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RESUMEN

La resistencia a los insecticidas quimicos ocasionada por los insectos, ha
llevado al interés en los hongos como agentes de control biolégico de mosquitos. La
mayoria de los trabajos con entomopatogenos se han evaluado en relacion a larvas,
pero hace poco se han comenzado a evaluar infecciones de mosquitos adultos a
través de la exposicion de superficies tratadas con conidias de hongos. En el
presente estudio se evaluaron cepas mexicanas de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae contra Aedes aegypti, lo que demuestra que el
comportamiento de los machos impregnados con los hongos causan una mortalidad
y dafios en las variables de fecundidad en hembras. Todas las cepas a 6x10°
conidias/ml * fueron altamente virulentas con una TLsy de 2.70(+0,29)-5.33(+0.53)
dias estimado en la exposicibn de hembras. Machos virgenes de Aedes aegypti
(Linneo) fueron expuestos durante 48h a la dosis de 6x10° conidias ml™ de un
aislado de Metarhizium anisopliae y luego fueron confinados con hembras virgenes
para examinar transmision por conducta de coOpula. En hembras expuestas a un
macho contaminado con el aislado H-M5 hubo un 90% de mortalidad, una vida media
de siete dias, y fecundidad media de 0.52+0.32 huevos por hembra, la cual fue 99%
mas baja que la fecundidad en el control (35.35£8.3). Menos del 20% de las hembras
infectadas resultaron inseminadas lo cual sugiere que la mayoria se infectaron por
intentos de copula.

De la misma forma la transmision de dos cepas de B. bassiana (H-B2 y H-B4),
probadas en el apareamiento, ambos mataron entre 80-90% de las hembras en 15
dias confinados con machos previamente expuestos durante 48 horas a los hongos.
De las tasas de mortalidad, 27 y 48% respectivamente, fueron las infecciones
adquiridas por copulas, donde se produjo la inseminacion. La TLsg para las hembras
infectadas sexualmente fueron de 7.92(+0.46) y 8.82(+0.45) dias para ambas cepas,
mientras que el control fue de 13.92 (x 0.58). Del mismo modo, la fecundidad
disminuy6 entre 95% y 60% con ambos aislados en comparacion con el control. El
aislado H-M5 es un candidato prometedor para biocontrol vectorial del dengue, pero
antes se debe estudiar el riesgo que el hongo implica para la salud publica. Para B.
bassiana este es el primer reporte que se da contra Ae. aegypti a través de
comportamiento de copula de machos virgenes hacia hembras.

Palabras clave: Aedes aegypti, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana
transmision, comportamiento de cépula, fecundidad.



ABSTRACT

Resistance to chemical insecticides plus high infestation levels have led to
rising interest in fungi as candidates for biocontrol agents of mosquito vectors. In
most early reports these pathogens were evaluated against immatures, but recently
fungal infections have been tested against adults by exposure to surfaces treated with
conidia. In the present study Mexican strains of Metarhizium anisopliae and
Beauveria bassiana were assessed against Aedes aegypti, demonstrating by first
time that the polygamic behavior of fungus-impregnated males causing high mortality
rates among females of the dengue vector. All strains to 6x10° conidia/ml™ were
highly virulent with an LTso of 2.70(x0.29)-5.33(x0.53) days estimated exposure of
females. Virgin male Aedes aegypti (Linneo) were exposed for 48h 6x10° conidia ml™
of anisolate of Metarhizium anisopliae and then were confined to virgin femalesto
consider transmission through intercourse. In females one male exposed to
contamination with the isolated H-M5 there was 90% mortality, an average life of
seven days, and average fertility of 0.52+0.32 eggs per female, which was 99% lower
than fertility in control (35.35%£8.3). Less than 20% of infected females were
inseminated suggesting that most were infected through intercourse attempts.
Likewise the transmission of two strains of B. bassiana (H-B2 and H-B4), tested in
mating, both killed 80-90% of females confined with males 15 days 48 hours
previously exposed to fungi. Mortality rates, 27 and 48% respectively, were acquired
infections copulations, where insemination took place.

