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RESUMEN

Se realiz6 un estudio con hembras y machos adultos de Culex quinquefasciatus
Say provenientes de una poblacién de Torredn Coahuila, con la finalidad de
observar las lineas de respuesta en tiempo letal (TL) al entomopatégeno
Metarhizium anisopliae. Los moquitos fueron expuestos durante 24 h, 48 hy
durante todo su estado adulto al entomopatdégeno. Las hembras mostraron
mayor presencia del entomopatdégeno que los machos. El Tiempo de exposicion
de 24 h fue el que mayor numero de mosquitos con presencia del
entomopatégeno mostré 22.7%. Mientras que el tiempo de exposicion de 48 h

mostré la linea de respuesta con el menor TL.

Palabras clave: Culex quinquefasciatus, Metarhizium anisopliae, Lineas de

respuesta, Tiempo Letal.
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1.- INTRODUCCION

Los dipteros forman uno de los 6rdenes mas grandes de insectos, son
muy abundantes y se encuentran en todas partes excepto en zonas muy frias.
Este orden incluye mosquitos vectores de enfermedades de importancia en
salud publica (Triplehorn & Johnson, 2005).

Comprenden numerosas especies y aunque la mayoria de ellas se
alimentan durante la noche, hay especies excesivamente molestas durante el
dia. Se pueden reproducir en grandes poblaciones sobre cualquier tipo de agua
estancada, dulce o salobre, limpia o contaminada. En muchas areas del mundo
entran con facilidad a las habitaciones y trasmiten patéogenos al hombre,
particularmente en los tropicos humedos (Siller et al., 2010)

Las enfermedades transmitidas por mosquitos, han ocasionado a lo largo
de la historia millones de muertes y muchas de ellas contindan siendo hoy en
dia problemas de salud prioritarios especialmente en tropicos y subtrdpicos.
Diversos factores como el cambio climatico, la colonizacibn humana de nuevos
ambientes, el mercado internacional, la transportacibn moderna, entre otros,
favorecen la posibilidad de que se establezcan poblaciones de vectores
exoticos y que circulen patdogenos en areas que previamente se encontraban
libres de ellos (Mufioz et al., 2006).

En la ultima década, ha aumentado el interés por utilizar estrategias
creativas de control de vectores para afrontar el problema de las enfermedades
transmitidas por ellos, aplicando medidas adecuadas que provoquen menor

impacto en el ambiente, y que éstas sean de bajo costo, efectivas y de facil



ejecucion, ademas que se adapten a la situacion local y que permanezcan en el
medio por largos periodos (Patz et al., 2004).

El control biolégico de mosquitos adquiere cada dia mayor importancia,
debido al interés en el mundo por reducir al maximo el uso de los insecticidas
sintéticos, y de éste modo contribuir a la proteccion del ambiente (Kumar y
Hwang, 2006; Kosiyachinda et al., 2003).

En la Comarca Lagunera, no existen estudios sobre control biologico de
mosquitos, por lo anterior es importante contar con datos que sirvan como base
para el control biolégico de especies importantes en la region como lo es

Culex quinquefasciatus Say.

Objetivo
Evaluar la efectividad del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae

en el control de Culex quinquefasciatus Say.

Hipotesis
El hongo entomopatdogeno Metarhizium anisopliae controla

eficientemente adultos de Culex quinquefasciatus Say.



2.- REVISION DE LITERATURA

2.1.- Caracteristicas generales de los mosquitos

La familia Culicidae es un grupo bastante grande, abundate, bien
conocida e importante. Los adultos pueden reconocerse por la venacion
caracteristica de las alas, las escamas a lo largo de la venacion de las alas, y
por lo largo de la proboscis (Triplehorn y Johnson, 2005).

Las larvas son acuaticas y su medio favorable son las aguas
estancadas, la pupa es movil y acuatica, el estado adulto es terrestre (Coronado

y Marquez, 1972).

2.2.- Importancia de los mosquitos

Los mosquitos de la familia Culicidae constituyen el grupo de insectos
mas importante a nivel mundial desde el punto de vista médico y veterinario, el
habito hematdéfago de las hembras los convierte frecuentemente en problemas
sanitarios serios, ya que a través de su picadura pueden trasmitir varios
agentes patdgenos causantes de enfermedades a vertebrados (Mufioz et al.,
2006).

Los mosquitos actuan como reservorios y vectores de enfermedades
tales como malaria o paludismo, dengue, fiebre amarilla, varias encefalitis y

filariasis (Marina et al., 2005).



