with a few drops of honey
in a rearing chamber (26 + 2°C, 70 + 5% HR and 16:8 L:D) until parasitoid
emergence. Emerged female adults were allowed to copulate and then 2-3 days old
eggs masses of P. guildinii were offered to continue multiplying the laboratory

colony.
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2.3.2.2. Laboratory bioassays

Mated female adults of T. podisi were individually isolated in glass tubes (50 x
10 mm) and honey fed. These females were offered newly laid P. guildinii eggs
(embryos killed with UV) glued with arabic gum on 1 cm? of a white paper card
(each egg mass with approximately 15 eggs) for a period of 24 hours. After
parasitism, used females (alive) were discarded and the egg cards were transferred to
clean vials (50 x 10 mm). These cards were held at the same controlled conditions
described above for 72 hours to stimulate the development of T. podisi to the second

larvae stage, when the different treatments were applied.

The side-effects of the same insecticides, at the same doses tested in field
conditions (Table 1) were used for laboratory bioassays, using distilled water as a
control. Insecticide solutions were prepared in 1.5 | of distilled water in an equivalent
proportion to commonly used field volume of 110 | per hectare. After formulation,
500 ml of each insecticide solution were poured into separate jars. Egg masses in
each repetition were randomly assigned treatment levels, in a randomized complete
block experimental design, and were dipped for 5 seconds in the insecticide
solutions, according to the method described by Cénsoli et al. (1998). After dipping,
the cards were kept on filter paper at room temperature until the excess of liquid
dried, and were then transferred to clean vials and kept in a rearing chamber.

Vials containing parasitized eggs treated, as described above, were monitored
daily for parasitoid emergence over 20 days. T. podisi adults generally emerged from
eggs 14 days after the beginning of parasitation. On the 20" day after the initial
parasitism, emergence of parasitoids was assessed under a binocular microscope and
recorded. Eggs that failed to yield wasps were dissected to determine whether they
had reached or not an advanced developmental stage. According to Bayram et al.
(2010) eggs with dead adults or immature parasitoids remaining inside, as well as
eggs with partially chewed exit holes, were considered as failed emergence. Each
treatment was replicated ten times, and complete bioassays were repeated three

times. In total, 3585 parasitized P. guildinii eggs were dipped in insecticides in the
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laboratory bioassays (1195 + 247 per assay) and additional 457 parasitized eggs were

used in total as control (152 + 28.7 per assay).
2.3.2.3. Field experiments

Field experiments were conducted to assess the selectivity of insecticides to T.
podisi in 2012 and 2013 at ‘Dr Mario A. Cassinoni’ Experimental Station, Paysandu.
During 2012, the evaluation was performed in three blocks at the experiment
designed to test the effectiveness of insecticides described previously. In 2013, a plot
experiment (experimental units 40 x 10 mm) with three replicates, arranged in a
randomized complete block experimental design, was installed in soybean (Don
Mario 6,2i RR) planted on December 2012. Blocks were separated by one meter
wide line. Each plot within a block was randomly assigned a treatment. The same
insecticides evaluated at the experiment designed to test their effectiveness were used
(Table 1). Plots without application were the control groups. Experiments were
installed when plants reached the full pod stage of development R5 (Fehr and
Caviness 1977). P. guildinii eggs were parasitized in the same way as described for
the laboratory test. Prasitized eggs were brought to the field when parasitoids reached
the second larval stage. A P. guildinii egg mass on 1 cm? of a white paper card was
pinned in a soybean pod of the middle top of the canopy two hours before the spray.
After 24 h, egg masses were retrieved, placed individually into a glass tube (40 x 10
mm), and maintained in a growth chamber. After 20 days, parasitoid emergence was
assessed in the same way as describe for laboratory bioassay. There were 1314
parasitized P. guildinii eggs during 2012 (146 * 9.7 per treatment) and 2118 during
2013 (235 +10.7 per treatment). Each treatment repetition consisted of four (2012)
and six (2013) P. guildinii egg masses, and there were three repetitions per treatment

group each year.
2.3.3.4. Statistical analysis

Statistical analyses of laboratory and field trials data were done by using
generalized linear modeling with the GLIMMIX procedure of the statistical software
SAS version 9.2 (SAS Institute, Cary, NC). The three laboratory experiments were

analyzed together assuming binomial distribution of emerged individuals in relation
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to total eggs. The following model with a logit link function was used In (P/P1-P) =
Bot G+ &+Ceij for laboratory tests, where §; was insecticide effect and &j experiment
effect. The same model was used for field experiments but included block effect (B;)
nested in experiment. Means were compared using Tukey-Kramer’s test and

considered significant if P<0.05.

2.4. RESULTS

2.4.1. Control efficacy of stink bugs

In 2012, the experiment was installed with an average of 3.1 (£ 0.5) stink bugs
(nymphs of 3", 4™ and 5™ stage and adults) per linear meter. In 2013, the experiment
was installed with a population density of 6.5 (x 0.5) individuals per linear meter.
Prior to insecticide application, phytophagous stink bugs complex during 2012 was
conformed of 53% P. guildinii, 17% Nezara viridula (L.), 17% Edessa meditabunda
(F.) and 13% Dichelops furcatus (F.) while in 2013, the predominant stink bug was
P. guildinii (92%), and 6% and 2% corresponded to D. furcatus and E. meditabunda,
respectively. No N. viridula specimens were found at any sample during 2013.
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Figure 1. Stink bugs (Adults and nymphs >0.5 cm) control efficacy in soybean under
field conditions. Data corrected by Henderson and Tilton (1955). a) Site 1, 2012. b)

Site 2, 2013. Thiamethoxam-+lamda-cyhalothrin ( [J'); Imidacloprid+beta-cyfluthrin (
); Acetamiprid+cypermethrin ( 2); Imidacloprid+carbaryl ( @); Trichlorfon ( &
); Thiamethoxam ( & ); Imidacloprid ( @ ); Spirotetramat+thiamethoxam ( l )

- - Minimum satisfactory efficay rate for stink bugs in soybeans (Borges and
Lourencao 2004)

25



Table 2. Average number of stink bugs (Adults and nymphs > 3", instar, Mean+SE) per meter, before spraying (bs) and at different
days after spraying (das) of different insecticides in two consecutive years (2012 and 2013) at soybean field experiments

2012 2013

Insecticides bs 2das 6das 10das  15das  18das  Average bs 3das 6das  10das  15das  18das  Average
Control 23£13 40417 6923 6122 77424 8125  54%19  T4£17 118%22 105+20 121£22 12422 148+24 112+16
Imidacloprid 1,761,0 16£1,1 27414 44418 21+12  26+14  24+£12 70£17 5214 63+16 75+17 91+19 105£20 74+13
Spirotetramat + thiamethoxam 41418 13£10 40417 28#15 36417  20£12 2813 59+15 60%15 41+13 60+15 79+18 80+18 62+12
Thiamethoxam 31#15  1,3+1,0 2113 20412 07407  24#13 1711 75417 39%12° 46:13 44%13" 58115 6716 53:11
Trichlorfon 35416 08408 11409 25+14 22413 28415  19+11 53+15 36£12° 4413 56415 6616 81+18 5411
Imidacloprid + beta-cyfluthrin 71423 08408 14#10 08#08 13+10 04206 1209 57+15 40+13 * 27410 33¢117 54+15 5315 ¥ 42:10"
Imidacloprid + carbaryl 28+15  1,7+1,1  16£1,1 12410 1611 2714 1811 62+16 46+13 43+13 59+15 97+20 90£19 63+12
Acetamiprid + cypermethrin 26814 08208 10:09 14:10 10409 13£10  13£09 12422 46+14 5515 3712 73117 97:20 6613