The LTz for sexually infected females were 7.92 (+£0.46) and 8.82 (+0.45) days
for both strains, while the control was 13.92(+0.58). Similarly, fertility declined by 95%
and 60% with both isolates compared with control. The isolated H-M5 is a promising
candidate for biocontrol vector of dengue, but first you should consider the risk that
the fungus poses to public health. For B. bassiana this is the first report given to Ae.
aegypti through copulation behavior of males to virgin females.

Key Words: Aedes aegypti, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana,
transmission, mating behavior, fecundity.



INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad transmitida por los mosquitos Aedes aegypti y
Aedes albopictus y actualmente se le considera como la arbovirosis de mayor
impacto en salud publica a nivel mundial. Ae. aegypti ha sido una de las especies
mas estudiadas en entomologia médica y lo seguira siendo por muchos afios, porque
a pesar de la abundante informacion que existe sobre su biologia y control, afio tras
afio ocurren invariablemente los brotes de dengue en todas las zonas endémicas
(Zarate, 1988).

El mosquito Aedes aegypti tiene una distribucion cosmopolita, ha sido descrito
como el principal vector para los flavivirus causantes del dengue, fiebre hemorragica
del dengue, fiebre amarilla urbana, que suelen presentarse en forma de grandes
epidemias, que se propagan con gran rapidez afectando a un gran numero de
personas en el curso de cada epidemia y reduciendo considerablemente la
productividad laboral pero, sobre todo, segando muchas vidas (Zarate, 1988).

Desafortunadamente, las opciones disponibles para la prevencién y el control
del dengue epidémico son poco favorables. En los ultimos 30 afios se ha dado
demasiada confianza en el uso de insecticidas para el control de este insecto,
subrayandose una eficacia baja y gran toxicidad al medio ambiente (WHO, 2008).

Debido a lo anterior se deben buscar nuevas alternativas de combate, como
organismos que, ademas de ser eficaces, no dafien a otros organismos del

ecosistema en el cual estén interactuando con los mosquitos.

En las dltimas décadas se ha expandido grandemente la literatura sobre los
agentes potenciales de control biolégico de vectores de enfermedades humanas y
animales (Sorokin, 1983). Aunado a los problemas que sigue presentando el
combate de mosquitos, en muchas partes del mundo, es de crucial importancia hacer
investigaciones que conduzcan a encontrar nuevos productos biolégicos o

alternativas con las que el presente trabajo se une, aportando sus resultados.



De Paula (2008) menciona que una de las alternativas es el uso de
entomopatdégenos, puesto que ademas de no contaminar, constituyen un meétodo de
control eficaz, ya que estd comprobado que ataca a mas de 200 especies de
insectos y que ha demostrado tener potencial para infectar o matar insectos en
alguna de sus fases de ciclo bioldgico; no produce efecto inmediato como los
productos quimicos, pero una vez que estdn en su ambiente dado, pueden

sobrevivir, incrementarse e infectar a los insectos

Lo anterior refleja la importancia del presente trabajo donde se evalu6 el impacto
y la eficacia de cepas nativas del noroeste de México de hongos entomopatégenos
contra Aedes aegypti y que culminado el experimento incluye variables competitivas
como fecundidad, tasa de inseminacion, fertilidad, longevidad y atraccion al huésped
se genere una alternativa de manejo de estos insectos y en un tiempo corto

repercuta en la salud humana.