2.3.- Enfermedades transmitidas por mosquitos

2.3.1.- Dengue

El continente americano ha sido uno de los mas afectadas por el dengue
en su forma mas grave. Esta enfermedad causada por el virus del dengue y
transmitida por mosquitos del género Aedes principalmente, fué descrita por
primera vez en 1780 por Benjamin Rush, en Filadelfia, Pensilvania, Estados
Unidos de América (Kouri, 2006).

Durante tres décadas, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha
recomendado la clasificacién del dengue en: Fiebre por Dengue (FD) y Fiebre
Hemorragica por Dengue (FHD) con o sin shock. En los ultimos afios se han
realizado investigaciones que han encontrado una mejor forma de clasificar la
enfermedad e identificar los signos de alarma utiles para mejorar el manejo de
casos de dengue, actualmente se clasifica a esta enfermedad como dengue y
dengue grave (Barrena, 2010).

El dengue, se divide en dengue asintomatico y dengue sintomatico. La
clasificacion de sintomatico permite identificar tempranamente al enfermo que
puede evolucionar a dengue grave, utilizando en ellos la administracion
temprana de liquidos endovenosos, mejorando sustancialmente el prondstico
del paciente. Los criterios para el diagnostico de dengue grave son los
siguientes: escape severo de liquidos, expresado por la presencia de shock y/o
por dificultad para respirar, hemorragias severas, dafio severo de o6rganos,

hepatitis, afectacion del sistema nervioso, problemas cardiacos (Barrena, 2010).



2.3.2.- Fiebre amarilla

La fiebre amarilla es un sindrome de fiebre hemorragica ocasionada por
un flavivirus, el virus de la fiebre amarilla, que es transmitido por mosquitos del
los géneros Aedes y Haemagogus. Esta enfermedad ha ocasionado epidemias
importantes en los continentes americano, africano y europeo. El periodo de
incubacién de este virus es de tres a seis dias, ocasiona una mortalidad del
20% y no tiene preferencia por edades ni por género (Gongora, 2004).

El género Aedes esta involucrado en la transmision urbana y Hemagous
en la transmisién selvatica. Después de seis dias de incubacion la persona
puede presentar un sindrome febrilicterohemorragico, caracterizado por fiebre,
ictericia, diactesis hemorragica, hemorragia digestiva alta, insuficiencia renal y

alteracion miocardica (Monath, 1994).

2.3.3.-Malaria o paludismo

La malaria es la enfermedad parasitaria mas importante en los humanos
ya que es endémica en mas de 100 paises alrededor del mundo y afecta
principalmente la edad pediatrica, ocurriendo mas de un millon de muertes por
afo. La infeccién se produce cuando hembras del género Anopheles inoculan
esporozoitos del parasito, localizados en sus glandulas salivales al torrente
sanguineo del paciente (Salamanca, 2005).

Sus manifestaciones clinicas mas importantes son fiebre, escalofrios y
dolor de cabeza, y cuando progresa la enfermedad, ictericia entre otras. Las
caracteristicas clinicas mas especificas y la gravedad de la enfermedad

depende de la especie del género Plasmodium involucrado en su transmision,



siendo la enfermedad trasmitida por P. falciparum la mas grave vy

eventualmente mortal (Vargas 2003).

2.3.4.- Encefalitis causada por el virus del Oeste del Nilo (VON)

El VON pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae y es
transmitido por artropodos en un ciclo que involucra a mosquitos y aves.
Aparecio por primera vez en Estados Unidos de América y se ha documentado
su circulacion en México (Weissenbok et al 2003). Especies del genero Culex,
son vectores importantes en varios paises sin embargo Culex quinquefasciatus
es considerado como el principal vector (Hayes et al 2005., Sardelis et al.,
2001).

Su ciclo natural incluye la participacion de aves silvestres y domésticas,
migratorias y residentes, las cuales tienen el papel de reservorios y amplifican
de manera eficiente las poblaciones Vvirales. Estos mosquitos son
principalmente ornitofilicos, los humanos y otros mamiferos se consideran
hospedantes incidentales, estos ultimos no son capaces de amplificar el virus
ocasionando viremias bajas. La mayoria de los pacientes infectados (80%) no
presenta sintomas, el 20% restante desarrolla una fiebre muy similar a otras
fiebres causadas por virus, como el dengue y el virus de la influenza. Menos del
1% de los pacientes desarrolla sintomas neurologicos variables, desde una
rigidez occipital y desorientacion, hasta una pardlisis flacida aguda,

meningoencefalitis y muerte (Hayes et al 2005).