31415 07+07 07:07 05:06 0607 08208 09+08  37+12 08£06" 13£07% 1,0£06" 16£08" 29+11" 16£06"

Thiamethoxam + lambda-cyhalothrin

Treatments in columns highlighted in gray and followed by an asterisk differ statistically from control (p <0.05, adjusted using Dunnett's test) at each sampling day
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In 2012, mixtures of neonicotinoids and pyrethroids reached 79% of control
efficacy [considered 80% as the minimum satisfactory level for stink bugs control in
soybeans according to Borges and Lourencdo (2004)] throughout the sampling
period (until 18 days after spraying) (Figure 1). Imidacloprid+carbaryl were effective
six, 10 and 15 days after spraying while trichlorfon and thiamethoxam had an
efficacy above 74% during the entire evaluation period. In 2013,
thiamethoxam-+lambda-cyhalothrin reached 80% of control efficacy 3 and 10 days
after spraying and achieve an average of efficacy over all sampling dates of 75.4%,
while the other treatments did not reach a satisfactory efficacy level. In 2013
Dunnett’s test (P<0.05, Table 2) for stink bugs per linear meter indicated a lower
average number of stink bugs in thiamethoxam+lamda-cyhalothrin treatment in all
sampling dates and in imidacloprid+beta-cyfluthrin treatment at 3, 6, 10 and 18 days

after spraying, than in control plots.

2.4.2. Generalist predators

Average number of generalist predators (insect and spiders) before insecticide
application was 3.4 and 1.9 (£ 0.2) per linear meter in 2012 and 2013 respectively. In
2012, predators’ populations on control plots declined towards the end of the
evaluation period, when reached an average of 0.4 (+ 0.2) individuals per meter. In
contrast, predators populations at control plots increased to an average of 5.6 (£ 0.9)
per meter at 18 days after spraying in 2013 (Table 3).

Before the application of insecticides, spiders represented a higher proportion
than the insects within the predators registered in both years (76 and 70%, in 2012
and 2013, respectively). Among insects, Geocoris pallipes Stal (Hemiptera:
Geocoridae) (85%), Lebia concinna L. (Coleoptera: Carabidae) (8%) and Eriopis
connexa Germar (Coleoptera: Coccinellidae) (4.5%) were the predominant species in
2012. In 2013, predominant insects were E. connexa (23%), Tropiconabis
capsiformis Germar (Hemiptera: Nabidae) (20%), Orius sp. (Hemiptera:
Anthocoridae) (19%), G. pallipes (18.7%), Chrysoperla externa Hagen (Neuroptera:
Chrysopidae) (17%) and Podisus nigrispinus Dallas (Hemiptera: Pentatomidae)
(1.7%).
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Two days after spraying, the number of predators per linear meter was
significantly lower in thiamethoxam+lamda-cyhalothrin and imidacloprid+beta-
cyfluthrin than in the control plots (Dunnett’s test, P<0.05, Table 3). Six days after
spraying the total number of generalist predators at the control plots was 4.1 times
higher than thriclorfon and thiamethoxam+lamda-cyhalothrin sprayed plots and 3.6
times higher than imidacloprid+beta-cyfluthrin and imidacloprid+carbaryl sprayed
plots (Dunnett’s test, P<0.05, Table 3). From 10 to 18 days after spraying, predators
decreased significantly in all plots, including the control plots, and there were no

significative differences between treatments (Dunnett’s test, <0.05, Table 3).

In 2013, generalist predators in control plots were 2.5 to 4.9 times higher than
thiamethoxam-+lamda-cyhalothrin plots at all sampling dates (Dunnett’s test, P<0.05,
Table 3). Six days after spraying, the number of predators were significantly lower in
the plots  sprayed with thiamethoxam-+lamda-cyhalothrin (77.2%),
imidacloprid+beta-cyfluthrin (66.7%), thiamethoxam (63.2%) and
acetamiprid+cypermethrin (54.4%) than in control plots (Dunnett’s test , P<0.05,
Table 3). The average number of predators of all 2012 sampling dates was not
significantly different between treatments, while in 2013, they were significantly
lower for thiamethoxam+lamda-cyhalothrin and acetamiprid+cypermethrin than in
the control (Dunnett “s test, P<0.05, Table 3).
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Table 3. Average number of predators (Adults and immatures, Mean£SE) per meter, before spraying (bs) and at different days after
spraying (das) of different insecticides for the control of soybean stink bugs in two consecutive years (2012 and 2013) at soybean field

experiments

2012 2013
Insecticides Bs 2das 6das 10das  15das 18das  Average bs 3das 6das 10das 15das 18das  Average
Control 37£08 18405 29407 06:02 03:02 04£02 1102 20405 34+07 57:09 52:09 59+09 56+09 43:04
Imidacloprid 24406 10403 18405 05:02 09+03 03%02 0902 16£04 2405 48408 26+06 48408 45:08 32:04
Spirotetramat + thiamethoxam 32407 18+05 21405 03:02 07+03 03%02 1002 20406 40+07 31+06 3807 32:06 41408 3504
Thiamethoxam 30£07 08+03 16£04 11:03 07:03 07£03 1102 27406 20+05 21%05 35:07 44:08 27406 28%03
Trichlorfon 4510 1905 07£03° 06+02 0201 09%03 1,002 16£04 40+£07 40+07 47+08 61+10 4908 39:04
Imidacloprid + beta-cyfiuthrin 26406 04:02  08%03° 08:03 02£01 08+03 07401 24+05 31+06 19£05  38:07 49+08 37:07 3203
Imidacloprid + carbaryl 34+08 11+03 08£03° 05:02 03+02 07:02 0802 12404 16404 42+08 36+07 47408 3106 2703
Acetamiprid + cypermethrin 36+08 05£02 11403 0402 04:02 02£01 07:0,1 13£04 19+05 2606 36+07 4107 33:07 26203
Thiamethoxam + lambda-cyhalothrin 3508 04%0.2° 0703 08+03 06+02 04%02 07,1 18+05 08+03" 13+04° 12£04 12£04 2205 14202

Treatments in columns highlighted in gray and followed by an asterisk differ statistically from control (p <0.05, adjusted using Dunnett's test) at each sampling day.
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2.4.3. Side effects of insecticides on Telenomus podisi

Telenomus podisi emergence in the laboratory was significantly reduced
(Tukey’s test, P<0.05) by the organophosphate trichlorphon, imidacloprid+carbaryl
and the pyrethroids formulated with neonicotinoids (imidacloprid+beta-cyfluthrin,
imidacloprid+carbaryl, acetamiprid+cypermethrin, thiamethoxam-+lambda-
cyhalothrin) (Tukey’s test, P<0.05, Table 4) (46, 82, 67, 94 and 100%, related to
control, respectively). The proportion of parasitoids that developed inside the egg but
did not emerge was also significantly higher in those treatments than in the control
group (Tukey’s test, P<0.05, Table 4).