1. HIPOTESIS

En la interaccion huésped-patdogeno formada por los cosmopolitas Aedes
aegypti-hongos imperfectos, la variacion genética inherente y aleatoria ha
seleccionado poblaciones del vector mas susceptible a las micosis pero también a
hongos mas virulentos, y esta asociacion sigue patrones desconocidos. No obstante,
la virulencia contra Ae. aegypti, evaluada por exposicién directa o por transmision
sexual, si es mayor en aquellos hongos que estan esporulando sobre (cadaveres)
insectos que infectaron y mataron, en comparacion a la de los hongos aislados del

suelo; y esto es independiente de la geografia y poblacion de Ae. aegypiti.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar la virulencia de aislados nativos de México de Beauveria bassiana y
M. anisopliae sobre adultos de Aedes aegypti, asi como el grado de transmision de

las conidias entre adultos y su efecto en la fecundidad, fertilidad y sobrevivencia.

2.2 Objetivos especificos

1.- Evaluar aislados de los hongos de B. bassiana y M. anisopliae sobre hembras

nuliparas de Aedes aegypti.

2.- Determinar la cepa mas virulenta de los diferentes hongos aislados a la dosis de

6x10°, conidias/ml™en adultos de Ae. aegypti.

3.- Determinar el grado de transmision de conidias de B. bassiana y M. anisopliae a
través de coOpulas entre adultos de Ae. aegypti y evaluar su impacto en fecundidad,

fertilidad, tiempo de oviposicion y sobrevivencia de ambos sexos.



3. ANTECEDENTES

3.1 Importancia de los mosquitos Aedes aegypti

Aedes aegypti es un diptero de la familia Culicidae, subfamilia Culicinae, del
subgénero Stegomyia, probablemente de origen Africano, y que actualmente se
encuentra distribuida en todo el mundo, principalmente en regiones tropicales, donde
el mosquito est4 presente todo el afio, aunque en época seca disminuyen las
poblaciones y desaparecen en las regiones templadas (Chaverri, 2001; Fernandez,
2009).

Las hembras ovipositan principalmente sobre el nivel del agua en superficies
himedas y las larvas emergen hasta que los huevos se encuentran sumergidos en
agua, lo cual ocurre en condiciones Optimas entre 2 a 3 dias. Esta etapa es el
principal mecanismo a través del cual se ha dispersado el mosquito. Los huevos se
conservan viables fuera del agua, durante la época seca y son resistentes a la
desecacion por varios meses (diapausa) (Luz, et al., 2008). EIl desarrollo de las
larvas y adultos pueden desaparecer cuando los criaderos se secan y aparecer
nuevamente en cuanto se mojan. Se lleva a cabo en cuatro estadios (I, II, Il y V)
durante las cuales crecen de 1 a 6 mm. La duracion de los estadios larvarios en
condiciones Optimas es de cinco dias en promedio y la alimentacion escasa no
impide de que las larvas sobrevivan en ese ambiente, debido a que presentan un
mecanismo especial de almacenamiento de nutrientes. Se alimentan con el plancton
de los recipientes que habitan (Salvatella, 1996). Las pupas no se alimentan y de 28°
- 32°C, completan su desarrollo entre 1 y 3 dias. El ciclo completo de Ae. aegypti, de
huevo a adulto, se completa en éptimas condiciones de temperatura y alimentacion,
en 10 dias (Salvatella, 1996).

La fase aérea inicia cuando éste emerge de la ultima fase acuatica (pupa) y
comienzan a alimentarse de secreciones sacarosas. Las hembras son hematé6fagas
y realizan su primera ingestion de sangre 1 o 2 dias después de su emergencia.
Poseen hébitos de alimentacion diurnos, en cercania a los domicilios humanos, con

gran afinidad a la alimentacion sobre el hombre (Salvatella, 1996). El alimento natural



de hembras es la sangre de mamiferos, roedores y aves, asi como néctares de las
plantas que se encuentran en el habitat domestico durante un mismo ciclo
gonotrofico lo que le da la capacidad importante como trasmisor de enfermedades,
estas requieren de las proteinas presentes en la sangre para llevar a cabo la
ovogénesis. Una hembra puede poner entre 300 y 450 huevos en su vida,
aproximadamente 25-100 en cada ovipostura (Hernandez y Garcia, 2000).