2.3.5.- Encefalitis equina venezolana

La encefalitis equina venezolana es una enfermedad que afecta a
caballos, mulas y burros y es causada por un alfavirus que solo se encuentra en
América. Este virus puede transmitirse a las personas por medio de la picadura
de mosquitos y ocasionalmente causar epizootias y epidemias (Ruiz 1997).
Dentro de las especies capaces de transmitir el VEEV, tenemos Culex, Aedes,
Mansonia, Anopheles. Culex mantiene la transmision de los virus enzooticos en
la naturaleza, mientras que los epizodticos son transmitidos otros mosquitos
(De la Hoz, 2000).

Hay muchas especies de mosquitos que pueden transmitir este virus el
virus se transmite por la picadura de un mosquito infectado, por lo cual es
capaz de causar una amplia infeccién, generalmente la enfermedad inicia
repentinamente con cefalea intensa, fiebre, escalofrios dolor retroocular,
nausea y vomitos. Las infecciones en un 80% de los pacientes son leves y
duran de tres a cinco dias. Después de unos pocos dias de fiebre en muchos
casos el curso febril puede mostrar signos que afectan al sistema nervioso
central, los cuales van desde la somnolencia hasta la encefalitis franca con

desorientacion, convulsiones, paralisis y muerte (De la Hoz, 2000).

2.3.6.- Filariasis

La filariasis producida por el nematodo Mansonella ozzardi se presenta
en el continente americano, en las selvas tropicales como la cuenca del
Amazonas afectando diversos paises como Bolivia, Brasil Colombia, Islas del

Caribe, México, Panama, Peru y Venezuela (Zerpa y Chuquicafa, 2007).



Se describe por primera vez en Peru, los parasitos adultos que miden
entre tres y siete cm de largo x 0.21 a 0.25 mm de diametro, la hembra tiene
mayor tamano, la microfilaria mide 200 ym de largo. Es transmitida por la
picadura de mosquitos del género Culex principalmente (Zerpa y Chuquicana,
2007).

Las microfilarias circulan en la sangre, con frecuencia causan eosinofilia
elevada, también se han encontrado en biopsias de piel, se conocen
descripciones de casos con adenopatias y algunos con linfoedemas y
linfadenitis. El diagndstico se establece por la deteccion de microfilarias en la
sangre (Zerpay Chuquicana, 2007).

2.4.- Clasificacion taxondmica
De acuerdo con Triplehorn & Johnson (2005).
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Atelocerata
Clase: Hexapoda (Insecta)
Subclase: Pterygota
Orden: Diptera
Suborden: Nematocera
Infraoerden: Culicomorpha
Superfamilia: Culicoidea
Familia: Culicidae

Género: Culex
Especie: Cx. quinquefasciatus Say

2.5.- Caracteristicas de Culex quinquefasciatus Say

2.5.1.- Huevo

Los huevos de Cx. quinquefasciatus son colocados en balsas ovales

formadas por numerosos huevos, fijados con materia adhesiva en masas de



100 o mas que normalmente eclosionaran de 24 a 30 horas después de ser

ovipositados (Larrick & Connelly, 2009).

LIMIVETSTIY O F BTOTTU
Figura 1. Huevos de Cx. quinquefasciatus (Universidad de Florida).

2.5.2.- Larva

La cabeza de la larva es pequefia y negra volviéndose mas oscura hacia
la base. Los cepillos de la proboscide tienen largos filamentos amarillos que
sirven para filtrar materiales organicos. El abdomen consta de ocho segmentos
mas el sifén respiratorio. Cada segmento tiene un patron unico de setas, el sifon
respiratorio se encuentra en la parte dorsal del abdomen y es cuatro veces mas
largo que ancho con multiples setas. Sobre la regién ventral del abdomen se
encuentran cuatro papilas anales largas, que sobresalen a partir de la parte

posterior final del mismo (Larrick & Connelly, 2009).
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Figura 2. Larva de Cx. quinquefasciatus (Universidad de Florida).

2.5.3.- Pupa

La pupa tiene forma de coma y consta de un térax y cabeza fusionados
(cefalotorax) y el abdomen. El color del cefalotérax varia de acuerdo al habitat y
se ensombrece en la parte posterior. Las trompetas que sirven para la
respiracion conforme se alejan del cuerpo se amplian y cambian de color. El
abdomen tiene ocho segmentos, los cuatro primeros son oscuros con la parte
posterior mas clara, la parte terminal del abdomen es traslucido y robusto con

dos setas pequefas hacia el apice (Larrick & Connelly, 2009).

