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Aedes aegypti es un mosquito invasor de lugares donde habitan los seres humanos. Las
hembras son hematofagas y su alimento en mayor medida lo obtienen de las personas, lo
que convierte a las hembras de estos mosquitos en vectores de varias enfermedades
viricas de importancia para el sector salud. Afio con afio se intentan combatir
poblaciones de estos dipteros que aumentan con el paso de las lluvias, pero su resistencia
por el uso frecuente de insecticidas quimicos y el ambiente favorable que se les presenta
por el cambio climético, hace dificil mantener un control sobre estos. Los hongos
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae tienen capacidad entomopatogena y su
uso ha llevado al control de diversas plagas. En el presente trabajo se evaluaron tres
cepas de Beauveria bassiana y tres cepas de Metharizium anisopliae con lo que se
selecciond la mas virulenta de cada hongo para preparar tres concentraciones de un
polvo conidial donde se obtuvo para B. bassiana 1.8x10°, 1.8x10” y 1.8x10° conidias/gr
mientras que para M. anisopliae se obtuvieron las concentraciones 1.3x10°, 1.3x10" y
1.3x10® conidias/gr con esto se realizaron bioensayos en laboratorio y semi campo sobre
los cuatro estadios larvales que tiene Aedes aegypti. En el laboratorio se colocaron 10
repeticiones para cada estadio con 25 larvas cada una en 100ml de agua destilada, a cada
repeticion se le agregaron 88mg del polvo conidial en las tres concentraciones por
separado. Las larvas con mortalidad se colocaron en cdmaras himedas y se observaron
cada 24 horas por 7 dias con lo que se confirmé la entomopatogenicidad de los hongos.
La mayor mortalidad se presentd con las concentraciones mas altas, esto es para el
estadio I; 37.2%, estadio 1l; 46%, estadio I1l; 100% de mortalidad al 10° dia y para el
estadio 1V; 84% con el uso de 1.8x10%conidias/gr de B. bassiana mientras que con la
aplicacion de M. anisopliae 1.3x10%conidias/gr. observamos una mortalidad aun mayor,
para el estadio | la mortalidad fue de 88.4% mientras que para los estadios I, 111 'y IV se
obtuvo el 100% de mortalidad al 9°, 5° y 7° dia respectivamente. Las concentraciones
con las que se obtuvo una mayor mortalidad se sometieron a un nuevo analisis en
condiciones de semi campo esto para comprobar su poder entomopatégeno en un
ambiente mas parecido a un criadero natural en donde se desarrollan las larvas, para este
bioensayo se colocaron 10 repeticiones con 50 larvas cada una para cada uno de los
cuatro estadios larvales, tanto las repeticiones a analizar con los entomopatdgenos como
los testigos se colocaron en 800 ml del agua donde se encontraron las larvas mas 200ml
de agua destilada, a cada repeticion se le adicionaron 176mg del polvo conidial mientras
que los testigos se manejaron con 176mg del excipiente en polvo con el que se
prepararon las concentraciones. En el andlisis de semi campo obtuvimos una mortalidad
de 17.4% para el estadio I, 35.2 % para el estadio I, 75% en el estadio 111 y 50% en el
estadio IV, esto con el uso de B. bassiana, mientras que con M. anisopliae las
mortalidades fueron de 50% en el estadio I, 92.8% en el estadio 11 y 100% al 7° dia en el
estadio Il asi como el 98% en el estadio IV. La mortalidad en semi campo fue menor
comparada con la observada en el laboratorio, pero aun asi los porcentajes de mortalidad
en esta prueba fueron altos. Con lo que confirmamos la alta capacidad entomopatdgena
que tienen ambos hongos sobre las larvas acuaticas y que a mayor concentracion del
polvo conidial mayor efecto larvicida se obtiene.
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Aedes aegypti is an invasive mosquito from places where humans live. The females are
hematophagous and their food to a greater extent is obtained from people, which makes
the mosquitoes’ females, vectors of several viral diseases of importance to the health
sector. Year after year they try to fight populations of these diptera that increase with the
passage of rain. Their resistance to the frequent use of chemical insecticides and the
favorable environment that is presented by climate change, makes it difficult to maintain
control over them. The fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae have an
entomopathogenic capacity and their use has led to the control of various pests. In the
present work three strains of Beauveria bassiana and three of Metharizium anisopliae
were evaluated, with which the most virulent of each fungus was selected to be used at
different concentrations in the bioassays, six concentrations of a conidial powder were
prepared where it was obtained for B. bassiana 1.8x10°, 1.8x10" and 1.8x10° conidia/gr
and for M. anisopliae the concentrations 1.3x10° 1.3x10 and 1.3x10® conidia/gr were
obtained. With this, laboratory bioassays were carried out on the four Aedes aegypti‘s
larval instars, 10 repetitions were placed for each instar with 25 larvae each one, in
100ml of distilled water, 88mg was added to each repetition, the conidial powder in the
three concentrations separately. The larvae with mortality were placed in humid
chambers and were observed every 24 hours for 7 days, which confirmed the fungi
entomopathogenicity. The highest mortality occurred with the highest concentrations,
this is for instar I; 37.2%, instar I1; 46%, instar I1l; 100% mortality at day 10 and for
instar IV; 84% with the use of 1.8x10°conidia/gr of B. bassiana while with the
application of M. anisopliae 1.3x10° conidia/gr. we observed an even higher mortality,
for instar | the mortality was 88.4% while for instars Il, 111 and IV 100% mortality was
obtained at 9™, 5" and 7™ day respectively. The concentrations with which a greater
mortality was obtained were subjected to a new bioassay under semi-field conditions, in
order to check their entomopathogenic power in an environment more similar to a
natural hatchery where the larvae develop. For this bioassay, 10 replications were placed
with 50 larvae each for each of the four larval instars, both the replications to be
analyzed with the entomopathogens and the controls were placed in 800 ml of the water
where the larvae were found, adding 200ml of distilled water, 176 mg were added to
each replication of the conidial powder while the controls were handled with 176 mg of
the excipient powder with which the concentrations were prepared. In the semi-field
analysis, we obtained a mortality of 17.4% for instar I, 35.2% for instar Il, 75% at instar
Il and 50% at instar 1V, this with the use of B. bassiana, while with M. anisopliae
mortalities were 50% at instar I, 92.8% at instar 11 and 100% on the 7" day on instar 111
as well as 98% at 1V instar. Semi-field mortality was lower compared to that observed in
the laboratory, but still the mortality percentages in this experiment were high. This
confirms the entomopathogenic capacity of both fungi on aquatic larvae and that a
higher concentration of conidial powder has a greater larvicidal effect.



Key words: Aedes aegypti, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, larvicidal
effect, biological control.
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I- INTRODUCCION

Aedes aegypti es un diptero de la familia Culicidae, el cual tienen una distribucion
geografica muy amplia, encontrandose frecuentemente en casi todo el mundo. (Trewin et
al., 2017). Estos dipteros estan adaptados a los entornos urbanizado, son invasores de
zonas donde habitan los seres humanos y se encuentra de manera comun en lugares
domésticos donde tiene actividades de alimentacién, reposo, apareamiento vy
ovoposicion (Lambrechts et al., 2010; Morrison et al., 2008). Las hembras de estos
mosquitos son hematdfagas y obtienen su alimento de roedores, aves, mamiferos,
aungue con una mayor predileccion por la sangre humana, debido a sus hébitos
alimenticios las hembras de estos dipteros son vectores de enfermedades como dengue,
fiebre amarilla, chikungunya y zika que son de gran importancia para el sector salud.
Aedes aegypti obtienen su alimento a la luz del dia, lo cual provoca que los humanos
estén enormemente expuestos a su picadura y con ello el contraer alguna enfermedad
que estos vectores puedan transmitir. (Morrison et al., 2008). Las poblaciones de estos
culicidos encuentran cada dia un ambiente mas propicio para su supervivencia a causa
del aumento de temperatura por el calentamiento global (Jansen, C. C., & Beebe, N. W.,
2010) y la resistencia que tiene a los insecticidas quimicos. Debido a esto Aedes aegypti
es una de las especies de dipteros con mayor nimero de estudios y es importante seguir
buscando alternativas de eliminacion (Morrison et al., 2008), porque a pesar de los
conocimientos que se tienen sobre estos culicidos, las enfermedades que transmiten
vuelven a hacerse presentes afio con afio. Mantener un control sobre estos mosquitos
debe llevar a la disminucién de casos de las enfermedades que transmiten. Una opcion
para esto, son los hongos entomopatogenos Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae que no representan una contaminacion en el medio ambiente ademéas de no
ser patdgenos para los seres humanos ni otras especies y se encuentran dentro de un
grupo de gran importancia en el control de caracter bioldgico de insectos considerados
plagas y vectores de multiples enfermedades en los seres humanos. Los insectos en
general son susceptibles a alguna de las enfermedades causadas por estos hongos
(Garcia et al. 2011) y esto los convierte en un método eficaz de control. Se tiene
comprobado que Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliaea acttan en alguna fase
dentro del ciclo de vida de mas de 200 especies de insectos, aunque no tienen un efecto
inmediato como los insecticidas quimicos, estos entomopatdgenos son efectivos y se
pueden reproducir en el ambiente sin necesidad de realizar varias aplicaciones (Paula,
2008). Estos microorganismos acttan contra los artrépodos de manera directa, mediante
su introduccion en la cuticula del individuo y ejerciendo en estos variados mecanismos
de accidn, lo que evita que el huésped desarrolle resistencia (Motta, P. & Murcia, B.,
2011). Los hongos entomopatdgenos son propagulos que se encuentran de manera
normal en el suelo, infectan insectos y creando una simbiosis con las raices de las
plantas (Rodriguez et al., 2009), estos han sido encontrados en una variedad de cultivos
de importancia agronémica y han sido formulados como productos para el control de