La eficiencia de Ae. aegypti como vector del dengue se debe a su alta
susceptibilidad al virus, y a sus rasgos especificos en sus patrones de alimentacion y
comportamiento que son heredados y la preferencia para obtener sangre como
alimento de los huéspedes humanos (antropofilia-antropofagia) y su hébitat
preferencial dentro de las casas (endofilia). El horario de actividad de picadura y la
capacidad de picar a varias personas, entra a etapa de viremia, con la capacidad de
infectar al momento de alimentarse. La hembra permanece infectada de por vida. El
comportamiento anterior permite el incremento de riesgo de trasmision del virus del
dengue (Gubler, 1998).

3.2 Enfermedades transmitidas por el género Aedes spp.

Las enfermedades transmitidas por insectos afectan por igual a los paises
desarrollados y los que estan en vias de desarrollo.

3.2.1 Dengue

El dengue que es otra de las enfermedades trasmitidas por Ae. aegypti y Ae.
albopictus conocida también como quebrantahuesos, se presenta en regiones
tropicales y subtropicales. Esta enfermedad también es de origen viral (Fernandez,
2009).

El virus del dengue consiste de un subgrupo antigénico de cuatro virus muy
relacionados, pero diferentes antigénicamente; estos son: DEN-1, 2, 3, y 4 dentro
del género Flavivirus. Todos producen enfermedades humanas que van desde la
fiebre del dengue que es relativamente moderada, hasta la severa fiebre

hemorragica del dengue (Reyes, 1993).



El dengue afecta a todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Se
ha sefialado su presencia en mas de cien paises y unos 2000 millones de humanos
estdn expuestos al contagio. Cada afio se registran millones de infecciones y

decenas de miles de muertes (OMS, 1997).

3.2.2 Laenfermedad del dengue y dengue severo

El virus dengue corresponde al género Flavivirus, familia Flaviviridae. Es un
virus de 40-50 nm de tamafio, ARN de cadena simple, cuyo genoma es de 11,000 pb
el cual causa una enfermedad infecciosa aguda de etiologia viral conocida como
Dengue (Gubler, 1998).

El agente etioldégico presenta cuatro serotipos del dengue, DEN-1, DEN-2,
DEN-3 y DEN-4 (WHO, 2008), los cuales se transmiten a los humanos a través de la
picadura de los mosquitos vectores. La infeccion viral puede producir un cuadro
asintomatico, cuadros de fiebre indiferenciada, fiebre clasica de Dengue o Dengue
Severo. Eltiempo de incubacién del virus en los mosquitos es de 8-12 dias, luego de
lo cual pueden transmitirlo a personas sanas, donde el periodo de incubacion es de
3-14 dias. Trascurrida la fase de incubacién en el cuerpo humano, se manifiestan los
sintomas, predominantemente fiebre aguda, debido a que el virus se encuentra
circulado en la sangre periférica, de modo que otros mosquitos que piquen a una
persona en esta condicion, adquieren el virus (Gubler, 1998). Adicionalmente, se ha
reportado que el virus se transmite verticalmente (transovarial) en los mosquitos y

qgue también se amplifica en primates no humanos. (Gibbons y Vaughan, 2002).

La infeccion de una persona con uno de los cuatro serotipos confiere
inmunidad contra ese serotipo y por corto tiempo contra los otros 3 serotipos.
Infecciones secuenciales pueden predisponer el desarrollo del dengue severo
(Anderson y Rico, 2006) y segun la (WHO, 2008) es la enfermedad mas comun
transmitida por artropodos pues existen entre 30 y 60 millones de infecciones por afio
en el mundo, con miles de muertes en mas de 100 paises y mas de 2 mil millones de

personas en riesgo.