Figura 3. Pupa de Cx. quinquefasciatus (Universidad de Florida).
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2.5.4.- Adulto

El adulto varia en longitud de 3.96 a 4.25 mm, presentando una
coloracion café con probdscide, torax, alas y tarsos mas oscuros que el resto
del cuerpo. La cabeza es café claro con la parte media mas traslucida. Las
antenas y la probdscide tienen la misma longitud, excepto en algunos casos,
donde las antenas son ligeramente mas cortas que la probdscide. El flagelo
tiene trece segmentos con coloraciéon similar. Las escamas que cubren el torax
son estrechas y curvas. Los segmentos del abdomen tiene bandas palidas
estrechas y redondeadas en la parte basal de cada terguito, las bandas tienen

forma de media luna (Larrick & Connelly, 2009).

W .
University of Florida

Figura 4. Adulto ¢ Cx. quinquefacsiatus (niversidad de Florida).

2.5.5.- Habitos alimenticios

Es una especie marcadamente antropofilica, aunque varios autores
sefialan una acentuada ornitofilia (Almirén et al., 1995). Se encuentra a
menudo dentro de las casas y las hembras se alimentan de sangre en avesy
en humanos, especialmente justo después del atardecer (Tiawsirisup y

Nithiuthai, 2006). Los machos y algunas veces las hembras, se alimentan de



12

una gama de néctares que consisten en su mayor parte de hidratos de carbono

y aminoacidos (Vrzal et al., 2010).

2.5.6.- Habitat

Es comun en ambientes urbanos y suburbanos (Fonseca et al., 2006).
Los estados inmaduros se desarrollan en depdsitos de agua y los criaderos son
variados, constituidos por aguas con un alto grado de contaminacion,
abundante contenido de materia organica, con detritos en proceso de
fermentacion, en ambientes sombreados lénticos, cercanos al ambiente

domiciliario (Salazar y Moncada, 2004).

2.5.7.- Distribucion Geografica

Habita en regiones tropicales y subtropicales (Salazar y Moncada, 2004).
Abunda principalmente en América, Africa tropical, Medio y Lejano Oriente, Sur
de Asia, Nueva Guinea, Australia y el Sur de los Estados Unidos, aunque
existen zonas de intergradacion (Norteamérica, Norte del Japon, Suroriente de
Australia, Medio Oriente, area central de Argentina, entre los 30° y los 33° de
latitud sur). En Africa se han reportado hibridos (Almirén et al., 1995). En el
Continente Americano, presenta una amplia distribucion geografica en los
estados surefios de los Estados Unidos, asi como en el Norte de México; sobre

todo, en zonas urbanas (Marra et al., 2004).

2.6.- Control de mosquitos

Entre las medidas propuestas por la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) para disminuir la transmision de los patégenos transmitidos por Culicidae



13

se encuentra el control de éstos, para lo cual propone entre otras acciones la
necesidad de estudios sobre manejo y/o manipulacion ambiental (Chandra et
al., 2008).

Existen métodos quimicos, biolégicos y ambientales para tales propésitos
que estan dirigidos fundamentalmente a interrumpir su ciclo de vida, con la

finalidad de disminuir sus densidades de poblacion (Chandra et al., 2008).

2.6.1.- Control Quimico

El uso de insecticidas sintéticos ha sido la forma mas utilizada en los
programas de control. Los insecticidas se han empleado por mas de 60 afos,
inicialmente se usaron piretrinas, posteriormente se introdujeron insecticidas de
mayor persistencia como los oraganoclorados, carbamatos, organofosfatos y
piretroides (Phillips, 2001), los insecticidas utilizados para el control de
mosquitos vectores de enfermedades, se dividen en larvicidas y adulticidas
(Rose, 2001). Los insecticidas organofosfatos como temefés y fention,
reguladores de crecimiento de insectos como diflubenzuron y metopreno se
utilizan generalmente para el control de larvas de mosquitos (Balaruja et al.,

2009).

2.6.2- Control Biolégico

El control biolégico es una opcion importante para el control de
mosquitos, especialmente por las recientes restricciones del uso de los
plaguicidas y el cuidado del ambiente, asi como los problemas de resistencia a

insecticidas (Rey et al., 2004). Lo atractivo del uso de los agentes de control
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biolégico radica en su especificidad por el hospedante, lo que conlleva a la
minima afectacién de otras especies no blanco (Suarez et al., 2005).