plagas (Vega et al., 2008), su uso de manera comercial a aumentado en paises como
Brasil, China, México entre otros (Schrank, A., & Vainstein, M., 2010).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Evaluar la actividad biocida de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae sobre los
diferentes estadios larvales de Aedes aegypti.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Determinar cual es la cepa mas virulenta de cada uno de los hongos, sobre los 4
estadios larvales de Aaedes aegypti, bajo condiciones de laboratorio.

2. Determina la concentracion de conidias con mayor infectividad para cada uno de
los diferentes estadios larvales de Aedes aegypti y evaluar su impacto en la
sobrevivencia de las larvas

3. Realizar pruebas en semi campo, utilizando la concentracion de conidias, que se
encontro tuvo un mejor efecto larvicida.

1.2 HIPOTESIS

e Los hongos entomopatdgenos que se aplican directamente sobre larvas de Aedes
aegypty tienen un efecto significativo sobre las poblaciones larvales.

e Los hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
reduciran significativamente las poblaciones de larvas de Aedes aegypti que se
encuentran en criaderos naturales.



I1- REVISION DE LITERATURA
Aedes aegypti

El mosquito Aede aegypti Linnaeus, 1762 que se encuentra normalmente en areas
urbanas es un diptero de la familia Culicidae, subfamilia Culicinae, del subgénero
Stegomyia (Salvatella, 1996), es de origen africano (Christophers, 1960; citado por Rey,
J. R. y Lounibos, P., 2015), pero actualmente se encuentra distribuido en todo el mundo,
principalmente en regiones tropicales y subtropicales, Estallo y colaboradores
mencionan que en estas zonas hay mas de 2,500 millones de personas que corren el
riesgo de contraer dengue por este vector que ademas es el principal transmisor de fiebre
amarilla (Matthews et al., 2016; MINSA, 2014) zika (Thangamani et al., 2016) y
chikungunya (Monaghan et al., 2016). Las hembras de Ae. aegypti son las transmisoras
de los virus y estas solamente son vectores si fueron previamente infectadas al succionar
sangre de alguna persona que poseia ya la enfermedad. El virus se aloja en el intestino
medio del mosquito y se extiende a las glandulas salivales de 8 a 12 dias después de la
infeccion, tras este periodo de incubacién el mosquito puede transmitir el virus al
alimentarse de la sangre de otras personas (OMS, 2019). Los programas de control de
vectores enfrentan desafios importantes contra estos mosquitos ya que se vuelven
resistentes a los insecticidas de uso comdn (Kamgang et al., 2011).

2.1 Ciclo de vida y biologia

Los mosquitos Aedes aegypti son insectos holometabolos (Nelson, 1986), que viven en
los entornos humanos dentro y en la periferia de sus viviendas (Dominguez et al., 2000).
Las hembras de estos dipteros son atraidas a ovipositar en el agua de recipientes de
colores obscuros (Pefia et al., 2016) o0 que se encuentran a la sombra. Son tan variado los
tamanos de los contenedores donde podemos encontrar huevos y larvas de Aedes aegypti
que van desde toneles, llantas, cubetas, floreros, jarrones hasta taparroscas de botellas
por lo que Carranza y Colaboradores mencionan que las crias de estos mosquitos pueden
ser encontradas en diferentes habitats. Aunque sus criaderos son dificiles de localizar ya
que pueden ser muy pequefios y mantenerse dispersos por muchos lugares (Vontas et al.,
2012). Ademas, la calidad del agua influye para la ovipostura de estos dipteros ya que
por lo general sus larvas se desarrollan en agua limpia, Marques y colaboradores afirman
que las altas concentraciones de nitrato de amonio en el agua de los habitats atraen a las
hembras para ovipositar. Ae. aegypti pone sus huevecillos en las paredes humedas de
recipientes con agua que sirven para el desarrollo de las larvas, los huevecillos no
eclosionan hasta que se encuentran sumergidos, lo cual en buenas condiciones ocurre de
2 a 3 dias después de la oviposicion, los huevos que se encuentran en lugares secos se
pueden conservar viables por varios meses hasta que puedan estar en contacto con agua
y de esta manera eclosionar (Luz et al., 2008). Las larvas mudan 4 veces por lo que
pasan por 4 estadios, esto depende de la temperatura del medio en el que se encuentran y
en Optimas condiciones sucede en pocos dias pasando a la pupacion. Las larvas y las
pupas son activas, pero solo las larvas se alimentan. La etapa pupal puede durar desde un



dia hasta varias semanas dependiendo de las condiciones del medio (Otero et al., 2006).
Después de este periodo viene la emergencia de los adultos, el alimento principal de las
hembras es la sangre de roedores, aves y mamiferos y es esencial para llevar acabo la
ovogeénesis. Una hembra puede ovipositar de 300 a 450 huevos durante toda su vida a lo
largo de varias oviposturas (Herndndez y Garcia, 2000).

Terrestrial Aqualic

4. Adults T

2. Larvae

Terrestrial Aguatic

Figura 1. Ciclo de vida. Aedes aegypti pasa por 2 etapas: En la etapa acuatica (linea azul) donde se
encuentran 1. Eclosién de huevecillos, 2. Larvas y 3. Pupas. En la etapa terrestre o aérea (linea roja) se
encuentran 4. Adultos (Urdaneta y Failloux, 2011).

2.1.1 Huevecillos



La forma de los huevecillos es semejante a la de un cigarro y poseen una longitud de
aproximada-mente 1 milimetro. Al momento de la postura son blancos, pero se tornan a
un color negro brillante al poco tiempo. Los huevos son fecundados en el momento en
que las hembras estan ovipositando. Los huevos pueden resistir temperaturas extremas y
sequias con una sobrevida de hasta mas de un afio despues de su postura. (Nelson,
1986). En buenas condiciones de temperatura y con las Optimas concentraciones de
oxigeno, la eclosion ocurre en cualquier momento. En cuanto los huevos son mojados, la
accion de las bacterias que se encuentran en la materia organica del agua hace que
disminuya la tension del oxigeno lo cual es estimulante para la eclosion. Algunos
huevecillos al contacto con el agua eclosionan dentro de los primeros 15 minutos, pero
otros pueden no hacerlo hasta después de ser mojados en varias ocasiones (SSA, 2015).

Figura 2. Huevecillos de Aedes aegypti. Fotografia tomada por UIEB Morelos, (SSA, 2015).

2.1.2 Larvas

La anatomia de las larvas de Aedes aegyti consta de tres secciones, cabeza, térax y
abdomen. El abdomen esta dividido en nueve segmentos. EI segmento posterior anal se
compone de cuatro branquias lobadas que sirven para la regulacion osmética, las cuales
se encuentran de un lado y del otro hay un sifon respiratorio por donde las larvas captan
el oxigeno del medio ambiente, este sifon en corto y ancho, lo que la diferencia en gran
medida de otras especies. La forma de reposo de las larvas es de manera vertical en la
superficie del agua y su movimiento al momento de nadar es parecido al de las
serpientes lo cual es caracteristico de esta especie. Las larvas son sensibles a los cambios
de intensidad de luz. Para su identificacion se toman en cuenta dos espinas prominentes



laterales en cada lado del metatdrax las cuales asemejan unas ufias de gato. En el octavo
segmento abdominal se ubica una hilera de 7 a 12 escamas del peine, cada escama posee
una espina y dientes laterales (Nelson, 1986), lo cual se puede observar en la Figura 3.
Las larvas pasan por tres mudas lo que divide sus cuatro estadios de crecimiento. El
tamafio de las larvas desde el estadio | es de 1 milimetro hasta 6 o 7 milimetros en el
estadio IV. La alimentacién larval consta de zoo y fitoplancton que se acumula en el
agua de los contenedores donde habitan (Mora et al., 2010).
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Figura 3. Taxonomia de identificacion para larvas en los estadios 111 y IV (SSA, 2015).