Muchas de las causas que ocasionaron la expansion y resurgimiento del
dengue a nivel mundial no estdn completamente definidos. Sin embargo, se
establece una relacion estrecha con los cambios demograficos y sociales en la
poblacién, entre ellos, el aumento exponencial de la poblacion correlacionado con
una urbanizacion no planificada, deficiencia de viviendas, de infraestructura en
alcantarillados, inadecuado manejo de aguas y desechos. Ademas se considera el
aumento en el transporte aéreo, que facilita la movilizacion de personas infectadas,
alrededor del mundo y la falta de recursos para prevencion y métodos eficientes de
control de los vectores del virus (Gubler, 1998). En México se reportaron en el
periodo 2002-2007 més de 70,000 casos de Dengue (WHO, 2008).

La enfermedad se caracteriza por una fiebre repentina que se presenta
después de un periodo de incubacion de cuatro a siete dias y se caracteriza por un
cuadro febril que incluye dolor de cabeza, dolor corporal, nauseas, vomito, dolor de
articulaciones, debilidad, salpullido y hemorragias. Puede presentarse anorexia,
alteracion de gusto, dolor de garganta, estrefiimiento, diarrea y sintomas
respiratorios. La presencia de esta forma clinica debe ser objeto de seguimiento
exhaustivo para establecer su posible evolucibn a Dengue Hemorragico. Es una
enfermedad rara vez mortal y no se conocen secuelas de ésta (Gubler, 1998).

El Dengue severo presenta alta permeabilidad vascular y cambios hemostaticos
gue se relaciona con la presencia de hemoconcentracion debida a la fuga de plasma
al espacio extravascular. Dicha hemoconcentracion se manifiesta por hematocrito
elevado y con frecuencia por la presencia de hemorragias (epistaxis, gingivorragia,
sangrado urogenital, sangrado en sitios de puncion, hemoptisis y sangrado del tubo
digestivo) y extravasacion de liquidos (equimosis, hematomas o petequias). El
cuadro hemorragico puede presentarse dos o tres dias después de haber
desaparecido los sintomas y aun la fiebre. Este puede o no incluir el shock clinico,
lo que se conoce como sindrome del shock dengue, el cual se produce debido a la
fuga de plasma y que puede provocar la muerte (WHO, 2008). El aspecto importante
de este cuadro es que se trata de un fendbmeno auto limitado en donde los linfocitos

no sensibilizados permiten establecer la homeostasis en el trascurso de 2-3 dias. Los
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cuatro serotipos del virus se han asociado con el Dengue Hemorragico, sin embargo
la severidad de la enfermedad varia dependiendo de la cepa y el serotipo (Gibbons y
Vaughan, 2002).

3.3 Origeny distribucion de Ae. aegypti

Estos mosquitos son probablemente originarios del continente Africano. Tienen
una distribucion muy amplia y estable en los trépicos, zonas tropicales y
subtropicales. La altitud promedio en donde se encuentra es por debajo de los 1200

msnm, aunque se ha registrado a una altura de 2400 msnm (Herrera, 1989).

3.4 Morfologia de Aedes aegypti

Estos mosquitos tienen dos etapas bien diferenciadas en su ciclo de vida: fases
acuatica y aérea. Durante la fase acuatica o larvaria o de estadios inmaduros, existen
tres formas evolutivas diferentes: huevo, larva y pupa. A la fase aérea o de adulto

corresponde el mosquito o Imago que vuela (Trpis, 1977).

3.4.1 Etapa acuatica

Esta etapa esta representada por las formas evolutivas de huevo, larva y pupa. Las
hembras de los mosquitos necesitan alimentarse de sangre para lograr la
maduracion de sus huevos y asi reproducirse; en América esta parece ser la
dindmica principal del ciclo de reproduccion. Casi todas las especies necesitan
alimentarse de sangre para la oviposicion, pero algunas especies pueden desarrollar
un numero limitado de huevos sin alimentarse de sangre. A este fenomeno se le
conoce como autogenia, este fendmeno parece ser mas frecuente en Ae. albopictus

que en Ae. aegypti (Trpis, 1977).