Uno de los agentes de control bioldgico natural mas utilizados en
agricultura y salud ha sido la bacteria Bacillus thuringiensis, ya que cuenta con
una alta capacidad de sintetizar cristales protéicos que actuan como insecticida.
Las formulaciones hechas a base de B. thuringiensis serovar. israelensis,
constituyen el método mas ampliamente utilizado en los Estados Unidos para
el control bioldégico de mosquitos (Siegel, 2001).

Los copépodos ciclépodos, son un prometedor método de control
biolégico. Las especies de mayor talla de estos microcrustaceos depredan
larvas de primer y segundo instar de mosquitos, por lo que se ha utilizado con
éxito en diferentes paises para el control de Aedes aegypti en estanques y
recipientes artificiales (Marten et al, 1994). También se han obtenido resultados
exitosos para el control de larvas de Anopheles albimanus en criaderos
naturales (Marten et al., 1989) asi como de Cx. quinquefasciatus en criaderos
que no estén muy contaminados (Marten et al., 2000).

La utilizacion de peces larvivoros, es una estrategia importante en el
control de las larvas de dipteros hematéfagos vectores o transmisores de
enfermedades. Girardinus metallicus, (Poey 1854), es una especie endémica de
la Republica de Cuba, donde estd ampliamente distribuida en rios, arroyos,
campos de arroz, lagunas y otros lechos acuaticos (Hernandez et al., 2004). La
funcion de G. metallicus como consumidor de larvas de mosquitos en

condiciones de laboratorio ha sido estudiada por diversos investigadores que lo
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califican como un pez de gran utilidad en este tipo de control (Hernandez et al.,
2004).

Mosquitos del género Toxorhynchites, cuyas hembras no consumen
sangre, han atraido la atencidon porque sus larvas depredadoras consumen
otras especies de mosquitos, algunas de ellas vectoras de enfermedades. La
cria y liberacion de Toxorhynchites spp. para el control biolégico de mosquitos
de los géneros Aedes y Culex que habitan en recipientes, fueron probados y
utilizados durante los ultimos afios de la década de 1970 y comienzo de la
década de 1980 (Steffan y Evenhuis, 1981). Toxorhynchites rutilus, es una
especie nativa de Norte América, criada y liberada para control de mosquitos
(Focks et al., 1980, 1982,1983). Esta especie pudiese ser utilizada como un
componente mas en el manejo integrado de culicidos (Lounibos y Campos,
2002).

Algunas especies de nematodos de la familia Mermithidae, han
demostrado ser eficaces en el control de las larvas de mosquitos en
condiciones de laboratorio y campo. Estudios realizados con la especie
Romanomermis iyengari Welch han mostrado que este nematodo es capaz de
reducir altas densidades poblacionales de larvas de mosquitos de los géneros
Anopheles, Culex y Aedes en condiciones de campo (Santamarina et al., 1996;
Santamarina, 1994). El nematodo penetra en la larva perforando la cuticula con
su estilete. Después de un desarrollo parasitario de cinco a seis dias a una
temperatura de 29 °C en el interior del hospedante, emergen de las formas
posparasitarias, que mata a las larvas de mosquitos en el IV instar de desarrollo

(Santamarina y Belline, 2000).
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Se han utilizado extractos de Swertia chirata Gentianaceae contra larvas
de Ae. aegypti y Cx. Quinquefascatus. Esta planta es nativa del Himalaya
templado y se encuentra a una altitud de 1200-3000 msm (Balaruja et al.,
2009).

El hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae, fue evaluado para el
control en hembras adultas de Cx. quienquefasciatus. Los resultados
demuestran que los mosquitos adultos de Cx. quienquefasciatus son
susceptibles a Metarhizium anisopliae cuando son tratados a una dosis
adecuada, por lo tanto, se considera una de las estrategias de control biolégico
(Scholte et al., 2003).

El  género Metarhizium esta clasificado dentro del grupo
Phyalosporaceae, muy proximo al género Penicillum. Sus esporas son
alargadas y se forman en cadenas, las conidias mas jovenes de la clase del
conidiéforo, presentan una pigmentacion verde y su tamafo permite diferenciar
la especie Metarhizium anisopliae y Metarhizium flavoviridae, son importantes
enemigos naturales de muchos insectos plaga y otros artrépodos (Kaaya et al.,
1993). Uno de los primeros microorganismos que se usaron para el control de
los insectos plaga, primero se aislé por Metschnikoff en 1879. Tiene un amplio
rango de insectos hospedantes (mas de 200 especies) en la naturaleza. Su
distribucién geografica es muy amplia (OMS, 1884). No infecta animales de
sangre caliente y tampoco existen reportes de sensibilidad al mismo (Kaaya &

Munyinyi, 1995).
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2.7.-Bioensayos

Los bioensayos proveen mucha informacion sobre el estado de la
resistencia de la poblacion de insectos y sus patrones de resistencia. También
detectan con precision el nivel genotipico, diferenciando individuos resistentes
homocigéticos (Bisset 2002).