2.1.3 Pupas

Las pupas de los mosquitos Aedes aegypti son activas, pero no requieren alimento
(Otero et al., 2006). Por lo general se encuentran en la superficie del agua de los
contenedores ya que toman oxigeno del ambiente mediante un par de estructuras en
forma de trompetas que se encuentra en la base del térax. Al final del abdomen tienen un
par de paletas o remos los cuales les son de utilidad a la hora de desplazarse en el agua
(Nelson, 1986).

Figura 4. Pupa y emergencia de un adulto de Aedes aegypti (SSA 2015).

2.1.4 Adultos

En las hembras las antenas se presentan con pelos cortos y escasos mientras que en los
machos sus antenas son grandes con pelos largos y abundantes de apariencia plumosa.
Los palpos en las hembras son de menor longitud comparados con la proboscis y en los
machos los palpos son al tamafio de la proboscis. Ademas, las hembras son hemat6fagas
y sus actividades de alimentacion, copulacién y oviposicion lo realizan en entornos
humanos mientras que los machos se alimentan del néctar de las plantas que pueden
encontrar a su alrededor, pero se encuentran cerca de las hembras para poder realizar su
actividad de apareamiento (CENAPRESE, 2014). Su radio de vuelo indica que las
hembras pueden pasar su vida en el interior y alrededor de las casas donde se criaron y
se convirtieron en mosquitos adultos y suelen volar alrededor de unos 400 metros (OMS,
2019). Aunque hay estudios que indican que las hembras de Aedes aegypti pueden volar
hasta 3 km. Si no encuentran un lugar para la ovipostura.



Figura 5. A. Hembra de Ae. aegyti alimentandose, (CENAPRESE, 2016). y B. Macho y hembra
de Ae. aegypti (CENAPRESE, 2014).

2.2 Distribucién geogréfica

Se han ubicado mosquitos de Aedes aegypti en Argentina, Australia, Brasil, Camboya,
Cameran, Colombia, Costa de Marfil, Cuba, Estados Unidos, Filipinas, Gabén, India,
Indonesia, Kenia, Madagascar, Malasia, Mayotte, México, Nigeria, Perud, Puerto Rico,
Tanzania, Senegal, Sierra Leona, Singapur, Taiwan, Tailandia, Trinidad y Tobago,
Vietnam y Venezuela (Duane, 1998; Kramer, 2015).

Figura 6. 1 (Rojo) Paises donde se han localizado ejemplares de Aedes aegypti, 0 (Azul) Paises donde las
poblaciones de Aedes aegypti no han colonizado (Kramer, 2015).

2.3 Clasificacion taxonémica

La clasificacion dentro de la taxonomia de Aedes aegypti (Matthews, 2019).



Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Culicidae
Género: Aedes
Subgénero: Stegomyia
Especie: Aegypti

2.4 Métodos de control para Aedes aegypti

Aunque solo las hembras adultas de Ae. aegypti son las transmisoras de diversos virus,
la vigilancia entomologia se ha basado en la reduccion de los indices larvales, ya que su
control es més efectivo en esta etapa, al solo encontrarse en recipientes con agua y no
dispersarse més alla como lo hacen los mosquitos adultos, que gracia a su vuelo es mas
dificil mantener un control sobre estos (Sanchez, 2006). A continuacion, se presentan
algunos métodos para el control de larvas y mosquitos de Ae. aegypti.

2.4.1 Control Quimico

Cuando existen casos de enfermedades transmitidas por los mosquitos vectores, se hacen
aplicaciones de insecticidas quimicos para la fase adulta ya que se utiliza para obtener
una reduccion rapida de las poblaciones de insectos infectados (Bisset, 2002). Desde su
descubrimiento, los plaguicidas quimicos han sido el método mas empleado para el
control de mosquitos transmisores de enfermedades (Bourguet et al., 2000; Bouvier et
al., 2001). Aunque hay numerosos productos quimicos efectivos que se usan como
insecticidas (Sha-llan et al. 2005) o larvicidas estos suelen ser toxicos para los pajaros,
peces e invertebrados acuaticos (Rose, 2001). Ademas, Scholte y colaboradores
mencionan que el uso de productos quimicos genera una resistencia en los insectos
blanco.

- Adulticidas

Los adulticidas quimicos tienen por objeto reducir la densidad y tiempo de vida de los
mosquitos. Los tratamientos deben ser de efecto residual o como tratamiento de
espacios. Se deben aplicar junto a larvicidas para obtener 6ptimos resultados y disminuir
las poblaciones de mosquitos lo mas posible y por méas tiempo (OMS, 2019). Los
insecticidas quimicos mas utilizados son, Clorpirifos, Deltametrina, Etofenprox, Fention,
Malation, Naled, Permetrina, Praletrina, Piretrina, Resmetrina y Sumitrina por lo que
comunmente se realizan bioensayos para observar el efecto de resistencia que los
mosquitos desarrollan hacia estos productos (CDC, 2017).
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- Larvicidas

La Secretaria de Salud en México maneja la NORMA Oficial Mexicana NOM-032-
SSA2-2002, Para la vigilancia epidemioldgica, prevencion y control de enfermedades
transmitidas por vector. Donde nos explica como debe de realizarse el uso de larvicidas
quimicos en toda la entidad. Para ello menciona que el control més adecuado contra las
larvas se debe realizar con temefos a la dosis de una parte por millén. Los cuales cuentan
con tres presentaciones: liquidos al 50%, capsulas al 5% y granos de arena al 1%. El uso
de temefos se debe realizar en criaderos positivos es decir en recipientes que contienen
agua y se han visto larvas, evitando su uso en recipientes negativos o donde no se han
localizado larvas. Menciona ademas que ante la presencia de situaciones de emergencia
como es el caso de los desastres naturales debe aplicarse el producto larvicida con un

rociado espacial a VUR varias veces en periodos menores a tres semanas (NOM-032-SSA2-
2002).

2.4.2 Control Genético

El control genético esta basado en la reduccién de huevecillos fecundados, esto mediante
la quimio-esterilizacion de machos y la competencia de estos contra los individuos
silvestres no tratados, por el apareamiento y la fecundacion de las hembras. Ya que las
hembras al aparearse con un macho tratado quedan imposibilitadas para el apareamiento
y la fecundacion de un macho silvestre (Wise de Valdez et al., 2011).

2.4.3 Control Cultural

Los principales factores que regulan los niveles de poblaciones de Ae. aegypti en las
zonas urbanas son las condiciones del clima en él area y la disponibilidad de recipientes
con agua que sirven como criaderos para larvas (Rodhain y Rosen, 1997). Por lo que los
programas de control para vectores se basan en la reduccién y eliminacion de los
habitats larvales y los lugares de oviposicion de mosquitos en los entornos domésticos
esto con la participacion de la comunidad en general (Costa et al., 2012; Sanchez et al.,
2006).

2.4.4 Control Bioldgico

Se basa en la utilizacion de los enemigos naturales, como entomopatogenos,
depredadores o parasitoides de una especie en particular. Para el control de caracter
biologico del género Aedes en las dos fases de su ciclo de vida se han estudiado;
insectos, bacterias, virus, hongos, nematodos, protozoarios e incluso peces (Service,
1986). Ademaés de esto también se han llevado a estudio extractos de plantas y aceites
esenciales sobre Adultos y larvas de los mosquitos (Enan, 2001; Lucia, 2007).