Table 4. Percentage of emergence and percentage of parasitoids developed but not
emerged [Mean£SE and 95% confidence interval (IC) correspond to the analysis of 3
trials] of Telenomus podisi after immersion of parasitized Piezodorus guildinii eggs
in insecticide solutions in laboratory (26 £ 2°C, 70 £ 5%HR and 16:8 L: D)

. Parasitoids developed not
Parasitoid emergence

emerged

Insecticides N* Mean + SE IC (95%) Mean + SE 1C (95%)
Control 457 83+0.04° 74 -89 3+0.02° 1-13
Imidacloprid 415 78+0.05° 6786 6+0.03° 2-14
Thiamethoxam 465 704 0.05° 59-80 13 +0.04° 7-22
Spirotetramat+thiamethoxam 409 67 + 0.06ab 55-78 21+ 0.05ab 13-33
Trichlorfon 431 45+006° 3457 43+006”  33-54
Imidacloprid+beta-cyfluthrin 492 27 +0.06° 1740 50 + 0.06Cd 39-61
Imidacloprid+carbaryl 459 15+ 0.06Cd 6-31 61 + 0,06COI 50-72
Acetamiprid+cypermethrin 455 5+ o,ozd 2-12 74 + 0.05de 62 - 83
Thiamethoxam+lambda-cyhalothrin 460 0 - 86 +0.04° 76 - 92

Treatments in columns followed by different letters are significantly different (p<0.05, adjusted by
Tukey-Kramer test). *(N) Total number of eggs

Under field conditions, neither parasitoid emergence nor number of parasitoids
developed but not emerged were affected by the insecticides (Tukey’s test, P<0.05,
Table 5).
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Table 5. Percentage of emergence and percentage of parasitoids developed but not emerged [Meant+SE and 95% confidence interval

(IC)] of Telenomus podisi after insecticides sprayed for the control of stink bugs in soybean field experiments (2012 and 2013)

2012 2013

Parasitoid Parasitoid developed Parasitoid Parasitoids developed

emergence not emerged emergence not emerged
Insecticides N Mean + SE 1C (95%) Mean + SE IC (95%) N Mean + SE 1C (95%) Mean + SE I1C (95%)
Control 170 83 +0.05% 69 - 92 7+0.04* 2-24 249 72 +0.08% 51-87 4+0.03" 0-19
Imidacloprid 170 67 +£0.07% 50 - 81 5+0.03" 1-18 265 90 £ 0.05% 75 - 96 2+0.02* 0-15
Thiamethoxam 102 70+0.1% 46 - 86 9+0.07% 1-39 223 94 +0.04% 80 - 98 1+0.01° 0-10
Spirotetramat + thiamethoxam 121 73 +£0.07% 55 - 86 7+0.04* 2-26 177 75 +0.08% 54 -89 1+0.01° 0-10
Trichlorfon 159 84 +0.05% 70-93 7+0.04* 2-24 267 88 +0.05% 73-95 4+0.03" 0-21
Imidacloprid + beta-cyfluthrin 160 80 +0.06* 65 -0.90 6+0.03* 1-20 259 89 + 0.05% 74 - 96 2+0.02* 0-12
Imidacloprid + carbaryl 102 93 +0.04% 78-98 3+0.03* 1-17 232 85 +0.06% 68 -94 2+0.02* 0-12
Acetamiprid + cypermethrin 158 87 +0.05% 74-94 4+0.03° 1-16 194 87 +0.06* 69 - 95 2+0.02* 0-15
Thiamethoxam + lambda-cyhalothrin 172 65+ 0.07% 48-80 7+0.04* 2-24 252 81 +0.07% 63 - 92 1+0.01° 0-11

Treatments in columns followed by different letters are significantly different (p<0.05, adjusted by Tukey-Kramer test). *(N) Total number of eggs
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2.5. DISCUSSION

Differences in insecticides efficacy of control of stink bug were found, depending
on the year. In 2012, when the initial infestation of stink bugs was low (3.1 per
meter), and more heterogeneous in species, the combinations of neonicotinoids and
pyrethroids were effective all over the sampling period. In 2013, when the initial
infestation was high (6.5 per meter), and P. guildinii was the main species and the
surrounding area favoured the re-infestation of experimental plots, only the mixture
of thiamethoxam-+lambda-cyalothrin had an acceptable control efficacy (above 74%)
until 15 days after spraying. This insecticide showed a negative impact for the
generalist predators in both years. Trichlorfon and mixtures of neonicotinoids with
pyhretroids or carbamate were toxic to T. podisi larvae in laboratory dipping test, but
this was not validated at field spraying conditions, where none of the insecticides
showed to be toxic to the parasitoid. As it was hypothesized, trichlorfon and
imidacloprid+carbaryl could be both effective and selective options to control stink
bugs, but this was found only when populations of pentatomids was low and P.
guildinii was not the predominant species. The results for trichlorfon are interesting
because of the contribution of its different mode of action in a planned rotation of
insecticides. Instead, neonicotinoids alone or mixed with spirotetramat, were
confirmed to be safe to beneficial insects, as it is well known, but they were not

effective for the control of stink bugs.

The number of stink bugs at the moment of the insecticides application, was
twice higher in 2013 than in 2012. At that condition, the low levels of control
efficacy could be explained because of a re-entry of stink bugs from the untreated
field to the experimental plots that could have occurred during the sampling period,
due to the grazing purpose for dairy cattle of the surrounding soybean area.
Furthermore, P. guildinii was the predominant species in both years, but in 2013 it
constituted 92% of the total of the stink bugs complex. This species is less
susceptible than other stink bugs to insecticides commonly used on soybean (Baur et
al. 2010). This could also explain the differences in control efficacy between years.

At the evaluated doses, neonicotinoids alone did not show acceptable levels of
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control, in concordance with Baur et al. (2010) and Temple (2011). In 2012, good
control levels for imidacloprid+carbaryl from 6 to 15 days after spraying are in
accordance with the effectiveness of carbaryl (Baur et al. 2010). The good control
level found for trichlorfon, under this condition, agrees with the high effectiveness of
other organophosphates such as acephate (Temple 2011). The highest control
efficacy registered with the mixtures of neonicotinoids+pyrethroids especially with
thiamethoxam-+lamda-cyhalothrin have been also recorded in field experiments in
Brazil (Baur et al. 2010) and in Louisiana (Temple 2011). These mixtures are widely
used by farmers, but the lack of an effective alternative could induce the selection of
resistant populations. In this sense, frequent crop scouting for number of stink bugs is
essential to determine the correct moment to apply trichorfon as an alternative in the

rotation of insecticide mode of action.

Insecticides impact on foliage-dwelling arthropod predators at field conditions
was not clearly detected (except for thiamethoxam+lamda-cyhalothrin), in contrast
with the vast information obtained under laboratory conditions (Stark and Banks
2003, Desneux et al. 2007, Schneider et al. 2009). The low number of generalist
predators during 2012, associated with decreasing temperature and crop senescence,
could have prevented to detect the effects of insecticides. Also, foliage-dwelling
predators do aggregate to patches of foliage-dwelling herbivore species in soybean
fields (Pearce and Zalucki 2006), so the lack of suitable prey (defoliating caterpillars)
within the plots may have discouraged predators from recolonizing. Furthermore,
predators are very mobile, so inner rows between plots could have not been broad
enough to prevent inter plots movements as was proposed by Macfadyen and Zalucki
(2012). However, these effects did not seem to occur in 2013, when a higher number
of generalist predators were verified and differences between treatments were found.
Negative effect of thiamethoxam+lambda-cyhalothrinon predators in 2013 could be
due to the high proportion of hemipterans in the community of predators, which
could have been negatively affected by this effective insecticide for the control of
their order level related pentatomids. In this sense, White et al. (1992) reported that
T. capsiformis was adversely affected by lambda-cyhalothrin. Negative effect of
imidacloprid+beta-cyfluthrin was detected, but imidacloprid applied alone did not
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significantly affect the number of predators in the present study. This does not agree
with Prabhaker et al. (2011) who found that imidacloprid residues were found to be
toxic to O. insidiosus and G. punctipes, when these insects came in contact with them
on citrus leaves. In field conditions, predators’ exposure to insecticides may have
been avoided or the effective doses that reached them at crop spraying would have
been sub lethal. These results confirm that pesticide toxic effects at field conditions
would be less that in laboratory assays (Hassan et al. 1985). Nevertheless, in the
present study thiamethoxan+lambdacyhalothrin, which had the highest efficacy on

stink bugs, also affected arthropod predators in the field experiment.

