Estudio de compatibilidad “in vitro” de 1os

productos Oleonim 80, Neonim 60 y Azadirachtin frente a biocontroles

de origen bacteriano

Resumen

El INIFAT (Instituto de Investigaciones Fundamen-
tales en Agricultura Tropical “Alejandro de Humboldt”;
lleva afios de investigacion en el arbol del Nim (Aza-
dirachta indica. Juss). Productos como OLeonim- 80 y
Neonim- 60, entre otros se elaboran en la planta piloto
de este Instituto. La utilizacién correcta de estos for-
mulados y su vinculaciéon con otros bioplaguicidas ha-
ran nuestra agricultura mas ecologica. En el presente
trabajo estudiamos “in vitro”, por el método de inhibi-
ci6n zonal en placa la compatibilidad de los productos
Oleonim -80, Neonim -60 y Azadirachtin (de factura ex-
tranjera), a las dosis recomendadas frente a los biorre-
guladores: Bacillus thuringiensis (insecticida), Bacillus
subtilis (fungicida-bactericida), Pseudomona fluorecens
(bactericida) y Bulkholderia cepacea (fungicida). Los re-
sultados evidenciaron que Bacillus thuringiensis mostré
mayor sensibilidad frente a lo tratamientos realizados.
Bacillus subtilis fue inhibido por la accién de Azadira-
chtin, mientras que con los productos OLeonim-80 y
Neonim-60 fue compatible, al igual que los biocontro-
les Pseudomonas fluorescens y Bulkholderia cepacea,
quienes ademas no mostraron sensibilidad con el Aza-
dirachtin a las dosis recomendadas. Neonim-60 mostrd
menor accion inhibitoria que el resto de los plaguicidas.
Oleonim-80 tuvo ocasionalmente accién inhibitoria no
diferenciada significativamente con el Azadirachtin pro-
ducto de peor comportamiento.
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Introduccién
EL arbol del Nim (Azadirachta indica A.Juss) se
inserta en la agricultura cubana con todas sus potencia-

lidades en el combate contra las plagas, haciendo de ella
una agricultura més ecolbgica. La planta puede ofrecer
un gran namero de subproductos altamente competi-
tivos con los insecticidas sintéticos. Diferentes ensayos
han corroborado ademéis su efectividad inhibidora “
in vitro “ frente a hongos fitopatégenos (Ortiz et al .,
2000; Zayas et al., 2000) , y su compatibilidad con hon-
gos entomopatogenos (Lopez et al. ,1996).

La efectividad biolégica de sus principios activos
como insecticida, nematicida y acaricida ha sido avalada
por el trabajo de eminentes cientificos a nivel mundial.
Ellos actian como repelente, antialimentario, regula-
dores del crecimiento, inhibidores de la oviposicion y
provocan la muerte de éstos por su accion directa. Plagas
como Bemisia tabaci, Diaphania hyalinata, Diadrotica
balteata, Plutella xylostella, Spodoctera frugiperda,
Mocis latipes y Thrips tabaci, entre otras, son suscep-
tibles a la accién de estas sustancias activas ( Pereira et
al ., 1994; Schmutlerer, 1994; Taveras, 1994; Chiang et
al ., 1996).

El INIFAT lleva afios de investigacién con el arbol
del Nim. Los trabajos han estado encaminados al esta-
blecimiento del cultivo, asi como introduccion y elabo-
racion de una tecnologia cubana para la produccién de
plaguicidas a partir de sus materias primas. Productos
como Oleonim 80, Neonim 60, entre otros se elaboran
en la planta piloto de este Instituto, cuya accioén insecti-
cida ha sido avalada por otros trabajos de investigacion
( Zequeira et al., 1996; Estrada etal ., 1996, 1998).

La utilizacién correcta de los formulados a partir del
arbol de Nim y su vinculacion con otros bioplagicidas ha-
ran nuestra agricultura més ecoldgica y sostenible. En el
presente trabajo estudiamos la compatibilidad “in vitro
“de los productos Oleonim 80 , Neonim 60 y Azadira-
chtin ( de factura extranjera) , a las dosis recomendadas
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frente a bioreguladores de origen bacteriano utilizados
en el control de insectos, bacterias y hongos.

Materiales y métodos

En el ensayo se utilizaron los bioplaguicidas de ori-
gen botanico, elaborados en la planta piloto del INIFAT;
Oleonim 80, Neonim 60y Azadirachtin (SIPCAM-
INAGRA) Espana, a las dosis recomendadas: 5cc/ 1 de
aguay 10 cc/ 1 de agua. Ademés se empleo como variante
el producto puro, con el objetivo de medir la magnitud
de la interrelacion producto- microorganismo.