El término bioensayo, cubre todos los experimentos donde la potencia de
un insecticida se mide con referencia a una poblacion estandarizada de
insectos susceptibles. El principal objetivo del bioensayo es calcular el nivel de
estimulo necesario para obtener respuesta en una poblacion de individuos de
una misma especie (Busvine, 1971).

En pruebas de laboratorio, se encontré que los bioensayos donde se
utilizaron las lecturas de tiempo-mortalidad (TL), fueron mas sensibles en la
deteccion de cambios de susceptibilidad (Brogdon & McAllister, 1998).

Los resultados de los bioensayos, se expresan preferentemente como
lineas de respuesta (LR) log-dosis Probit, con el porcentaje de mortalidad
contra la dosis de insecticida. Cuando se tienen varias LR hacia un mismo
plaguicida en diferentes cepas de la misma especie, su ubicacion relativa sobre
el eje de las abscisas respecto al punto de interseccion de los ejes de
coordenadas, permite inferir sobre la presencia de individuos susceptibles o
resistentes segun la cepa, es decir; entre mas alejada se encuentre la LR del
punto de interseccion de los ejes de coordenadas, se puede considerar que la

cepa es mas resistente (WHO, 1992).
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Con la informacion obtenida en los bioensayos, se pueden tomar
decisiones sobre la dosis requerida para matar 50% 6 90% de una poblacion de
individuos de la misma especie, esto permite detectar el porcentaje de
mortalidad durante un periodo de tiempo, asi como la presencia de resistencia

en campo (WHO, 1992).

2.7.1.- Bioensayos realizados en Culex quinquefasciatus Say

La actividad del Bacillus sphaericus 2362 en formulacion liquida contra
larvas de Anopheles pseudopunctipennis y Cx. quinquefasciatus se probo en
bioensayos de laboratorio. Las lecturas de la mortalidad de larvas se realizaron
alas 12, 24, 48 y 72 h después de anadido Bacillus sphaericu, Se observé la
elevada susceptibilidad de Cx. quinquefasciatus a Bacillus sphaericus 2362, con
una mortalidad mayor al 90% cuando se compararon los grupos tratados y
controles (valor de p = 0.031 y 0.012 para cada tipo de agua respectivamente) a
las 48 h y con una concentracion de 1,5 x 10 11 esporas/ml (Nongrados et al.,
2000).

Se evaluaron hembras adultas de Culex quinquefasciatus con el hongo
entomopatégeno Metarhizium anisopliae, los resultados demuestran que los
mosquitos adultos de Cx. quienquefasciatus son susceptibles a Metarhizium

anisopliae, cuando son tratados a una dosis adecuada (Scholte et al., 2003).
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Ubicacion del trabajo

El sitio de colecta se localizé en el Rio Nazas, Municipio de Torredn
Coahuila, con la ubicacion de acuerdo al GPS N 25°34'14.09" y W
103°27°04.52"".

Los bioensayos se realizaron en el Laboratorio del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro” Unidad
Laguna, ubicado en el ejido San Antonio de los Bravos, Periférico Raul Lopez

Sanchez kilometro 2, CP 27059. Torredén, Coahuila, México.

3.2.- Colecta del material biolégico

Se selecciond un sitio de coleccién de muestras para el mosquito Cx.
guinquefasciatus que contara con grandes poblaciones de larvas.

Durante los meses Julio—Agosto del 2010, se colectaron larvas de tercero
a cuarto instar asi como pupas, con la finalidad de obtener la cantidad suficiente
de mosquitos adultos para realizar los bioensayos necesarios.

Se utilizaron, coladores, cubetas y cucharén de mango en las colectas,
las muestras se trasladaban al Laboratorio del Departamento de Parasitologia,
lugar donde se realizaba la separacion de pupas y larvas, depositando
solamente pupas en una cubeta para su emergencia. Las cubetas eran
cubiertas con tela nylon para evitar que los adultos que emergieran de las
pupas colectadas se escaparan. Al siguiente dia de la colecta, se realizaban los

bioensayos utilizando hembras y machos recién emergidos.
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Figura.5 Cubeta y cucharon de mango material de colecta UAAAN-UL.