Mixtures of neonicotinoids and piretroids also diminished T. podisi emergence in
laboratory, in agreement to Bayram et al. (2010), who found that cyfluthrin and
deltamethrin reduced the rate of emergence of Telenomus busseolae (Hymenoptera:
Platygastridae) developed inside Sesamia nonagrioides (Lepidoptera: Noctuidae)
under controlled conditions. Trichlorfon was also harmful, agreeing to the results
reported by Carmo et al. (2009), where the organophosphate chlorpyriphos reduced
100% of all larvae and pupae of T. remus (Hymenoptera: Platygastridae) developed
inside Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). In contrast, both
neonicotinoids (thiamethoxam and imidacloprid) alone and formulated with
spirotetramat were innocuous, which is not consistent with Koppel et al. (2011), who
found that thiamethoxam (at a lower dose of 0.36 g/liter) affected the emergence of
T. podisi developed in E. servus eggs, dipped for 1 second in laboratory conditions.
Differences in insecticide toxicity could be associated to the anatomy of host eggs. In
this sense, the present results suggest that anatomical features of P. guildinii eggs are
a major barrier probably because of the longest micropylar processes of this species
compared to other stink bug eggs (Bundy and McPherson 2000) making the pesticide
entry more difficult. In concordance, none of T. podisi adults developed inside the
eggs dipped in thiamethoxam+lambda-cyhalothrin could emerge, but most of those
eggs had an initial emerging hole made by the adult parasitoid, which needs to bite
the chorion to emerge and probably could come into contact with the insecticide at
this moment. In contrast, insecticide spraying directly on eggs that are developing
stink bugs does not affect them (Koppel et al. 2011) probably because nymphs
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emerge by pressing the chorion, instead of biting it. Thus, insecticide applications
aiming the egg stage would not be effective to control stink bugs while they would

be harmful to the development of parasitoids.

In contrast to the results obtained in the laboratory, under field conditions all
insecticides were harmless to T podisi. Koppel et al. (2011) found, under field
conditions, that thiamethoxam (at 60g ai/ha) and lambda-cyhalothrin (at 180g/ha)
caused more than 98% of mortality to the same parasitoid developing in E. servus
eggs. Differences could be attributed to the different position of the eggs on each
study, as Koppel at al. (2011) placed the eggs on the underside of a soybean leaf of
the top third of the canopy and in the present study eggs were pinned to the soybean
pods of the middle top of the canopy which decreases the contact surface,
determining that sublethal doses could have effectively reached them. Furthermore,
host eggs in the field are concealed laid between leaf sheaths, pods and stalks, which
provide an additional protection. Instead, the egg immersion procedure in laboratory
ensures a greater exposure of parasitoids to insecticides. Also, at field conditions,
environmental factors such as sunlight might degrade insecticides compounds rapidly
(Matsumura 1982, Ebert and Downer 2008) and break them down to nontoxic
compounds by the time when parasitoids bite the chorion to emerge. Field results
showed that laboratory tests overestimated toxicity effects of insecticides sprayed at
the field. As T. podisi is not able to hold stink bugs bellow economic injury levels
during the soybean growing season, insecticide complementation is necessary. In this
sense, all the insecticides evaluated in this study could be used at an integrated pest
strategy with the aim of preserve spontaneous populations of T. podisi or in an

applied biological control program.

At the present study only pre-imago effects were evaluated, but it needs to be
considered that T. podisi has a free life as adult, which usually is the more sensible
stage to agrochemicals, compared to those phases that occur protected within the egg
(Hassan 1992). Thus, further studies of insecticides compatibility should be done
with adult parasitoids, considering also sublethal effects, such as parasitism rate,

longevity, egg viability or behavior (Ruberson et al. 1998).
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2.6. CONCLUSIONS

Thiamethoxam+lamda-cyhalothrin presented the highest control of stink bugs.
This insecticide negatively affected predators but did not cause negative effect on
Telenomus podisi larvae at field conditions. Trichorfon showed acceptable efficacy
control of stink bugs and did not affect T. podisi, but its effects on predators were not
consistent. Insecticides showed to be inefficient when initial stink bug populations
were high, P. guildinii was the predominant species and re-infestation occurred from
the surrounding area, so they should be evaluated and used in lower population
levels, closer to economic thresholds. It is necessary to generate further information
about the toxic effects on parasitoid adult stage for inundative releasing programs.
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3.1. RESUMEN

Para implementar un programa de Manejo Integrado de Plagas (MIP) en el
cultivo de soja (Glycine max) que incluya el uso de entomopatdgenos, resulta clave
la utilizacion de insecticidas compatibles con estos organismos. El objetivo de este
estudio fue evaluar in vitro la compatibilidad de los hongos Beauveria bassiana (ILB
204) y Lecanicillium attenuatum (ILB 257) con insecticidas utilizados para el control
de chinches (Hemiptera: Pentatomidae) en soja, a las dosis recomendadas a campo, a
la mitad y al doble de la misma. Se determin6 el efecto de
tiametoxan+lambdacialotrina, imidacloprid+betacyflutrina, tiametoxan y triclorfon,
agregados en medio solido (PDA), sobre el crecimiento miceliar (seis y 14 dias post
inoculacion) y la produccion de conidios de los hongos entomopatdgenos. Existen
numerosos estudios de compatibilidad de agroquimicos con entomopat0geos, pero no
se han estudiado dichos efectos con insecticidas comunmente utilizados para el
control de pentatémidos en soja. En las dosis utilizadas a campo, sélo tiametoxan no
afectd significativamente el crecimiento miceliar de ambas cepas catorce dias post
inoculacion. Los insecticidas mezcla de neonicotinoides y piretroides, en las dosis
recomendadas, redujeron la conidiogénesis de ambos entomopatdgenos, mientras que
triclorfon, en dicha dosis, inhibi6 a L. attenuatum. Siguiendo el modelo “T” de
clasificacion, todos los insecticidas en las dosis recomendadas para el control de

chinches resultaron compatibles con las cepas en estudio.