Huevos

Miden mas de 1 mm de longitud, su forma es ovoide, alargada como un
bastén y su apariencia ligeramente afelpada es debida a sus formaciones reticulares
geométricas. Recién puestos son claros y traslicidos y enseguida se oscurecen
hasta un color azul-negro (CRAT, 1970).
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Larva

Tienen cuatro estadios o fases evolutivas inmaduras. Entre cada estadio las
larvas tienen una ecdisis en la cual se desprende el exoesqueleto o exubia cada vez.
Las larvas tienen tres partes: cabeza, abdomen y aparatos respiratorio y excretor.
Presenta un sifon corto y grueso por el que respira. Otra caracteristica es la espina
lateral prominente a cada lado del torax (Méndez, 1994).

Pupa

La larva del estadio IV se transforma en pupa, Ultima fase evolutiva acuatica o
ecdisis, que se caracteriza por tener una forma de coma, estd envuelta en un
exoesqueleto queratinoso impermeable y corresponde a la maduracion del nuevo
adulto (CRAT, 1970).

3.4.2 Etapa aérea

Adulto

Ae. aegypti es un mosquito negro con manchas de color plateado en diversas
partes del cuerpo que en su conjunto dan la apariencia de una lira en la parte del
mesonoto. La cabeza presenta mechones de escamas plateadas en los apices de
los palpos. Las hembras presentan antenas con pelos cortos y escasos (Méndez,
1994).

3.5 Biologia y habitos

Este mosquito es principalmente doméstico. Los recipientes artificiales son en
gran medida el lugar de cria y son esenciales para la produccion y conservacion de
grandes poblaciones. A las hembras las atraen los recipientes de colores oscuros,
especialmente si se encuentran a la sombra. El agua oscura y la presencia de hojas

en descomposicion estimulan la postura de huevos (Reyes, 1993).

La postura la hacen principalmente en la tarde, los huevos son depositados uno
por uno en las partes himedas de cuerpos de agua. En un periodo de 2 a 3 dias con
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mucha humedad y a temperaturas entre 25 y 30 °C los huevos eclosionan (Cantén,
1996).

La larva emerge y el paso de una fase larval a otra se logra por el proceso de
formacion, durante el cual los insectos sueltan su viejo exoesqueleto (Cantén, 1996).
La larva pasa la mayor parte del tiempo alimentandose, usando las cerdas en forma
de abanico para atrapar los microorganismos y las particulas de materias que estan
fuera del agua. La pupa se forma a los siete dias y esta no se alimenta. La pupa
dura de 2-3 dias y al emerger el adulto este se alimenta cada tres dias
subsecuentemente con el objeto de completar su ciclo gonotréfico. La hembra
puede producir entre 50 y 100 huevos en cada ovipostura (Méndez, 1994).

Obras clasicas (Howard, 1912 Christophers, 1960;) en biologia de mosquitos
Culicidae mencionan que la posicidon de ambos sexos en cépula depende de si las
hembras tienen ufas tarsales, lisas o dentadas; si son lisas, hembra y macho se
colocan linealmente en direcciones opuestas como en Culex y Anopheles, pero si
las ufias son dentadas, el macho con su tarsos se sujeta al cuerpo de la hembra y se

posicionan ventralmente, como en Aedes.