3.3.- Identificacion del material bioldgico

El material biologico fue identificado en el Laboratorio de del
Departamento de Parasitologia por el Dr. Aldo Ivan Ortega Morales, Taxbnomo
Especialista en Mosquitos, profesor de la Universidad Autonoma Agraria

“Antonio Narro” Unidad Laguna, Torreon Coahuila.

3.4.-Bioinsecticida evaluado

El Bioinsecticida evaluado fue Metarhizium anisopliae var. anisopliae

Metschnikoff, producto comercial comprado en la empresa Vitagro S.A. de C.V.

3.5. Bioensayo

Los mosquitos adultos tratados (hembras y machos) fueron expuestos
durante 24 h, 48 h y durante todo su estado adulto a conidias secas de
Metarhizium anisopliae var. Anisopliae., utilizando 94, 90 y 94 mosquitos
respectivamente. Se colocaron en jaulas entomoldgicas de hierro de 27,000 cm?
cubierta con una tela de tul blanca (Fig. 6), los mosquitos se alimentaron con
una solucion de glucosa al 6% para su absorcion, colocada en algoddén en una

caja petri circundada por papel filtro. Al fondo de la jaula en la cara posterior, se
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colocé una tela negra la cual fue impregnada con 53.5 mg de conidias secas
utilizando un pequefio pincel (Fig. 7).

Los mosquitos al posarse en la tela se expusieron al entomopatdégeno
infectdndose con éste (Fig. 8). Los mosquitos se retiraron después del tiempo
de exposicion a una jaula no impregnada con el entomopatégeno. Los
mosquitos muertos fueron colocados en tubos eppendorf para observar el
posible crecimiento del hongo. Un grupo testigo fué introducido en jaulas
parecidas pero sin la aplicacion de conidias.

Los mosquitos muertos fueron observados después de siete dias con la
ayuda del microscopio estereoscopio marca Carl Zeiss para verificar si habia
presencia del entomopatdgeno, asi como para determinar el sexo de cada uno
de ellos (Figs. 9 y 10). Los mosquitos que mostraban estructuras de crecimiento

del entomopatégeno fueron registrados como afectados por el mismo. Los que

no mostraban estructuras del hongo fueron registrados como no afectados.

b - A
Figura 6. Jaula entomolégica UAAAN-UL Figura 7.impregnacioén del entomopatoégeno

UAAAN-UL
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Figura 8. Mosquitos posados en la tela con conidias UAAAN-UL.

Figura 10. Mosquito @ infectado con M. anipliae. UAAAN-UL.

3.6.- Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los bioensayos se analizaron por el método de

analisis Probit, para la cual se utilizo el programa XLstat, ingresando intervalos
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de tiempo, numero de organismos tratados y mortalidad de los mismos para

cada una de las dosis utilizadas.
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4.- RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los bioensayos con adultos de culex
qguinquefasciatus, tratados a una concentracion de 53.5 mg. de conidias de
Metarhizium anisopliae expuestos a 24 horas, se presentan en el cuadro 1y su
representacién grafica en la figura 11.

Cuadro 1. Tiempos letales de adultos de Culex quinquefasciatus
muertos con Metarhizium anisopliae 24 hrs de exposicion.

Tiempo en
Horas TL5 TL50 TL95 TL99
24 H - 1139.30h  2336.45h  2832.44h

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60

% Mortalidad
0,50

—M. 24 h

0,40
0,30
0,20
0,10

1 10 100 1000 10000

Tiempo en horas

Figura 11. Linea de respuesta tiempo-mortalidad de 20 mosquitos muertos
con Metarhizium anisopliae 24 horas de exposicion.
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Los resultados obtenidos en los bioensayos con adultos de culex
guinquefasciatus, tratados a una concentracion de 53.5 mg. de conidias de
Metarhizium anisopliae expuestos a 48 horas, se presentan en el cuadro 2 y su
representacion grafica en la figura 12.

Cuadro 2. Tiempos letales de adultos de Culex quinquefasciatus muerto
con Metarhizium anisopliae 48 hrs de exposicion .

Tiempo en
Horas TL5 TL50 TL95 TL99
48 H 221.18h 855.43h 1490.18h 1752.46h

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60

% Mortalidad
0,50

0140 el \' L8 48h

0,30
0,20
0,10

1 10 100 1000 10000

Tiempo en Horas

Figura 12. Linea de respuesta tiempo-mortalidad de 10 mosquitos muertos
con Metarhizium anisopliae 48 horas de exposicion.
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Los resultados obtenidos en los bioensayos con adultos de culex
guinquefasciatus, tratados a una concentracion de 53.5 mg. de conidias de
Metarhizium anisopliae expuestos durante todo su estado adulto, se presentan
en el cuadro 3 y su representacion grafica en la figura 13.