Los hongos entomopatogenos son de gran importancia dentro del control bioldgico de
insectos considerados plagas y vectores de enfermedades, en su mayoria los insectos son
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susceptibles a estos hongos, los cuales les pueden causar enfermedad (Garcia, 2011).
Van Der Geest y colaboradores mencionan que, debido al evidente crecimiento
macroscopico de los hongos en la superficie de los huéspedes, estos fueron los primeros
microorganismos en ser observados causando enfermedad en insectos. Los hongos
entomopatogenos se encuentran cominmente en la naturaleza como simbiontes en las
plantas y pueden actuar como saprofitos en la rizosfera (Vieira, 2014), por lo que son
una opcion Optima para evitar el uso del control quimico. Los residuos de estos hongos
no afectan a las plantas, animales ni al medio ambiente en general (Sevim et al., 2012).
Su estudio comenz0 a inicios de 1800, después de que Angostino Bass demostrara que
un hongo era el causante de la enfermedad muscardina del gusano de seda y por lo cual
el hongo después se conocié como Beauveria bassana, tiempo después en Rusia fue
descubierto el hongo Metarhizium anisopliae (Vega et al., 2009), por Metchnokoff el
cual causaba la enfermedad de la muscardina verde y por lo tanto lo sugiri6 como agente
biolégico para el control de insectos (Ojeda et al., 2011). Desde entonces estos hongos
han sido objeto de muchos estudios ya que acttan sobre los insectos en general durante
alguna etapa de su ciclo de vida (Vega et al., 2009). Hoy se sabe que, alrededor de
doscientas especies de insectos, en aproximadamente nueve ordenes son susceptibles a
los entomopatdgenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, estos se pueden
aislar del suelo y de casi todos los cadaveres de insectos con los que tuvieron contacto
(Maurer et al. 1997; Zimmermann, 1993). Incluso se han estudiado estos hongos en
ejemplares que viven en ambientes acuaticos como en el caso de las larvas del mosquito
Anopheles y sobre los cuales se han tenido muy buenos resultados (Bukhari et al., 2011).
Este hongo puede actuar mediante la ingesta por parte del individuo o por contacto,
cuando las conidias de estos microrganismos se ponen sobre la cuticula de los insectos
forman un apresorio y secretan quitinasa y proteasas que junto con la presién del tubo
germinal provocan la perforacién de la estructura de la cuticula lo que le permite al
microrganismo introducirse en el cuerpo del insecto. En el hemocele el micelio crece
formando cuerpos hifales (Fig. 7). La accién de las toxinas de los hongos como
destruxinas, swainsinona y citocalasina C, provocan degeneracién del tejido por perdida
de la estructura de las membranas y deshidratacion de las células, lo que provoca la
muerte de los insectos (Pucheta et al., 2006).
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Figura 7. Proceso infectivo de los hongos entomopatdgenos sobre los insectos; la imagen muestra como
las conidias aéreas que se adhieren a la cuticula de los insectos y pasan al interior de su estructura
anatémica. Thomas y Read, 2007.

Cuando los insectos mueren, las hifas se desarrollan en el cadaver y al momento de que
el hongo esporula, las conidias se dispersan por medio del aire y la lluvia (Goettel,
2000), lo que hace que otros insectos se puedan infectar. Debido al alto rango de
hospederos los hongos entomopatogenos son Optimos para usarse en el campo (Roy y
Peli, 2002). La efectividad de un entomopatdgeno se puede medir mediante la virulencia
que presenta y por la rapidez de la germinacion y esporulacion en los individuos que
murieron a causa de estos microrganismos (Butt y Goettel, 2000). La esporulacién y
germinacion de conidias de estos hongos depende en gran medida de las condiciones de
humedad y temperatura (Pucheta, et al., 2006). Keller (1989) Menciona que para
muchos hongos la temperatura dptima para su desarrollo va de 20 a 25°C, con un
maximo de hasta 35°C y un minimo entre 5 y 10°C. Estas diferentes temperaturas van
relacionadas con el nimero de hospederos que pueden infectar y la rapidez con la que
estos pueden desarrollar la enfermedad. La temperatura Optima para el desarrollo de
Beauveria bassiana es de 25°C (Hallsworth y Magan, 1999). Mientras que segun
Fernandez (2005), para Metarhizium anisopliae la temperatura optima va de los 25 a los
30°C.
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Estos hongos entomopatdgenos se pueden formular médiate la mezcla de sus conidias
como ingredientes activos y materiales inertes los cuales ayudan a evitar la
sedimentacion y la formacion de grumos del hongo lo cual puede dificultar su aplicacion
(Carefio, 2003). El uso de estos hongos de manera comercial ha aumentado en paises
como Brasil, China, México entre otros (Schrank, A., & Vainstein, M., 2010).
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I11- MATERIALES Y METODOS

Lugar de experimentacion

La experimentacion en laboratorio del presente trabajo se realizd6 dentro del
departamento de parasitologia agricola de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio
Narro que se encuentra ubicada en la ciudad de Saltillo Coahuila, donde se colocd un
criadero de mosquitos Aedes aegypti para la obtencion de sus larvas en los cuatro
estadios y se realizaron siembras de los hongos entomopatogenos Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae.

La experimentacion de semi campo se realizé en una vivienda particular al norte de la
ciudad de Saltillo Coahuila.

PARTE 1. Eleccion de cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae que se
usaron contra larvas de Aedes aegypti en laboratorio y semi campo

Se seleccionaron al azar 3 cepas de Beauveria bassiana y 3 de Metarhizium anisopliae
de un grupo de cepas proporcionadas por el Dr. Sergio René Sanchez Pefia y las cuales
pertenecen a su cepario de trabajo, estos hongos fueron aislados de los campos de
cultivos de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro a finales de afio 2016, y
estan clasificadas como Beauveria bassiana #201, #207 y #302, asi como Metarhizium
anisopliae #338, #441 y #457. Cada cepa fue inoculada con un asa bacterioldgica estéril
en 5 cajas Petri que contenian agar papa dextrosa y extracto de levadura en polvo al 1%.
Las cajas con los hongos se dejaron incubar por 20 dias a temperatura ambiente y con
luz natural difusa.

1 a. Recoleccion de larvas Aedes aegypti para el analisis de eleccion de cepas de los
hongos entomopatdgenos

En agosto del 2017 se colocaron recipientes plasticos de diferentes tamafios con agua
purificada mas 0.5 gr. de alimento para peces en el balcon de una vivienda particular
ubicada en la zona centro de saltillo Coahuila. De donde después de 10 dias pudimos
recolectar larvas de mosquitos, las cuales fueron llevadas al laboratorio e identificadas
por medio de quetotaxia larval como Aedes aegypti segun lIbafiez, S. y Martinez, C.
(1994) de donde se seleccionaron solamente las que se encontraban en el estadio I11.
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Figura 8. Larvas recolectadas de una vivienda particular de la zona centro de la ciudad de Saltillo
Coahuila.

1 b. Evaluacion de cepas de los hongos entomopatdgenos para su eleccion

Se colocaron 10 larvas del estadio 111 de Aedes aegypti, para la observacion del efecto de
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae sobre ellas (Alcalde et al., 2014, esto en 5
repeticiones para la evaluacion de cada cepa de Beauveria bassiana #201, #207 y 302, y
5 repeticiones para Metarhizium anisopliae #338, #441 y #457 respectivamente. Las
repeticiones se colocaron en contenedores plasticos de 50ml con agua destilada, en cada
contenedor se espolvorearon 10mg. de polvo conidial de los hongos a evaluar méas 10
mg. de alimento para peces (SSA, 2015). A los testigos solo se les colocaron 10 mg. de
alimento para peces por repeticion.

Se realizaron observaciones cada 24 horas por 10 dias.

Figura 9. Evaluacion de tres cepas de Beauveria bassiana y tres cepas de Metarhizium anisopliae sobre
larvas del estadio I11 de Aedes aegypti mas sus respectivos testigos.
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PARTE 2. Evaluacion del efecto biocida de tres concentraciones de los hongos
Beauveria bassiana Y Metarhizium anisopliae sobre los cuatro estadios larvales de
Aedes aegypti

2 a. Establecimiento de un criadero de Aedes aegypti para la obtencion de larvas en
sus cuatro estadios

En mayo del 2018 se recolectaron larvas y huevecillos de 50 ovitrampas que se
colocaron en 4 puntos de la ciudad de saltillo, 20 de las cuales estaban en el parque
ecologico el Chapulin y 30 en 3 viviendas particulares ubicadas al norte, centro y sur de
la ciudad. Estas ovitrampas estuvieron conformadas por botes plastico de 1 litro de
capacidad, forradas por dentro con pell6n blanco y por fuera con papel cartoncillo negro,
a cada una de estas se le adicionaron 500 ml de agua purificada en donde se esparcieron
100 mg. de alimento para pez y se observaron por 3 semana cada 2 dias agregando agua
para contrarrestar la perdida por la evaporacion. Los huevecillos y larvas que se
pudieron recolectar aqui se llevaron al departamento de parasitologia agricola de la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, manipulandose segin la GUIA PARA
LA INSTALACION Y MANTENIMIENTO DEL INSECTARIO DE Aedes aegypti
(DIPTERA: CULICIDAE) de la secretaria de salud (SSA, 2015), Las larvas se
identificaron mediante un microscopio estereoscépico por quetotaxia larval segun
Ibafiez, S. y Martinez, C. (1994), descartando las larvas de otras especies.

Figura 10. Ovitrampas colocadas en la ciudad de Saltillo Coahuila.

Las pupas de las larvas que se identificaron como Aedes aegypti se fueron colocando en
jaulas conformadas con dos recipientes plasticos (Fig. 11), esto para tener dos niveles y
mantener a las pupas en el agua y a los adultos recién emergidos en la parte superior
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para su mejor manipulacion, los recipientes plasticos fueron sellados y unidos con cinta
adhesiva y se les colocé una malla en la parte superior que permitié una ventilacion y la
alimentacion de los adultos. Los adultos de Aedes aegypti que emergieron se pasaron por
medio de un aspirador manual a una jaula de madera con medidas de 50cm x 50cm
cubierta con malla y un lateral de cristal, en esta se colocaron 100 mosquitos machos y

100 hembras.