Los biocontroles utilizados fueron Bacillus thu-
ringiensis; cepa LBT-13 y LBT- 24 (insecticida),
Bacillus subtilis (funguicida- bactericida), Pseudo-
monas fluorescens (bactericida) y Burkholderia
cepacea (funguicida); procedentes del laboratorio de
bacteriologia del INTFAT.

Se prepararon por cada organismo microbiano, 9 er-
lenmeyers que contenian 20 ml de medio LPGA (extracto
de levadura- peptona- glucosa- agar) licuado, a los que se
le adicionaron 0,5 ml de la suspensiéon bacteriana de los
biocontroles ala concentraciéon de 10"/ ml. Posterior-
mente fueron agitados para homogenizar el medio y se
vertieron en placas petris de 15 cm de didmetro. Cuando
se solidificd por el Método de Inhibicién Zonal en pla-
ca (Mariano, 1993), se realizaron cuatro pozos por placa,
adicionandole en cada pozo 0,5 ml de la disolucion Azadi-
rachtin, Oleonim 80 y Neonim 60 a las dosis empleadas,
producto puro y agua destilada y estéril como control.

Las placas se colocaron en incubadora a 28 °C reali-
zandose las mediciones de los halos de inhibicién a las
24, 48 y 72 horas. Se seleccionaron las mediciones obte-
nidas a las 72h. para el anélisis.

El experimento se realizé dos veces y se replico tres
veces por cada tratamiento.

Los datos se procesaron de acuerdo a un Anova y las
medias se compararon por la prueba de Duncan al 5%.

Resultados y discusion

La accion a las cepas de Bacillus thuringiensis
frente de los productos Azadirachtin, Oleonim-80 y
Neonim-60, fue diferente. La cepa LBT-13 mostr6
menor sensibilidad que la cepa LBT-24, cuyos halos de
inhibicion por la acciéon del Oleonim-80 y Neonim-60
llegaron a ser mas amplios que los observados en la
cepa LBT-13. El tratamiento con Azadirachtin mantuvo
mas uniformidad en su comportamiento frente a estas
dos cepas microbianas, Tabla 1y 2.
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Los tratamientos Oleonim-80 y Neonim-60, difi-
rieron significativamente de Azadirachtin, a las dosis
recomendadas frente a la cepa LBT-13, (Tabla 1). El halo
de inhibicién fue aumentando a medida que las dosis de
los productos se hicieron mayores; en este sentido s6lo
el Azadirachtin mostr6 diferencias significativas entre
dosis. Neonim-60 mantuvo igual comportamiento entre
las dosis y aunque la inhibicién fue mayor con el producto
puro no difirieron significativamente entre si. La accién
inhibidora del Azadirachtin a la dosis 5 cc/1 de agua fue
mayor que la del Neonim-60 producto puro, e igual que
la del Oleonim-80, a esta misma concentracion, ello
evidenci6 la accion tan severa de este producto.

La accion inhibidora de los productos utilizados
fue méas notoria frente a la cepa LBT-24, (Tabla 2).
Neonim-60 producto de mejor comportamiento fue
capaz en su estado puro de originar sensibilidad sobre
LBT-24 similares a los originados por Azadirachtin
a la dosis de 5cc/1 de agua frente a LBT-13, lo que evi-
denci6 lo antes expuesto, Los resultados obtenidos con
Oleonim.80 fueron intermedios a los del Azadira-
chtin y el Neonim-60, productos que presentan dife-
rencias significativas a las mismas dosis.

Dosis Azadirachtin Qleonim-80 | Neonim-60
5cc/ldeH0 17 b 815 d 900 d
10cc/ldeH:0 2.18a 850 o 900 cd

Puro 2200 1700 b 1200 ¢
Agua(control) 0 e 0 e 0 e

TABLA 1.- SENSIBILIDAD DE BACILLUS THURINGIENSIS, CEPA LBT-13

A LOS TRATAMIENTOS, HALO DE INHIBICION EN ML.
Significativo para > 0.001

Letras con medias comunes no difieren significativamente

Dosis Azadirachtin Qleonim-80 | Neonim-60
5cc/ldeH:0 117 bed 1677 cde | 1450 e
10¢c/Ide H:0 2200bc 1942 bede | 1600 de