PALABRAS CLAVE: hongos entomopatdgenos, Glycine max, control microbiano,

conservacién de enemigos naturales
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3.2. COMPATIBILITY BETWEEN Beauveria bassiana and Lecanicillium
attenuatum WITH INSECTICIDES USED IN SOYBEAN

SUMMARY

To implement an Integrated Pest Management (IPM) program in soybean (Glycine
max), the use of selective insecticides is important in order to minimize the impact to
natural enemies or to combine them with bioinsecticides. The aim of this study was
to evaluate in vitro the compatibility of Beauveria bassiana (ILB 204) and
Lecanicillium attenuatum (ILB 257) with insecticides commonly used to control
stink bugs (Hemiptera: Pentatomidae) in soybean at three concentration [field
recommended doses (FD), half and twice FD]. Effects of thiamethoxam + lambda-
cyalothrin, imidacloprid + beta-cyfluthrin, thiamethoxam and trichlorfon on
vegetative growth (six and 14 days after inoculation) and conidial production of both
isolates growing on potato dextrose agar (PDA), were assessed. Several studies
evaluated effects of pesticides on entomopathogenic fungi, but scarce have tested the
insecticides commonly used against soybean stink bugs. At FD, only thiamethoxam
did not significantly affect the mycelial growth of both strains 14 days after
inoculation. At FD, the mixture of neonicotinoids and pyrethroids reduced the
conidiogenesis of both strains and trichlorfon affected negatively L. attenuatum.
Acoording to "T" classification index, all insecticides at FD were compatible with

the strains studied.

INDEX WORDS: entomopathogenic fungi, Glycine max, microbial control,

conservation of natural enemies

Short Title: Compatibility of insecticides and entomopathogenic fungus
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3.3. INTRODUCCION

La soja (Glycine max L.) es el séptimo cultivo en términos de produccion
mundial (FAOSTAT, 2015). La produccion del mismo, en sistemas de siembra
directa, es altamente dependiente de agroinsumos, lo que histéricamente ha generado
preocupaciones acerca de su impacto ambiental (Gudynas, 2008; Pengue, 2005;
Fearnside, 2001; van den Bosch, 1978). La implementacion de programas de Manejo
Integrado de Plagas (MIP) (Kogan, 1998), la conservacion de agentes de control
natural y el uso de bioinsecticidas, contribuirian a disminuir el uso de insecticidas de
sintesis, mejorando la sustentabilidad del agroecosistema del cultivo de soja (Carmo
et al, 2010; Bueno et al, 2009). La compatibilidad entre los hongos
entomopatogenos Yy los insecticidas sintéticos resulta clave en este sentido (Todorove
etal., 1998).

Los hongos entomopatogenos son importantes agentes de control de numerosas
plagas (Carruthers y Hural, 1990). Beauveria bassiana (Metschnikoff) Sorokin y
Lecanicillium attenuatum (Zimmerman) Zare y W. Gams (Hypocreales:
Clavicipitaceae) son capaces de infectar a un amplio rango de insectos plagas bajo
condiciones naturales (Leland et al., 2005; Zare y Gams, 2001; Hajek y St Leger,
1994; Storey y Gardner, 1986) y de suprimir diferentes nematodos y hongos
fitofagos (Ownley, et al., 2009, Goettel et al., 2008). El desarrollo y la reproduccion
de los entomopatdgenos pueden ser inhibidos por insecticidas incompatibles
(Malekan et al., 2010; Alizadeh et al., 2007), por lo cual la eleccion de productos
selectivos es una importante estrategia en la implementacion de programas de MIP.
Por otra parte, diversos autores han encontrado sinergismo en aplicaciones conjuntas
de insecticidas con hongos entomopatdgenos (Alves et al., 1998a; Batista Filho et
al., 1995). Los productos compatibles pueden incrementar la eficacia de control de
dichos microorganismos, disminuyendo la necesidad de control quimico y por ende
minimizando los riesgos de contaminacion ambiental y la expresion de plagas
resistentes (Moino y Alves, 1998; Quintela y McCoy, 1998).
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En soja, las chinches fitéfagas (Hemiptera: Pentatomidae) ocasionan importantes
pérdidas de rendimiento y de calidad de granos en diversas partes del mundo (Sosa
Gomez y Moscardi, 1995; Turnipseed y Kogan, 1976). Piezodorus guildinii
(Westwood) y Nezara viridula (Linnaeus) son las especies méas dafiinas asociadas al
cultivo en Amércia del Sur (Panizzi y Slansky, 1985). Ambas son afectadas
naturalmente por B. bassiana y M. anisopliae (Tonet y Salvadori, 2002; Sosa Gomez
y Alves, 2000; Sosa Gomez y Moscardi, 1998), aunque en baja incidencia debido a la
resistencia natural que presentan (Sosa Gémez et al., 1997). En soja, B. bassiana es
un importante regulador de lepidopteros plaga, como Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) (Angel Sahagun, et al., 2005). Lecanicillium spp. infecta al
nematodo del quiste de de dicho cultivo (Heterodera glycines) (Meyer et al., 1997) y
L. attenuatum es un eficiente controlador natural de afidos y aleyrodidos en diversos
cultivos (Hall, 1981). Dado el potencial que presentan para el control de plagas, se
han desarrollado numerosos productos comerciales en base a estos microorganismos
(Alves y Pereira, 1989; McCoy y Couch, 1982). Recientemente se ha registrado una
formulacion comercial de Lecanicillium lecanii (Lecafol) en Uruguay (Paullier,
2013).

El efecto de insecticidas sobre B. bassiana y Lecanicillium spp. ha sido
ampliamente estudiado (Gurulingappa et al., 2011; Alizadeh et al., 2007; Gardner y
Storey, 1985; Clark et al., 1982) pero no se han encontrado trabajos que evaluen el
efecto de las formulaciones mezcla de piretroides y neonicotinoides cominmente
utilizadas para el control de chinches. Estos productos son ampliamente utilizados
para el control de pentatomidos, y en altas dosis, por lo que afectan a los
biocontroladores naturalmente presentes en el cultivo. El objetivo de este estudio fue
evaluar in vitro la compatibilidad de tiametoxan+lambdacialotrina,
imidacloprid+betacyflutrina, tiametoxan y triclorfon con dos cepas de los hongos

entomopatdgenos B. bassiana y L. attenuatum.
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3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Cepas e insecticidas utilizados

Se utilizaron las cepas ILB 204 de B. bassiana e ILB 257 de L. attenuatum,
proporcionadas por el Laboratorio de Bioproduccion de INIA Las Brujas, Canelones.
Estas cepas se mantuvieron en un medio solido de agar, dextrosa y papa (PDA)
esterilizado en autoclave a 25 £ 1° C y 12 horas de luz, durante 20 dias, para la
obtencion de los conidios necesarios para los bioensayos.

En el Laboratorio de Fitopatologia de la Estacion Experimental “Dr. Mario A.
Cassinoni” (EEMAC) de la Facultad de Agronomia, Paysandu, se realizaron los
bioensayos de compatibilidad de los entomopatdgenos con los insecticidas que se
detallan en la Tabla 1. Las dosis utilizadas fueron: la recomendada para el control de
chinches (DC), la mitad (0,5 DC) y el doble de la misma (2 DC) (De Olivera y
Neves, 2004), considerando un volumen de caldo equivalente a 110 litros/hectarea.
Los insecticidas, en su formulacion comercial, fueron diluidos en agua destilada

estéril.