Figura 11. (a.) Jaula de dos niveles para pupas y emergencia de los mosquitos adultos; (b.) Aspirador
manual con maya entre el popote plastico y la maguera para la permanencia de los adultos en la parte
transparente a la hora de pasarlos a jaulas.

Los machos se alimentaron mediante una solucion de sacarosa al 10% la cual se coloco
en torundas de algoddn sobre la jaula, mientras que las hembras recibieron alimentacién
sanguinea tres dias a la semana, colocando una rata egipcia dentro de la jaula por 20
minutos diarios, dejando a las hembras cuatro dias a la semana sin alimentacion, en tres
de los cuales se colocaron dos ovitrampas dentro de la jaula. Este procedimiento de
alimentacion y ovipostura se repitio cuatro veces. La recoleccion, identificacion, crianza
de larvas y adultos para la oviposicién y obtencién de una generacion F1 en laboratorio
se repitid dos veces mas los meses de junio y julio del mismo afio, los huevecillos
obtenidos en esta practica se dividieron en cuatro grupos y se colocaron en diversos
recipientes que contenian agua destilada a 30°C con 24 horas de diferencia para obtener
larvas de diferentes estadios, la alimentacién de esta generacion F1 se manejé segun
SSA, 2015.
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Figura 12. (a.) Alimentacion sanguinea de las hembras Ae. aegypti por medio de una rata egipcia; (b.)
ovitrampa dentro de jaula de mosquitos adultos, que se instal6 dentro del departamento de parasitologia
UAAAN.

2 b. Eleccion del excipiente para el preparado conidial en polvo

Para poder realizar el conteo de esporas de los hongos entomopatdgenos se busco un
producto en polvo que a su vez sirviera como alimento para las larvas. Se realizo el
andlisis de tres productos; Harina de trigo, Harina de arroz y fécula de maiz. Se
utilizaron cinco repeticiones con siete larvas para cada estadio, colocindolas en
recipientes plasticos de 50 ml. con agua destilada, a cada recipiente se le adicionaron
24.70 mg de cada producto por separado que es lo que corresponde al peso de materia
organica con el que se alimentan las larvas de Aedes aegypti toda su vida (SSA, 2015).
Se realizaron observaciones cada 24 horas por 10 dias.

2 c. Preparacion del polvo conidial de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

Se preparo caldo papa-frijol al 5% para la inoculacion y desarrollo de los
entomopatogenos, esto hirviendo 200gr de papa en 900 ml de agua purificada para
obtener un caldo el cual fue colado, a este caldo se le adicionaron 5 gr. de extracto de
levadura, 20 gr de dextrosa, 50 ml de caldo de frijol y se aforo a 1 litro con agua
purificada, esto se dividié en cuatro matraces de 250 ml posteriormente se esterilizaron.
Una vez hecho lo anterior el caldo que contenian los matraces fue inoculado por medio
de un asa bacterioldgica, dos de los matraces con la cepa de Beauveria bassiana y los
otros dos con Metarhizium anisopliae que se eligieron en la PARTE 1, estos matraces se
colocaron en un shaker a 150 revoluciones por minuto a temperatura ambiente y con luz
difusa durante tres dias. El caldo preparado se sembrd por extension de vaciado en 80
cajas Petri que contenian agar PDA mas levadura al 1%, 40 de estas cajas con B.
bassiana y las otras 40 con M. anisopliae. Las cajas se sellaron y se incubaron por 17
dias a temperatura ambiente, con luz natural difusa, al 18° dia se retir6 el sello de las
cajas y por cuatro dias se conservaron sin sello, esto para permitir el secado del agar y
obtener conidias de consistencia polvosa.
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Figura 13. (a.) Caldo papa-frijol inoculado con los hongos entomopatdgenos; (b.) hongos
entomopatogenos sembrados por extension de vaciado del caldo inoculado con 21 dias de crecimiento.

A los 21 dias de la siembra de los hongos, se recolecto el polvo que se formé sobre el
PDA de las cajas Petri, esto por medio de raspado. El polvo que se obtuvo de cada
hongo se pesd y se tom6 como ¥ del peso de la concentracion 1 y se mezcld con el
excipiente seleccionado anteriormente afiadiendo de este tres veces lo que peso cada
hongo y se mezclo bien. Se tomo 1 gr. del polvo de las concentraciones 1 de cada hongo
y se preparé una solucion con BIONEX para cada concentracion, posteriormente se
realizaron 5 diluciones de cada solucién para poder realizar el conteo de esporas por
medio de una cadmara de Neubauer® (CATIE, s.f.) Después de esto se obtuvo una
concentracion menor para cada hongo, tomando por separado 0.1gr. de la concentracion
inicial y adiciondndole 0.9gr del excipiente para obtener una concentracién 2 y para
obtener la concentracion 3 se volvieron a tomar 0.1gr. de las concentraciones 2 y se
afiadieron 0.9 gr. del excipiente (tanto la preparacion del caldo de papa-frijol como las
porciones para preparacion de las concentraciones fueron recomendadas por Sanchez-
Pefia, S. R. Comunicacion personal).

Figura 14. (a.) BIONEX; coadyuvante con poder dispersante; (b.) Conteo de conidias mediante una
camara de Neubauer; (c.) Preparacion de tres diferentes concentraciones de Metarhizium aisopliae.

2 d. Evaluacién de polvo conidial de Beauveria bassiana en tres concentraciones
sobre larvas I, 11, 111 y 1V de Aedes aegypti

Se realizaron 3 tratamientos de 10 repeticiones con 25 larvas, para cada uno de los
cuatro estadios larvales en 100 ml. de agua destilada. A cada repeticion se le adicionaron
88mg. del preparado en polvo segin el tratamiento dado de cada una de las tres
concentraciones. Se observo y se registrd la mortalidad larval cada 24 horas por 10 dias.
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En los testigos se colocaron 25 larvas en 9 repeticiones para cada estadio, a cada una se
les agregaron 88 mg. de maicena, y estuvieron bajo las mismas condiciones de
temperatura y humeda que los tratamientos. Se observaron a la par de los tres
tratamientos anteriores.

Las larvas que presentaron mortalidad fueron recolectadas y sumergidas en hipoclorito
de sodio al 0.5 % para evitar el crecimiento de bacterias o hifas y esporas de hongos
oportunistas con los que pudieron haber tenido contacto antes o después de su
mortalidad, disminuyendo el tiempo de sumersion que utilizaron Alcalde y cols. en el
2014, a 1 minuto para no dafar las larvas, posteriormente fueron enjuagadas con agua
destilada estéril 2 veces. Para facilitar su observacion en el microscopio estereoscopico y
microscopio eléctrico, las larvas se colocaron sobre portaobjetos dentro de cadmaras
himedas, las cuales se elaboraron con cajas Petri que contenian algodones empapados
de agua destilada estéril, el exceso de agua en las larvas de los porta objetos fue retirado
con la punta de un hisopo estéril, estas cajas se sellaron para mantener la humedad y se
dejaron a temperatura ambiente con luz natural, se examinaron diariamente hasta la
aparicion de hifas y esporas con lo cual se confirmé la muerte de las larvas por el efecto
de B. bassiana.

Figura 15. (a.) Evaluacion de tres concentraciones del polvo conidial de Beauveria bassiana sobre larvas
I, I1, 11 y IV de Ae. aegypti; (b.) Preparacion de cAmaras himedas para la confirmacién de la mortalidad
por B. bassiana.

2 e. Evaluacién de Metarhizium anisopliae en tres concentraciones de un formulado
en polvo sobre los cuatro estadios larvales de Aedes aegypti

En esta parte se probaron tres concentraciones de un preparado en polvo conidial donde
se colocaron 10 repeticiones para cada uno de los estadios larvales con 25 individuos en
100 ml de agua destilada estéril, a cada repeticion del primer tratamiento se le
adicionaron 88mg. del preparado en polvo de la concentracion 1y se repitio o mismo
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para los otros dos tratamientos con las otras dos concentraciones. Se observo y se
registro la mortalidad de las larvas cada 24 horas por 10 dias.

Se colocaron 9 repeticiones de testigos con 25 larvas cada una para cada estadio larval,
en cada repeticion se agregaron 88 mg. del excipiente con el que se preparé el polvo de
las tres concentraciones de conidias y se mantuvieron bajo las mismas condiciones que
las larvas analizadas en los tratamientos.

Para confirmar la muerte de las larvas por efectos de Metarhizium anisopliae, estas se
separaron de las larvas vivas y fueron sumergidas en hipoclorito al 0.5 % por 1 minuto
para evitar el crecimiento de microorganismos oportunistas y se enjuagaron dos veces
con agua destilada esteéril, posteriormente se colocaron en porta objetos y se les retiro el
exceso de agua con la punta de un hisopo estéril, los porta objetos con las larvas fueron
colocados dentro de camara himedas conformadas con cajas Petri y algodones
humedecidos con agua destilada estéril, las camaras himedas se sellaron con film
transparente y fueron observadas cada 24 horas hasta la aparicion de hifas y esporas de
M. anisopliae.