Puro 2887 a 144 b 1700 cde
Agua(control) 0 f 0 fl 0 f

TABLA 2.- SENSIBILIDAD DE BACILLUS THURINGIENSIS, CEPA LBT-24

A LOS TRATAMIENTOS, HALO DE INHIBICION EN ML.
Significativo para p>0.001

Letras con medias comunes no difieren significativamente

Los resultados demostraron que los productos obte-
nidos en el INIFAT, Oleonim-80 y Neonim-60 a las do-
sis indicadas para la lucha contra las plagas inhibieron
las cepas de Bacillus thurigiensis, LBT-13 y LBT-24,
pero en todos los casos siempre menor que cuando se
uso el Azadirachtin, producto cuyo solvente lo constitu-
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ye la Nafta. Lopez et al. (1996) demostraron la incompa-
tibilidad “in vitro” de los extractos obtenido a partir de
la semilla del Nim y algunos de sus formulaciones a dife-
rentes concentraciones frente a Bacillus thuringien-
sis (cepa LBT-24). Sin embargo Hellpap y Zebitz (1986)
lograron controlar al mosquito Aaedes aegypti con la
mezcla de los extractos de Nim y la cepa israelensis de
este microorganismo.

Bacillus subtilis biorregulador de reconocida ac-
cion fungicida y bactericida (Baker et al., 1984; Pusey et
al., 1984; castellano et al., 1995; Rodriguez et al.; 1995;
Loépez. M. et al., 1996 y Rodriguez et al., 2001); mostr6
sensibilidad s6lo con Azadirachtin, la inhibicién fue ma-
yor a medida que aumento la dosis, hubo diferencia sig-
nificativa entre el estado puro del producto y la dosis de
5 cc/lde agua, Tabla 3.

Dosis Azadirachtin Oleonim-80 | Neonim-60
5¢c/lde K0 1164 b 0 0
10¢c/IdeH:0 1384 ab 0 0

Puro 1620 a 0 0
Agua(control) 0 ¢ 0 0

TABLA 3.-SENSIBILIDAD DE BACILLUS SUBTILIS A LOS TRATAMIENTOS,

HALO DE INHIBICION EN ML.
Significativo para p>0.001

Letras con medias comunes no difieren significativamente

Los biocontroles Pseudomonas fluorescens y Burkl-
holderia cepacea con accién bactericida y fungicida res-
pectivamente (Rodriguez et al., 1996 y Rodriguez et al.,
1997); fueron compatibles con los productos usados alas
dosis recomendadas. S6lo Azadirachtin en la variante
de producto puro fue capaz de inhibir el crecimiento de
estas cepas, pero nunca en la magnitud de las restantes
cepas estudiadas (Tabla 4 y 5).

Dosis Azadirachtin Qleonim-80 Neonim-60
5cc/ldeH:0 0 0 0
10cc/ | de H:0 0 0 0

Puro 6.5 0 0
Agua(control) 0 0 0

Dosis Azadirachtin QOleonim-80 | Neonim-60
Scc/ldeH:0 0 0 0
10cc/ I de H0 0 0 0

Puro 6.5 0 0
Agua(control) 0 0 0

TABLA 4.- SENSIBILIDAD DE PSEUDOMONAS FLUORESCENS A LOS
TRATAMIENTOS, INHIBICION EN ML.

Significativo para p>0.001

Letras con medias comunes no difieren significativamente
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TABLA 5.- SENSIBILIDAD DE BURKHOLDERIA CEPACEA A LOS TRATA-

MIENTOS, INHIBICION EN ML.
Significativo para p>0.001

Letras con medias comunes no difieren significativamente

Conclusiones

Bacillus thuringiensis en cualquiera de las dos
cepas utilizadas mostr6 mayor sensibilidad a los trata-
mientos utilizados que el resto de los biocontroles

La cepa LBT-24 de Bacillus thuringiensis fue
maés sensible a los tratamientos que la cepa LBT-13.

Bacillus Subtilis fue inhibido por la accion
del Azadirachtin, mientras que con los productos
OLeonim-80 y Neonim-60 fue compatible.

Pseudomonas fluoresens y Burkholderia ce-
pacea fueron compatibles con los tratamientos a las
dosis recomendadas, s6lo fueron sensible al estado puro
de Azadirachtin.

Neonim-60 mostré menor acciéon inhibidora que
el resto de los plaguicidas. Oleonim-80 tuvo ocasio-
nalmente accion inhibidora no diferenciada significa-
tivamente con el Azadirachtin, producto de factura
extranjera que mantuvo el peor comportamiento en to-
dos los analisis.

Los tratamientos empleados mostraron mayor ac-
cién inhibidora a medida que las dosis aumentaron €
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