La copula en Aedes aegypti fue descrita por primera vez por el naturalista
francés Godeheu De Riville en 1760 (Cabrera 2007). Landois, 1874 reporté que una
hembra posada no atraia a machos, y se sugiri6 que estos eran atraidos por el
sonido de las hembras al volar (Cabrera, 2007). Fue hasta 1948 cuando el
entomologo americano Louis M. Roth llevé a cabo el primer estudio integral sobre el
comportamiento sexual y confirmé que los machos usan sus antenas plumosas para
detectar y localizar a las hembras por su sonido alar. EIl comportamiento de copula
del macho de Ae. aegypti consiste de cuatro etapas: inicio del vuelo, orientacion
hacia la fuente acustica, captura de la hembra, y conexiébn de genitales para
inseminacion (Clements, 1963). En muchas especies el comportamiento incluye la
formacion de un enjambre sobre un objeto que funciona como “marcador” (Cabrera,
2007).
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En el vector del dengue, el enjambre es una fase “facultativa” porque un solo
macho, puede perseguir y copular con una hembra que pase volando cerca (Zwiebel
2004). No obstante el enjambre si aumenta el éxito reproductivo. La antropofilia ha
moldeado la conducta sexual de Ae. aegypti, porque una persona funciona como
marcador al atraer a hembras con el CO; y &cido lactico (Clements, 1999), pero
también atrae a machos y aunque el enjambre esté formado por dos o tres, en ese
espacio se facilitan los encuentros sexuales, con copulas exitosas (inseminaciéon) o
intentos (Foster, 1975). Roth (1948) también observé que el macho es poligamico e
insemina entre 5 y 7 hembras cuando es confinado por 30 minutos con 30 hembras
virgenes. En otro estudio se reportdé un promedio de seis cdpulas con inseminacion
para un macho en un periodo de tres dias (Lacey, 2001). La hembra tiende a ser
mondgama; cuando es inseminada por primera vez, una hormona llamada “matrona”
producida en las glandulas accesorias del macho, induce la formacién de un “tapén”
en el oviducto que bloquea la inseminacién por un macho subsecuente (Foster,
1975).

3.6 Métodos de control de Aedes aegypti, principal vector del dengue

El control de mosquitos atraviesa hoy en dia una situacién de crisis. En los
altimos 40 afios, los humanos han dependido casi por completo de insecticidas
sintéticos organicos. Actualmente, las mismas propiedades que confirieron utilidad a
estos productos quimicos, han ocasionado graves trastornos ambientales debido a
su larga accion residual y a sus efectos toxicos en una gran diversidad de

organismos (Anénimo, 1998).

Una de las principales formas para el control de adultos de Ae. aegypti consiste
en la aplicacion de insecticidas quimicos (malation, fenetion, entre otros) en sitios de
descanso en la direccién del vector. Para el control de larvas se realiza el
tratamiento del agua con productos quimicos con efecto larvicida como el temefos
granular a fin de proporcionar mayor rendimiento e impacto contra los mosquitos en
sus etapas larvarias (Andrade, 1993). Sin embargo, el uso de estos, por aspersion no
es eficiente, a menos que se realice en areas cerradas (Gubler, 1998).
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Adicionalmente, el uso de estos quimicos implica problemas ambientales en
cuanto a contaminacion, toxicidad en los seres humanos y otros organismos no-
blanco, asi como la generacion de resistencia por parte de los insectos, por lo cual se
ha intensificado la busqueda de otras alternativas para control de vectores (Scholte
et al., 2007).

3.6.1 Control cultural

Se basa en la reduccién de focos de infeccion, dirigidas a prevenir, eliminar,
reducir o modificar convenientemente los habitats acuaticos hechos por el hombre.
La utilizacion integra de las medidas para reducir los focos aminora grandemente la
necesidad de aplicar repetidas veces sustancias quimicas para el control de los
mosquitos (Arredondo et al, 1991).

3.6.2 Control quimico

El uso de insecticidas para el control de mosquitos ha sido evaluado desde
hace mas de 50 afios. Se ha utilizado la deltametrina, permetrina, ademas del
diflubenzuron, metropeno, fenoxicarb y piroproxifen, los cuales son reguladores de

crecimiento (Arredondo et al., 1991).