Figura 16. (a.) Evaluacion de polvo conidial de Metarhizium anisopliae en tres concentraciones sobre los
cuatro estadios larvales de Ae. aegypti; (b.) Preparacion de camaras himedas para el anlisis de larvas con
mortalidad.

PARATE 3. Evaluacion del efecto biocida de Beauvria bassiana Y Metarhizium
anisopliae en semi campo

Para esta evaluacion en semi campo se utilizé la concentracion de conidias de cada
hongo entomopatdgeno con la que se obtuvo la mayor mortalidad en la PARTE 2.

3 a. Recoleccion de larvas Aedes aegypti
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Se trabajo con larvas de Aedes aegypti que se recolectaron mediante ovitrampas y
criaderos naturales de las zonas norte y centro de la ciudad de Saltillo Coahuila en el afio
2018 el mes de septiembre, que es cuando precisamente estos dipteros encuentran las
condiciones propicias para su proliferacion porque es el final de la temporada de lluvias
en la ciudad. Las larvas se identificaron por medio de quetotaxia larval segun Ibafiez, S.
y Martinez, C. (1994) en laboratorio.

3 b. Anélisis de semi campo

Este analisis se realiz6 en el patio de una vivienda particular ubicada al norte de la
ciudad de Saltillo Coahuila. Aqui se colocaron 10 repeticiones por estadio larval con 50
larvas cada una, en recipientes que contenian 750 ml. del agua donde fueron encontradas
las larvas. Estas se colocaron en recipientes plasticos forrados con papel cartoncillo
negro para asemejar su habitat.

Se afiadieron a cada repeticién 176 mg. del polvo preparado en la concentracion que se
eligio del andlisis de la PARTE 2 de Beauveria bassiana y lo mismo se repitié para
Metarhizium anisopliae.

Este andlisis se llevd acabd durante 10 dias en donde se observo y se registro
mortalidad larval cada 24 horas después de su exposicion a los hongos.

a

Figura 17. Evaluacion del efecto biocida de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en semi-
campo.

3 ¢. Confirmacion de la mortalidad de las larvas por efectos de Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae

Las larvas muertas en este bioensayo de semi campo fueron recolectadas y sumergidas
en hipoclorito al 0.5 % por 1 minuto y posteriormente fueron enjuagadas con agua
destilada estéril 2 veces, para facilitar la observacion del crecimiento de los
entomopatogenos en las larvas muertas, estas se colocaron sobre portaobjetos dentro de
camaras himedas, que se elaboraron con cajas Petri como en los bioensayos que se
realizaron en laboratorio de la PARTE 2, separando a las larvas por tratamiento para
evitar la contaminacién de estas por los entomopatdgenos utilizados. Las cajas se
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sellaron y se llevaron al departamento de parasitologia agricola de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro donde se dejaron a temperatura ambiente la cual fue
de 27 °C = 2 y luz natural. Las larvas de las camaras himedas se observaron cada 24
horas por 7 dias hasta la aparicion de hifas y esporas con lo cual se confirmo la muerte
de las larvas por el efecto de B. bassiana o M. anisopliae segun fue el analisis.
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IV- RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE 1. Eleccion de cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae que se
usaron contra larvas de Aedes aegypti En laboratorio y semi campo

Este analisis se realizd sobre larvas en estadio 11l de Ae. aegypti como lo hicieron
Alcalde y colaboradores en el afio 2014.

De este anlisis se seleccionaron las cepas Beauveria bassiana #201 y de Metarhizium
anisopliae #441 ya que con estas obtuvimos una mayor y mas rapida mortalidad larval.

PARTE 2. Evaluacion del efecto biocida de tres concentraciones de los hongos
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae sobre los cuatro estadios larvales de
Aedes aegypti

2 a. Establecimiento de un criadero de Aedes aegypti para la obtencién de larvas en
sus cuatro estadios

La alimentacion de mosquitos en el criadero artificial que se instalo, se basé en solucién
azucarada al 10% en torundas de algodén para los machos mientras que para las
hembras la alimentacién fue sanguinea por medio de una rata egipcia (SSA, 2015).
Gonzélez y colaboradores (2019), mencionan que la alimentacion para las hembras de
Ae. aegypti por medio de rata egipcia favorece la produccion de huevecillos aumentando
su numero en comparacion con la alimentacion de fuente humana o de conejo de Nueva
Zelanda.

El procedimiento de alimentacién para las hembras y de ovipostura que se describid
anteriormente en Materiales y Métodos, se repitidé 4 veces obteniéndose de este primer
criadero un total de 2,403 huevecillos.

La recoleccion, identificacion y crianza de larvas y adultos de Ae. aegypti para la
obtencion de una generacion F1 en laboratorio, se repitié dos veces mas para obtener un
total de 7,611 huevecillos.

2 b. Eleccion del excipiente para el preparado conidial en polvo

De este analisis se selecciono la fécula de maiz como excipiente ya que el tamafo de las
particulas de ésta facilito la alimentacion de las larvas, no se observé canibalismo entre
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ellas por falta de alimento, ni mortalidad y estas siguieron su desarrollo normal en su
mayoria hasta la etapa adulta dentro de los 10 dias de evaluacion, ademas pudimos
observar que la alimentacion con fécula de maiz actla en las larvas retardando su
desarrollo en todos los estadios de cuatro a cinco dias en comparacion con los testigos y
las larvas alimentadas con los otros dos productos.

2 c. Preparacion del polvo conidial de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

A los 21 dias se recolectd el hongo en bolsas ziploc: una para Beauveria bassiana y otra
para Metarhizium anisopliae previamente pesadas. Obtuvimos de B. bassiana 9.6 gr. del
polvo de conidias y se le adicionaron 3.2 gr. de maicena que es lo que corresponde a ¥4
del peso de B. bassiana, mientras que con M. anisopliae obtuvimos 11.2 gr. del polvo
conidial y se le adicionaron 3.73 gr. de maicena. Se prosiguid con la preparacion de una
solucion de cada hongo y BIONEX para el conteo de conidias una vez obtenida la
solucion se realizé un conteo con una camara de Neubauer obteniendo de esto las
concentraciones 1.8 x 10° conidias/gr. para B. bassiana y 1.3 x 10° conidias/gr. de M.
anisopliae. Para obtener la concentracion de 1.8 x 10" y 1.3 x 10" se colocé por separado
en bolsas 0.8 gr. del polvo conidial de cada hongo méas 7.2 gr. de maicena, de estos
preparados se tomaron otros 0.8 gr. y se colocaron en otras bolsas adicionandole 7.2 gr.
de maicena a cada una para obtener las concentraciones B. bassiana 1.8 x10° y para M.
anisopliae 1.3 x10°.

2 d. Evaluacion de polvo conidial de Beauveria bassiana en tres concentraciones
sobre larvas I, 11, 111 y IV de Aedes aegypti

En este andlisis sé observo que la concentracion de conidias con mejor efecto biocida
contra las larvas de Ae. aegypti en los 4 estadios larvales fue B. bassiana 1.8 x 10°. La
mortalidad mas alta se observd en larvas de estadio Il esto puede ser ya que los
ejemplares en este estadio consumen una mayor cantidad de alimento y con esto
aumenta la probabilidad del consumo de conidias de los entomopatogenos, ademas al
aumentar su tamafio en los cambios de estadios se encuentran mas expuestas a tener
contacto con las conidias del hongo a la hora de nadar cerca de la superficie y sacar su
sifon para respirar. La mortalidad en el estadio Il es comparable con la mortalidad
observada por Miranpuri y Khachatourians (1990), quienes en su analisis obtuvieron una
mortalidad del 50% al octavo dia con el uso de conidias de B. bassiana. De la misma
manera es comparable con el trabajo de Pereira y colaboradores quienes en el 2009
observaron una mortalidad por encima del 50% con una concentracion mayor que la
usada por Miranpuri y Khachatourians.
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Cuadro 1. Promedio del porcentaje acumulado de la mortalidad larval en Aedes
aegypti estadios I, I1, 111 y IV con el uso de Beauveria bassiana.