Tabla 1. Caracteristicas de los insecticidas evaluados

Nombre - . . . e Dosis Campo

comercial Formulacién Ingrediente activo (g ia/l) Grupo quimico (g ia/ha)

Engeo 247SC  tiametoxan (141) + lambdacialotrina (10) ~ "eonicotinoide + 28,2 +21,2
piretroide

Imitrin 115SC  imidacloprid (100) + betaciflutrina (15) ~ neenicotinoide + 60,0 + 9,0
piretroide

Escorial 25SC tiametoxan (250) Neonicotinoide 56,4

Triclocib 500 SL triclorfon (500) Organofosforado 750,0

*SC: suspension concentrada, SL: concentrado soluble

3.4.2. Crecimiento miceliar

Se utilizo la metodologia propuesta por Alves et al. (1998b), mediante la cual las

diferentes soluciones insecticidas se adicionaron al medio de papa dextrosa agar
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(PDA), esterilizado en autoclave, una vez que la temperatura del mismo alcanzo los
40 £ 5 °C. El medio fue mezclado con auxilio de una barra magnética hasta su
completa homogenizaciéon. Aproximadamente 30 ml de cada uno de los medios
preparados fue vertido en placas de Petri de 9 cm de didmetro. El testigo
correspondi6é al mismo volumen de medio de cultivo sin insecticida (De Olivera y
Neves, 2004). Una vez solidificado el medio, cada placa fue inoculada con 10 ul de
una solucién de esporas (10°) en agar agua con Tween 20 al 0,02% en el centro de la
placa. Cada tratamiento fue repetido 10 veces. Las placas, selladas con parafilm,
fueron dispuestas en incubadora (24 + 1°C y 12 horas de luz), en un disefio en
bloques completos al azar, con cuatro bloques. El diametro del cultivo fue medido

con calibre en dos ejes a los 6 y 14 dias posteriores a la inoculacion (DDI).

3.4.3. Produccién de conidios

A los catorce dias posteriores a la inoculacion se extrajeron con un sacabocados
porciones de 1 cm de didmetro de cada colonia, que se colocaron individualmente en
placas de Petri de vidrio selladas con parafilm y se conservaron en heladera (4°C).
Para contabilizar los conidios, cada disco fue introducido en un tubo Eppendorf (1,5
ml) con agua destilada estéril con Tween® 80 (concentracion 80%, 0,01%v/v) y
luego de un minuto se utilizé un pincel para desprender por completo los conidios de
la superficie del disco. Se agit6 la solucion dentro del Eppendorf en Vortex durante
dos minutos, realizando las disoluciones necesarias para efectuar el conteo bajo

microscopio, en camara de recuento Neubauer (Alves et al., 1998b).

Los datos de crecimiento miceliar y produccion de conidios se expresaron como
porcentaje de inhibicion de cada cepa (Hokkanen y Kotiluoto, 1992) a través de la
formula: X= (Y- Z)/Y x 100, donde X= porcentaje de inhibicion, Y= crecimiento
miceliar/produccion de conidios del entomopatogeno en el testigo y Z= crecimiento

miceliar en el medio tratado con insecticida.

Para clasificar la compatibilidad del producto con los entomopatdgenos, se utiliz6
el modelo T (Alves et al., 1998Db), desarrollado para caracterizar la compatibilidad de

hongos entomopatogénos con productos insecticidas en estudios in vitro, en medio
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de cultivo sélido. Para ello, se calcularon los valores porcentuales promedio de
conidiogénesis y crecimiento vegetativo de las colonias de los hongos con relacién al
testigo (100%), aplicAndose para cada concentracion del producto, la formula: T =
[20(CV) + 80(ESP)]/100. Donde: T = valor corregido del crecimiento vegetativo y
esporulacion para clasificacion del producto; CV = porcentaje de crecimiento
vegetativo relativo al testigo; ESP = porcentaje de esporulacion relativo al testigo.
Los insecticidas se clasificaron por su efecto sobre los hongos entomopatégenos
segun el valor de T: 0 a 30 (muy toxico), del 31 al 45 (toxico), del 46 al 60
(moderadamente toxico) y > 60 (compatible). Los insecticidas clasificados como
muy toxicos y toxicos son considerados incompatibles y los moderadamente toxicos

se consideran moderadamente compatibles en un programa de MIP.

3.4.4. Andlisis estadistico

Se analizé el efecto de los insecticidas y las dosis sobre el crecimiento miceliar
para cada género y fecha de evaluacion (6 y 14 DDI) mediante un modelo lineal
general transformando la variable de respuesta al logaritmo natural [LN (Y + 0,5)]
para estabilizar las varianzas. Las medias entre tratamientos fueron comparadas
utilizando el test de Tukey (P< 0,05). Para el analisis de produccion de conidios
también se ajustd un modelo lineal general, y se us6 una transformacion logaritmica
[logl0 (x)] y se incluyeron las estimaciones de las distintas varianzas usando el
método de minimos cuadrados generalizados. Las medias entre tratamientos fueron
comparadas utilizando el test de Tukey Kramer (P< 0,05). Para el analisis de ambas
variables se us6 el procedimiento Mixed del Software estadistico SAS version 9.2
(SAS Institute, 2008).

3.5. RESULTADOS

3.5.1. Beauveria bassiana

A los seis dias después de la inoculacion (DDI) todos los insecticidas, a
excepcion de tiametoxan a la menor dosis evaluada (0,5 DC), inhibieron

significativamente el crecimiento miceliar de las colonias. A los 14 DDI tiametoxam
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+ lambdacialotrina en la dosis 0,5 DC y tiametoxan en 0,5 y 1 DC no afectaron

significativamente el crecimiento (P< 0,05, Tabla 2). La produccion de conidios a los

14 DDI fue afectada pos las tres dosis evaluadas de imidacloprid + betaciflutrina, las

dosis mayores de tiametoxam + lambdacialotrina (1 y 2 DC) y triclorfon en la dosis

mayor (2 DC) (P< 0,05, Tabla 2). En general, tanto el crecimiento miceliar como la

conidiogensis decrecieron al incrementar la dosis de cada insecticida evaluado.

Tabla 2. Didmetro miceliar (X + SD) 6 y 14 dias después de la inoculacion (DDI) y
produccién de conidios (X £ SD) 14 DDI de Beauveria bassiana, creciendo en PDA

con diferentes dosis de insecticidas y porcentaje de inhibicién

Beauveria bassiana

Cto. Miceliar Prod. Conidios
6 DDI 14 DDI Log1o (x) Red.
@(cm) Red. (%) @ (cm) Red. (%) (X £ SE) (%)
TESTIGO 25+0,17a - 59+0,52a - 8,46 £ 0,04a
Tiametoxan + 05DC 14+0,10bc  45% 47+046ab  20% 8,15+ 0,10ab 4%
Lambdacialotrina DC 0,9+ 0,08de 63% 1,7+ 0,16e 1% 7,71+£0,10bcd 9%

2DC 0,8+0,07de 69% 1,4 +0,14ef 7%

Imidacloprid + 0,5DC 0,9 £0,11cde  63% 1,9 +0,24de 68%

Betaciflutrina DC 0,8 +0,06de 69% 1,6 £0,17e 2%
2DC 0,6 +0,06e 75% 1,2 +0,12¢f 79%
Tiametoxan 0,5DC 19+0,15ab 23% 5,0 +0,44ab 16%

DC 1,7%0,13b 32% 43+042abc  27%
2DC 1,7+0,12b 34% 33+034bc  43%

Triclorfon 0,5DC 1,4+0,12bc 45% 2,8 £0,30cd 52%
DC 1,1+0,09d 58% 1,9+021de  69%
2DC 0,9+0,07de 65% 1,0 + 0,09f 83%

7,78 £0,10bcd 8%
725+ 12cde 14%
6,56 + 0,13ef  22%

6,42 +0,09f  24%
8,30 £ 0,36abc 2%
8,36 £ 0,47abcd 1%
7,43 £ 0,30abcdel 12%
7,95+ 0,33abcd 6%

8,23 £0,30abc 3%
6,59 +0,33def 22%

Medias en columnas seguidas por letras iguales no difieren significativamente (Tukey, P <

0,05).