Cuadro 3. Tiempos letales de adultos de Culex quinquefasciatus

muertos con Metarhizium anisopliae expuestos durante todo
su estado adulto.

Tiempo en
Horas TL5 TL50 TL95 TL99

Estado adulto  473.12h  1919.25h  3366.18h 3965.10h

% Mortalidad 0

—M.72 h

1 10 100 1000 10000

Tiempo en horas

Figura 13. Linea de respuesta tiempo-mortalidad de 10 mosquitos tratados
con Metarhizium anisopliae expuestos durante todo su estado
adulto.
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Los resultados obtenidos en los bioensayos con adultos de culex
guinquefasciatus, tratados a una concentracion de 53.5 mg. de conidias de
Metarhizium anisopliae expuestos a 24 horas, 48 horas y durante todo su
estado adulto se presentan en el cuadro 4 y su representacién grafica en la
figura 14.

Cuadro 4. Tiempos letales de adultos de Culex quinquefasciatus

muertos con Metarhizium anisopliae expuestos a24 h,48 hy
durante todo su estado adulto.

Tiempo en
Horas TLs TLso TLos TLoo
24 H - 1139.30h 2336.45h 2832.44h
48 H 221.18h 855.43h 1490.18h 1752.46h

Estado adulto  473.12h  1919.25h 3366.18h 3965.10h

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60

% Mortalidad
0,50

e [\ 24

0,30
0,20
0,10

M. Fa

1 10 100 1000 10000

Tiempo en Horas

Figura 14. Linea de respuesta tiempo-mortalidad muertos con Metarhizium
anisoplae expuestos a 24 h, 48 h y durante todo su estado adulto.
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5.- DISCUSION

Las lineas de respuesta son el resultado de los mosquitos que murieron
y presentaron infestacion del entomopatogeno, de 88 mosquitos expuestos
durante 24 h y luego retirados de la jaula de exposicion a una de reposo
unicamente mostraron presencia del entomopatégeno 20. De 90 mosquitos
expuestos durante 48 h y luego retirados de la jaula de exposicion a una de
reposo Unicamente mostraron presencia del entomopatdgeno 10. De los 94
expuestos durante todo su estado adulto en la jaula con impregnacion del
entomopatogeno, 10 unicamente mostraron presencia del mismo.

Los tiempos de exposicion mas largos fueron los que menos mosquitos
con presencia del entomopatdégeno presentaron. Sin embargo el tiempo de
exposicion de 24 hrs fué el que mayor numero de mosquitos con presencia del
entomopatoégeno presento.

Contrario a lo esperado, los mosquitos que presentaron mayor presencia
del entomopatoégeno fueron principalmente hembras. En 24 h de exposicion de
los 20 mosquitos con presencia del entomopatégeno todos eran hembras, en el
bioensayo donde se mantuvieron por espacio de 48 h de exposicion, de los 10
mosquitos muertos con presencia del entomopatdégeno ocho eran hembras y
dos machos, en el bioensayo en que los mosquitos fueron expuestos durante
todo su estado adulto, de los 10 con presencia del entomopatdégeno ocho eran
hembras y dos machos.

Los tiempos de exposicion de 24 h y 48 h resultaron estadisticamente

iguales al existir traslape entre las lineas de respuesta y los limites fiduciales.
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Sin embargo existe diferencia marcada entre el tiempo de exposicion del
estado adulto ya que no existia traslape entre los limites fiduciales ni las lineas
de respuesta.

La baja presencia del entomopatdgeno en los tres tiempos de exposicion
puede ser indicativo de que la cepa utilizada no contaba con la suficiente
patogenicidad, por lo cual se hace necesario probar otras cepas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, no pudieron ser
comparados con los de otros autores, ya los resultados de las referencias
consultadas son de bioensayos con larvas o con dosis letal (DL), no con tiempo

letal (TL).
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6.- CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se realiz6 el presente trabajo y de acuerdo con los

resultados obtenidos, se puede concluir lo siguiente:

1°.- Se determinaron las lineas de respuesta (TL) al entomopatégeno
Metarhizium anisoplae en adultos de Culex quinquefasciatus Say provenientes

del Municipio de Torreén Coahuila.

2°.- El Tiempo de exposicion de 24 h fué el que mayor numero de mosquitos

con presencia del entomopatdgeno presento.

3°.- Contario a lo esperado, las hembras fueron las que mayor presencia del

entomopatogeno presentaron.
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