Dias post inicio

2 4 6 8 10
Hongo Tratamientos
estadio (esporas/gramo)
larval

1.8x10° 042 28 56* 1042 14.8%

Beauveria 1.8x10° 282 6.8 1242 182 22p

bassiana 1.8x108 482 1162 2242 312a 372
I Testigo 0° 0® 0° 0® 0"
1.8x10° 2a 62 122 18.8° 24"

Beauveria 1.8x10° 3.6 10.4° 192° 27.2¢ 328%®
bassiana 1.8x10° 528  12.4%® 236%* 38° 46°
Il Testigo 0" 0° 0’ 0° 0’

1.8x10° 7.68 1922 356% 46.42 55722

Beauveria 1.8x10’ 12.8° 30.82 53.62 68.42 80.82

bassiana 1.8x10°8 20.2° 648 84.82 9523 1002
" Testigo 1.2b®  1.2° 22 23 22

1.8x10° 2.43 102 22.8°¢ 342  40.8®

Beauveria 1.8x10’ 522 16.4%® 336° 52° 62.4°°
bassiana 1.8x10°8 10.82 41228 63.2% 7528  g4a
" Testigo 0a o° 0° o° o°

Las medias en columnas con la misma letra, no son diferentes significativamente (Analisis de
varianza con prueba Tukey, p<0.05)
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Figura 18. Los porcentajes de mortalidad para el estadio I con el uso de Beauveria bassiana en sus tres

concentraciones fueron los mas bajos no sobre pasando la mortalidad de 37.2 % que se obtuvo con la

concentracién mas alta que es de 1.8 x 10 conidias/gr
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Figura 19. La diferencia entre los porcentajes de mortalidad para el estadio Il con el uso de Beauvria
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bassiana se representan en esta grafica donde podemos observar que las mortalidades finales a los 10 dias
del analisis no sobre pasan el 46% de mortalidad que se obtuvo con la concentracién 1.8 x 10° conidias/gr
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Figura 20. Porcentajes de mortalidad para el estadio 111 con el uso de tres concentraciones conidias/gr. de
Beauveria bassiana. Se puede observar que la mortalidad en este estadio sobre pasan el 50% con las tres
concentraciones y llegan hasta el 100% con la concentracion.8 x 10° conidias/gr
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Figura 21. Porcentajes de mortalidad para el estadio I11 con el uso de tres concentraciones conidias/gr. de
Beauveria bassiana. Se puede observar que la mortalidad en este estadio sobre pasan el 50% con las tres
concentraciones y llegan hasta el 100% con la concentracion1.8 x 10° conidias/gr
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Las camaras humedas nos ayudaron en la confirmacién de la muerte de las larvas por B.
Bassiana, el crecimiento de hifas en las larvas se comenzo a observar en el microscopio
eléctrico a 40x a partir de las 48 horas de la muerte larval y macroscopicamente el hongo
se observo hasta el dia 5 después de la muerte de las larvas, para su identificacion se
tomo en cuenta el color, forma de la colonia, asi como las formas y color de estructuras
morfoldgicas, esto segun las claves y descripciones de Subramanian, (1971).

Figura 22. Evidencias del dafio y desarrollo de Beauveria bassiana sobre larvas de Ae. aegypti. A.
Coloracién tipica roja por las micotoxinas oosperein de B. bassiana. B. Cadmara himeda para el desarrollo
del entomopatdgeno sobre larvas muerta. C. y E. Larvas con mortalidad causada por B. bassiana,
colocadas en cdmaras himedas. D. y F. Desarrollo de B. bassiana sobre larvas de Ae. aegypti 6 dias
después de la mortalidad de las larvas.

2 e. Evaluacion de Metarhizium anisopliae en tres concentraciones de un formulado
en polvo sobre los cuatro estadios larvales de Aedes aegypti

En este analisis sé observo que la concentracidn de conidias con mejor efecto biocida en
los cuatro estadios larvales de Ae. aegypti fue 1.3 x 10%conidias/gr. La mortalidad mas
alta se registrd en larvas de estadio 111 esto se puede deber a que las larvas en esta etapa
consumen una mayor cantidad de alimento y con esto aumenta la probabilidad del
consumo de conidias de los entomopatdgenos. La mortalidad con este hongo fue mucho
mayor y mas rapida, comparada con la mortalidad obtenida por el uso de B. bassiana.
Por lo que se puede decir que M. anisopliae es mejor larvicida, y esto se confirma con el
trabajo de Alcalde y colaboradores (2014) quienes registraron en su estudio una
mortalidad larval mayor en Aedes aegypti con el uso de M. anisopliae en comparacién
con su analisis de B. bassiana y mencionan el estudio realizado por Bukhari y
colaboradores en el 2010 quienes aseguran que M. anisopliae posee un desarrollo
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vegetativo acelerado aunque una esporulacion baja, mientras que B. bassiana posee un
crecimiento vegetativo lento con una esporulacion mas alta; sefialando que el
crecimiento vegetativo lento se puede asociar a una liberacion mas lenta de endotoxinas
en la larva, lo que hace que disminuyan los porcentajes de mortalidad en los individuos.
Aun asi, la actividad patogénica de este hongo depende de la calidad infectiva de sus
conidias y del tiempo de vida que tienen, es por esto que antes del analisis sobre los
cuatro estadios larvales de ae. aegypti se realizo una eleccion previa de una cepa que nos
diera buenos resultados, Silva y colaboradores realizaron un analisis en el afio 2004
sobre larvas de mosquitos con 80 aislados de M. anisopliae donde obtuvieron
mortalidades desde el 10 hasta el 100% a los 10 dias de su estudio.

Cuadro 2. Promedio del porcentaje acumulado de la mortalidad larval en Aedes
aegypti estadios I, 11, 111 y IV con el uso de Metarhizium anisopliae.

Dias post inicio

2 4 6 8 10
Hongo Tratamientos
estadio (esporas/gramo)
larval
1.3x10° 3.6 10.4° 2322 332° 40°
Metarhizium 1.3x10’ 6%  15.2% 2882 46.82 60.42
anisopliae 1.3x10° 10° 29.6° 54" 7562 88.42
b c b b b
I Testigo 0 0 0 0 0
1.3x10° 6.42 17.2% 36.42 552% 92°
Metarhizium 1.3x10° 9.2% 2442 5082 71.228 82.82
anisopliae 1.3x10° 18.8° 50.8° 80.82 94.82 1002
1 Testigo 0’ 0’ 0’ 0’ 0
1.3x10° 12.4° 36.4° 68.8° 84.8 9282
Metarhizium 1.3x10° 26.8%® 58.4° 8322 1002 1002
anisopliae 1.3x10°8 39.6° 88.8% 100® 1002 1002
a a a a a
I Testigo 0 0 0 Oa Oa
1.3x10° 8.8° 256° 50.82 7042 8562
Metarhizium 1.3x10’ 15.62 46.82 82.42 96.42 1002
anisopliae 1.3x108 21.62 60.42 89.62 100®° 1002
" Testigo 0a 03® 0a 02 02

Las medias en columnas con la misma letra, no son diferentes significativamente (Analisis de
varianza con prueba Tukey, p<0.05)



32

COMPARACION DE LOS PORCENTAJES DE MORTALIDAD EN LARVAS
DE Aedes aegypti EN SU ESTADIO | CON TRES CONCENTRACIONES DE
Metarhizium anisopliae.
—— 1.3x10° 1.3x107  —— 1.3x10°
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Dias de exposicion —» dia 1 dia 2 dia 3 dia 4 dias diae dia7 dia8 dia9 dia 10
—— 1.3x10° 4.4 10 19.2 29.6 40.8 54 65.6 75.6 82.8 88.4
1.3x107 2.8 6 10 15.2 21.2 28.8 38 46.8 54 60.4
—i— 1.3x10° 1.6 3.6 6.4 10.4 16.4 23.2 28.8 33.2 36.8 40

Figura 23. En esta grafica se muestran los porcentajes de mortalidad para el estadio | con el uso de tres
concentraciones conidias/gr. de Metarhizium anisopliae. Se puede observar que la mortalidad en este
estadio no alcanza el 50% con la concentracién 1.3 x 10° pero estd muy por encima del 50% con las
concentraciones 1.3 x 10" y 1.3 x 10° conidias/gr.