DC: dosis recomendada de campo; 0,5 DC: la mitad de la dosis recomendada de campo y

2DC: el doble de la dosis recomendada de campo.
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3.5.2. Lecanicillium attenuatum

Seis y catorce dias post inoculacion, el didmetro miceliar de las colonias de L.
attenuatum no fue afectado por tiametoxan, y tiametoxam + lambdacialotrina en las
tres dosis evaluadas y por triclorfén en la menor dosis (0,5 DC). La produccion de
conidios tampoco fue inhibida por tiametoxan en las tres dosis y por triclorfon en la
dosis menor (0,5 DC) (P< 0,05) (Tabla 3). La mezcla de imidacloprid +
betaciflutrina, en las dosis evaluadas, produjo la mayor inhibicion de crecimiento

miceliar y produccion de conidios.

Tabla 3. Didmetro miceliar (X = SD) 6 y 14 dias después de la inoculacion (DDI) y
produccién de conidios (X + SD) 14 DDI de Lecanicillium attenuatum, creciendo en
PDA con diferentes dosis de insecticidas porcentaje de inhibicién

Lecanicillium attenuatum

Cto. Miceliar Prod. Conidios
6 DDI 14 DDI Logro (x) Red.
@ (cm) Red. (%) @ (cm) Red. (%) (X £ SE) (%)
TESTIGO 1,9+0,10a 38+0,25a 8,43+0,04a

Tiametoxan + 05DC 16+0,07ab 18% 30+0,16ab  20% 785+0,08c 7%
Lambdacialotrina DC 12+006c 39% 27+0,16bc  28% 765+£0,08cd 9%
2DC 1,1+005¢c 44% 22+013cd  42% 751+0,08cde 11%
Imidacloprid + 05DC 06+0,04de 67% 1,0+£0,08ef  73% 6,87 +021ef 19%
Betaciflutrina DC 06+0,04e 69% 0,8+0,07fg 79% 6,12+0,23fg  27%
2DC 06+0,04e 69% 06+0,05¢g 83% 558+020g 34%
Tiametoxan 05DC 1,8+008a 4% 34+017ab  10% 834+0,04ab 1%
DC 18zx0,11a 4% 38+0,24a 0% 824+0,06ab 2%
2DC 1,7+0,07ab 13% 34+018ab  11% 835+0,05ab 1%
Triclorfon 05DC 15 +£0,08ab 20% 28+ 0,17abc  25% 781104 abcde 7%
DC 1,3+0,08bc 29% 20+0,13d 47% 7,41+0,28 bcde 12%
2DC 08+0,04d 58% 1,2+0,08e 69% 7,01£0,23def 17%

Medias en columnas seguidas por letras iguales no difieren significativamente (Tukey, P < 0,05).
DC: dosis recomendada de campo; 0,5 DC: la mitad de la dosis recomendada de campo y 2DC: el
doble de la dosis recomendada de campo.
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3.5.3. Clasificacion de toxicidad de los insecticidas para los hongos

entomopatdgenos

De acuerdo con el modelo T de clasificacion de insecticidas para
entomopatogenos, en las dosis evaluadas, los productos a las dosis utilizadas
resultaron compatibles con las cepas de B. bassiana y L. attenuatum, excepto
imidacloprid + betaciflutrina, en la dosis mayor (2 DC). En esta dosis, la mezcla
resultd moderadamente compatible con L. attenuatum. En general, el valor T

disminuyd con el aumento de la concentracion evaluada.

Tabla 5. Clasificacion de compatibilidad entre los insecticidas, a las dosis evaluadas,
y los hongos entomopatégenos Beauveria bassiana y Lecanicillium attenuatum
(modelo T, Alves et al., 1998b).

B. bassiana L. attenuatum
Valor T Clasif. Valor T Clasif.
0,5DC 93,1 C 90,5 C
Tiametoxam +
Lambdacialotrina DC 78,7 C 87,0 C
2DC 78,2 C 82,8 C
0,5DC 74,9 C 70,6 C
Imidacloprid +
Betaciflutrina DC 67,6 C 62,2 C
2DC 64,9 C 56,3 MC
0,5DC 95,3 C 97,1 C
Tiametoxam DC 936 c 98,1 c
2 DC 81,6 C 97,0 C
0,5DC 84,9 C 89,0 C
Triclorfén
DC 84,1 C 80,9 C
2DC 65,6 C 72,6 C

MC: Moderadamente compatible; C: Compatible.

51



3.6. DISCUSION

En un programa de Manejo Integrado (MIP) en soja, resulta clave conocer la
compatibilidad de los agroquimicos utilizados comercialmente con los controladores
naturales, con el objetivo de maximizar la conservacion de los agentes presentes en
el agroecosistema o ante la posibilidad de aplicaciones con biosinsecticidas
(Cuthbertson et al., 2005) en estrategias de control bioldgico aplicado. Los efectos
inhibitorios potenciales de los insecticidas sobre los hongos entomopatdgenos varian
entre las especies, las cepas (Alizadeh et al., 2007; Anderson et al., 1989; Olmert y

Kenneth, 1974) y la naturaleza del agroquimico (Jeong y Kyu, 2007).

El crecimiento miceliar, segun diversos autores, es el estado de desarrollo de los
hongos entomopatdgenos mas sensible a la accion de los agroguimicos (Akbar et al.,
2012; Coremans Pelseneer y Tillemans, 1988; Tuset, 1985). Los resultados obtenidos
en este trabajo coinciden con dicha afirmacion, donde los insecticidas evaluados
provocaron una mayor inhibicion del crecimiento miceliar en relacion al efecto

causado sobre la produccion de conidios.

Tiametoxan, en todas las dosis evaluadas, no afecto el crecimiento miceliar de L.
attenuatum, ni la produccién de conidios de ambos hongos. En este sentido, Batista
Filho et al. (2001) encontraron, in vitro, que este insecticida no afectd el crecimiento
de Lecanicillium spp. y B. bassiana y generé una mayor produccién de conidios de
Lecanicillium spp. en relacion al testigo. Ademas, estos autores encontraron que
tiametoxan no interfirié con el potencial de in6culo de B. bassiana cuando se aplicd
en hojas de Phaseolus vulgaris previamente pulverizadas con dicho microorganismo.
La compatibilidad de tiametoxan con B. bassiana también fue indicada por Neves et
al. (2001). Sin embargo, Gurulingappa et al. (2011) encontraron que tiametoxan (50
y 100 g de principio activo por hectarea) afectd el crecimiento miceliar y la
germinacion de conidios de L. lecanii. Estas discrepancias podrian deberse a las
diferentes formulaciones utilizadas (suspension concentrada, polvo floable y
granulado dispersable) ya que el nivel de toxicidad de los insecticidas depende no

solo del ingrediente activo, sino también de los ingredientes inertes de la
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formulacion, pudiendo maximizar o minimizar el efecto toxico del principio activo
(Ware, 1994). Diferencias en la toxicidad para B. bassiana de distintas marcas
comerciales de dimetoato fueron observadas por Tamai et al. (2002), sugiriendo que
los resultados obtenidos en este trabajo no pueden extrapolarse a otros productos de

diverso origen o con diferente formulacion.

Las mezclas de neonicotinoides y piretroides, a pesar de haber causado
reducciones significativas del crecimiento miceliar y la produccién de conidios en
relacién al testigo, resultaron compatibles de acuerdo al modelo T (excepto la mayor
dosis de mezcla de imidaclorpid + betaciflutrina con L. attenuatum). Los resultados
pueden diferir cuando se evaltan los componentes de estas mezclas por separado. En
este sentido, imidacloprid resulté compatible con B. bassiana (Alizadeh, et al., 2007;
James y Elzen, 2001; Neves et al., 2001) y con Lecanicillium spp. (Panahi et al.,
2012; Gurulingappa et al., 2011; Jeong y Kyu, 2007). Sin embargo, existen
discrepancias en los resultados obtenidos con diferentes piretroides. Deltametrina
resulté incompatible con B. bassiana (Batista Filho et al., 2001) pero no afecté el
crecimiento miceliar ni la germinacion de L. attenuatum. Alfa cipermetrina y
ciflutrina resultaron compatibles con B. bassiana a pesar de haber afectado su
crecimiento miceliar (Oliveira et al., 2003).

En el presente estudio, triclorfon afectd negativamente el crecimiento miceliar de
ambas cepas, aunque debido al bajo efecto negativo en la produccion de conidios,
todas las dosis evaluadas resultaron compatibles con las mismas, de acuerdo al
modelo T. Contrariamante, existen trabajos que sefialaron efectos nocivos de
diferentes fosforados en B. bassiana. En este sentido, clorpirifés inhibid por
completo la germinacién (Oliveira et al., 2003), monocrotofos resultdé incompatible
(Batista Filho et al., 2001) y profenofos fue indicado como altamente tdxico por
Amutha et al. (2010) para dicho entomopatogeno.

Dado que los efectos de compuestos quimicos varian segun los factores
ambientales (James y Elzen, 2001), los resultados obtenidos en laboratorio y

expresados en términos de compatibilidad por el modelo T deben corroborarse a
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campo (Neves et al., 2001). In vitro los hongos son expuestos a concentraciones
méaximas de insecticidas, lo que generalmente no sucede en condiciones reales. En el
campo, luego de la aplicacion, las moléculas de agroquimicos quedan expuestas a la
accion de multiples factores climaticos, como la luz solar, aumentando la velocidad
de descomposicion de los compuestos toxicos (Ebert y Downer, 2008; Matsumura,
1982). En esas condiciones, si la detencion del crecimiento debido al insecticida es
temporal, los hongos podrian recuperarse a medida que la concentracion del agente
toxico disminuye. Por este motivo, si un producto quimico resulta selectivo en
ensayos de laboratorio, también serd selectivo en condiciones de campo. En
contraste, la alta toxicidad in vitro, aunque probablemente se manifieste también a
campo (Alves et al., 1998b), no siempre lo hard con la misma magnitud (Butt y
Brownbridge, 1997).

Teniendo en cuenta que la germinacion de conidios es el primer paso del proceso
de infeccion de los hongos a campo (Oliveira et al., 2003), evaluar la compatibilidad
de los insecticidas sobre dicho parametro resultara de gran importancia para
determinar si los mismos son compatibles con programas de MIP (Hirose et al.,
2001; Neves et al., 2001).

3.7. CONCLUSIONES

Los insecticidas mezcla de neonicotinoides y piretroides evaluados
(tiametoxan+lambdacialotrina,  imidacloprid+betacyflutrina), en las dosis
comerciales, afectaron el crecimiento y produccion de conidios de B. bassiana (ILB
204) y L. attenuatum (ILB 257). Sin embargo, de acuerdo al modelo T de
compatibilidad, en las dosis comerciales, tanto estos productos, como tiametoxan y
triclorfdn, resultaron compatibles con dichas cepas. Dado que en los bioensayos in
vitro los entomopatdgenos son sometidos a condiciones de maxima exposicion a las
concentraciones de los insecticidas, estos resultados sugieren la selectividad de estos

productos, en relacion a las cepas estudiadas, en condiciones de campo.
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4. CONCLUSIONES

El insecticida mezcla de tiametoxan+lambdacialotrina present6 la mayor eficacia
de control de chinches en ensayos parcelarios a campo, durante dos afios de
evaluacion. En 2012, con una poblacion inicial menor (promedio de 3,1 chinches por
metro), y mas heterogénea [Piezodorus guildinii (53%), Nezara viridula (17%),
Edessa meditabunda (17%) y Dichelops furcatus (13%)], las mezclas de
imidacloprid+betacyflutrina,  acetamiprid+cipermetrina,  imidacloprid+carbarily
triclorfon también presentaron eficacia de control satisfactoria (mayor a 80%). En
2013, con una poblacidn inicial mayor (promedio de 6,5 chinches por metro), con
predominio de P. guildinii (92% del total de las especies) y un alto porcentaje de re-
infestacion, solo la mezcla de tiametoxan+lambdacialotrina manifestd una efectiva
reduccion de chinches, en comparacion con el testigo sin aplicacion de insecticidas.
Los neonicotinoides (imidacloprid y tiametoxan), en las dosis estudiadas, no fueron
eficaces para el control de chinches.

Los efectos de los insecticidas sobre predadores generalistas de habito aéreo,
evaluados durante los dos afios en ensayos parcelarios a campo, no fueron
consistentes. Las arafias predominaron durante ambos afios de estudio, superando el
70% del total de predadores. La mezcla de tiametoxan+lambdacialotrina, 2 y 6 dias
post aplicacion de insecticidas en 2012 y en todas las fechas de evaluacion de 2013

tuvieron efectos negativos sobre los artropodos predadores.

En los ensayos de laboratorio, el porcentaje de emergencia de Telenomus podisi
(larvas desarrollandose dentro de posturas de P. guildinii sumergidas en las
diferentes soluciones de los insecticidas), resultd afectado negativamente por las
mezclas de neonicotinoides+piretroides y triclorfon. Estos resultados no fueron
ratificados a campo, donde la emergencia de T. podisi dispuestas en vainas del
estrato medio del follaje de la soja no resultdo afectada significativamente por
ninguno de los insecticidas, a las dosis recomendadas comercialmente para el control

de chinches en soja. No fue evaluado el impacto sobre la fase adulta, de vida libre, de
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los parasitoides, lo que se sugiere como una informacion complementaria importante

al presente estudio.

Tiametoxan+lambdacialotrina, imidacloprid+betacyflutrina y triclorfon, en las
dosis comerciales recomendadas para el control de chinches en soja, afectaron el
crecimiento miceliar de Beauveria bassiana (ILB 204) y Lecanicillium attenuatum
(ILB 207) a los 14 dias luego de que los mismos fueron inoculados en medio sélido
(PDA) con el agregado de los insecticidas. Tiametoxan, en las dosis comercial
recomendada no inhibio6 la produccién de conidios de ambas cepeas y triclorfén, en
la dosis comercial, no afectd la conidiogénesis de L. attenuatum. El crecimiento
miceliar fue la fase de desarrollo de los hongos mas sensible al efecto de los
insecticidas. Siguiendo el modelo T de compatibilidad, todos los insecticidas
evaluados resultaron compatibles a las dosis recomendadas para el control de
chinches en soja con las cepas en estudio. El efecto de los insecticidas sobre la
germinacién de los conidios no fue evaluado, considerdndose un punto importante

para ser estudiado en futuros ensayos.

Este estudio confirma la limitada disponibilidad de opciones eficaces disponibles
para el control de chinches en soja, en las condiciones de evaluacién a campo de
estos dos afios. En contrapartida, los resultados son alentadores en relacién a los

impactos sobre los biocontroladores comunes del ambiente de ese cultivo.
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