COMPARACION DE LOS PORCENTAJES DE MORTALIDAD EN LARVAS
DE Aedes aegypti EN SU ESTADIO 11 CON TRES CONCENTRACIONES
DE Metarhizium anisopliae.
—— 1.3x10° 1.3x107  —— 1.3x10%
120
& 100
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, Dias de exposicion —» dial dia2 dia3 diad dia 5 dia 6 dia7 dia8 dia9 dia 10
5 1.3x10° 8 18.8 32.8 50.8 66.8 80.8 88.8 94.8 100 100
g 1.3x107 a4 9.2 15.2 24.4 38.8 50.8 62 71.2 78 82.8
§ | 1.3x10° 2.8 6.4 11.2 17.2 25.2 36.4 46.4 55.2 63.2 69.2

Figura 24. Porcentajes de mortalidad del estadio 11 de Aedes aegypti con el uso de tres concentraciones

conidias/gr de Metarhizium anisopliae. Se puede observar que la mortalidad en este estadio sobre pasa el

50% con las tres concentraciones y llega al 100% con la concentracion 1.3 x 10° conidias/gr desde el dia
nueve.
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COMPARACION DE LOS PORCENTAJES DE MORTALIDAD EN LARVAS
DE Aedes aegypti EN SU ESTADIO Il CON TRES CONCENTRACIONES
DE Metarhizium anisopliae.
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Dias de exposicién —» dia 1 dia 2 dia3 dia 4 dias dia6 dia?7 dia 8 dia9 dia 10
—— 1.3x108 16.4 39.6 70 88.8 100 100 100 100 100 100
1.3x107 11.6 26.8 44 58.4 71.2 83.2 93.6 100 100 100
—— 1.3x10% 5.2 12.4 20.8 36.4 54.4 68.8 78.4 84.8 89.2 92.8

Figura 25. Porcentajes de mortalidad del estadio 111 de Aedes aegypti con el uso de tres concentraciones
conidias/gr. de Metarhizium anisopliae. Se puede observar que las mortalidades son las mas altas
comparadas con los analisis realizados en los estadios I, 11 y IV. Llegando al 100 % de mortalidad en la
concentracion 1.3 x 108 desde el quinto diay 100% con 1.3 x 10’ desde el dfa 8, la mortalidad con la
concentracion 1.3 x 10° no llega al 100% pero esta por encima del 90%.

COMPARACION DE LOS PORCENTAJES DE MORTALIDAD EN LARVAS
DE Aedes aegypti EN SU ESTADIO IV CON TRES CONCENTRACIONES
DE Metarhizium anisopliae.

—— 1.3x108 1.3x107 —&— 1.3x10°

120

100

80
60
40
20

0
Dias de exposicion — dia 1 dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 dia 6 dia7 dia 8 dia 9 dia 10

Porcentaje de mortalidad

—— 1.3x10° 9.6 21.6 39.6 60.4 76.4 89.6 100 100 100 100
1.3x107 6.4 15.6 30 46.8 67.2 82.4 90.4 96.4 100 100
—— 1.3x10° 4 8.8 15.6 25.6 39.6 50.8 61.2 70.4 776 85.6

Figura 26. Los porcentajes de mortalidad del estadio 1V de Aedes aegypti con el uso de tres
concentraciones conidias/gr. de Metarhizium anisopliae se representan en esta gréafica y se puede observar
que las mortalidades son altas llegando al 100 % con la concentracion 1.3 x 10% desde el dia 7 y 100% con

1.3 x 10" desde el dia 9 y 85.6% de mortalidad con la concentracién 1.3 x 10°.
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Las larvas con mortalidad se colocaron en camaras humedas y se observaron cada 24
horas por 7 dias con lo que se confirmo el dptimo efecto biocida de M. anisopliae.

En el microscopio eléctrico a 40X se apreciaron sobre los cuerpos larvales un
crecimiento de hifas desde las primeras 24 horas de mortalidad y macroscépicamente el
hongo se pudo observar hasta el tercer dia, para la identificacion de M. anisopliae se
tomd en cuenta el color y forma de la colonia, asi como formas y color de estructuras
morfologicas, esto segun las claves y descripciones de Subramanian, (1971).

Figura 27. Evidencias del dafio y desarrollo de Metarhizium anisopliae sobre larvas de Ae. aegypti. A.
Mortalidad de larvas al tercer dia de su exposicion al hongo. B. Desarrollo de hifas de M. anisopliae a las
24 horas de la mortalidad de la larva, visto en el microscopio eléctrico a 40X. D. Larvas con mortalidad
después de 24 horas de exposicion al hongo. E. y F. Crecimiento de M. anisopliae en el aparato bucal y
sifon respirador de las larvas, 2 y 3 dias después de la mortalidad de los individuos. F. Desarrollo de 5 dias
del entomopatégeno M. anisopliae después de provocar la muerte de la larva.

PARATE 3. Evaluacion del efecto biocida de Beauvria bassiana Y Metarhizium
anisopliae en semi campo

Las concentraciones 1.8 x10° conidias/gr de B. bassiana y 1.3 x10° conidias/gr. de M.
anisopliae con las que observamos la mayor mortalidad de los cuatro estadios larvales
en la PARTE 2, se sometieron a un nuevo bioensayo en condiciones de semi campo esto
para comprobar su poder entomopatégeno en un ambiente mas parecido a un criadero
natural donde se desarrollan las larvas,



35

En este estudio con B. bassiana obtuvimos el 50 % de mortalidad en el estadio larval 1V
al 10° dia de analisis y el 75% en el estadio 111, para el estadio | solamente se presentd el
17.4% de mortalidad. Mientras que con el uso de M. anisopliae observamos una
mortalidad del 50% en el estadio | y 100 % en el estadio 111 desde el séptimo dia.

Comparacién de los porcentajes
de mortalidad en los 4 estadios
larvales de Aedes aegypti

120

100

100
9238
B0 75
40 35.2
= I
v} .

estadio | estadio Il estadio Il estadio IV

Porcentaje de mortalidad
3]

5]

Estadios larvales de Ae. aegypti

- e 19 e 53|

Figura 28. Representacion de la diferencia entre los porcentajes de mortalidad total a los 10 dias de
analisis de las larvas Aedes aegypti en sus cuatro estadios, con el uso de Beauveria bassiana 1.8x10°% y
Metarhizium anisopliae 1.3x10°

Este analisis se comparé con los testigos los cuales constaban de 10 repeticiones de 50
larvas para cada estadio, tanto las repeticiones a analizar con los entomopatégenos como
los testigos se colocaron en 800 ml. del agua donde se encontraron las larvas mas 200
ml. de agua destilada a cada repeticion se le adicionaron 176 mg. del polvo conidial
mientras que los testigos se manejaron con 176 mg. del excipiente en polvo con el que se
prepararon las concentraciones. En el analisis de semi campo obtuvimos una mortalidad
menor que la que observamos en laboratorio, pero aun asi los porcentajes de mortalidad
en esta prueba fueron altos.

Las larvas con mortalidad se colocaron en camaras humedas y se observaron cada 24
horas por 7 dias con lo que se confirm¢ la mortalidad de estos culicidos por causa de los
hongos aqui utilizados. Para su identificacion se tomo en cuenta el color, forma de la
colonia, formas y color de estructuras morfologicas, segun las claves y descripciones de
(Subramanian, 1971).
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V- CONCLUSIONES

Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae son hongos que tienen mucha importancia
en la naturaleza, ya que controlan poblaciones de insectos sin provocar en ellos
resistencia, por lo que de esta manera se pueden utilizar sobre plagas que son dificiles de
manejar por su tolerancia a insecticidas quimicos, ademas de que sus residuos no
representan una contaminacion en el medio ambiente, ni un riesgo para la salud de seres
humanos, animales o plantas con las que pudieran tener contacto y debido al alto rango
de hospederos para estos hongos, es que, su aplicacion puede recomendarse afio con afio
sobre los insectos que representan un problema en la agricultura y en la salud publica.

Con este trabajo de investigacion y evaluacion se puede considerar que los hongos aqui
analizados son efectivos en ambientes acuaticos sobre larvas de Aedes aegypti en sus
cuatro estadios, los resultados mas dptimos se obtuvieron sobre los Gltimos dos estadios
larvales, esto se puede deber a que las larvas de mayor tamafio requieren mas cantidad
de alimento, por lo que la ingesta de las conidias de los hongos resulta mas probable, asi
como también aumenta la probabilidad de que el térax, abdomen o sifon de las larvas
tenga contacto con las conidias a la hora de nadar hacia la superficie para tomar oxigeno,
esto porque sus estructuras son de mayor tamafio. A través del uso de estos hongos es
posible el combate contra la transmision de virus por parte de Aedes aegypti, ya que, al
disminuir las poblaciones de estos dipteros, disminuyen también las picaduras de estos al
alimentarse y por lo tanto la probabilidad de adquirir una infeccion por los virus que
puedan llevar consigo estos vectores también disminuyen.

Dependiendo de la especie del hongo y la concentracion de la formulacién, puede variar
la virulencia y patogenicidad, esto se puede decir porque, aunque se obtuvieron buenos
resultados con ambos hongos, fue evidente la diferencia entre los porcentajes de
mortalidad obtenidos con el uso de los dos entomopatdgenos en sus tres
concentraciones.

Aunque en la prueba de semi campo se obtuvo una mortalidad menor que la observada
en el andlisis de laboratorio, estos resultados también fueron bueno y no se deben
minimizar, por lo que el uso de estos hongos se puede recomendar sobre criaderos que
se encuentran dentro y fuera de las viviendas humanas. Pero debido a los diferentes
resultados que aqui se obtuvieron, se puede considerar que la virulencia de estos hongos
varia segun las condiciones del medio en que se encuentran las larvas y por esto es
necesario seguir realizando investigaciones sobre el uso, formulacion y efecto de estos
hongos sobre larvas de Aedes aegypti.
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