3.6.3 Control genético

Consiste en realizar alteraciones cromosémicas de los mosquitos, ya sea
mediante la quimioesterilizacion de machos, la doble translocacion en machos
heterocigotos o la distorsion en la doble translocacién, entre otros. Las pruebas para
evaluar la eficiencia en el control de mosquitos se basan principalmente en la
competitividad del apareamiento con respecto a los organismos no tratados (Curtis et
al., 1976).

3.6.4 Control bioldgico

El control biolégico es una de las formas mas antiguas de control de plagas y
este consiste en utilizar a sus enemigos naturales como los son los parasitoides,

depredadores y entomopatdégenos. Entre los organismos que de manera natural
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atacan a Aedes spp. y que han sido mas estudiados estan los virus, bacterias,

hongos, protozoarios, nematodos, insectos, peces y crustaceos (Service, 1986).

En estudios recientes se han implementado hongos entomopatdégenos para el
control de adultos de mosquitos obteniendo buenos resultados (Blanford et al., 2005;
Scholte etal., 2005, 2006). En algunos estudios se describe que existen dos formas
de implementar hongos como agentes de control biol6gico de mosquitos. El método
de colonizacién-inoculacion que consiste en inocular el patdégeno en el ambiente y
gue este se disperse naturalmente. La otra forma consiste en utilizarlo como un
bioinsecticida, de modo que el hongo no es capaz de reinfectar insectos o de
multiplicarse en condiciones naturales, ademas depende de las aplicaciones
realizadas por el hombre y puede provocar la eliminacion total de la poblacion de
mosquitos (Andrade, 1993).

Una de las ventajas del uso de hongos entomopatdogenos sobre otros
microorganismos controladores es que estos no requieren ser ingeridos para infectar
al insecto, de modo que la infeccidon se puede dar solamente por contacto con la

cuticula u otras partes del insecto (Pucheta et al., 2006).

La efectividad de un hongo como controlador microbial, se mide por la
virulencia que presenta y por los factores ambientales como, luz, temperatura,
salinidad, humedad relativa, velocidad de germinacion y esporulacién sobre el
cadaver del hospedero (Butt y Goettel, 2000). Scholte y colaboradores (2004a)
mencionan ciertas caracteristicas para implementar un hongo como controlador de
mosquitos, entre las que se indican que debe inducir la muerte tanto en estadio de
larva como adulto en una Unica aplicacién por etapa de desarrollo, dispersién a
través de las hembras a posibles sitios de confinamiento, mostrar actividad residual y
persistencia en los mosquitos u otros organismos, selectividad, tolerancia a
condiciones adversas, produccion en masa de bajo costo y que se pueda realizar
una formulacion que mantenga su viabilidad aun durante el almacenamiento y que no
sea dafino para el ser humano ni otros organismos distintos al que sea desea

controlar.
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Aun no se tiene conocimiento de que todas las caracteristicas anteriormente
seflaladas de los hongos conocidos y utilizados para controlar mosquitos se
presenten. Adicionalmente, para implementar un hongo como agente microbial de
mosquitos se deben tomar en cuenta otros factores como son, la biologia del insecto
blanco, su distribucion, viabilidad y virulencia del hongo, métodos de aplicacion,
costos, almacenamiento, posibilidad de produccion masiva y disponibilidad o registro
en el mercado (Scholte et al., 2004a).

En los ultimos 40 afos, el combate de mosquitos se ha hecho casi
exclusivamente con insecticidas, provocando graves trastornos ambientales debido a
su larga accion residual y sus efectos téxicos en una gran diversidad de organismos;
asi mismo se ha desarrollado resistencia a gran cantidad de estos productos. En las
Gltimas décadas se ha impulsado la investigacion y estudio de alternativas de control
que no incluyan quimicos, debido a todas las consecuencias negativas

correlacionadas con su uso (Andrade, 1993).

Los primeros microorganismos que se encontraron causando enfermedad en
insectos, fueron los hongos por su crecimiento macroscopico sobre la superficie de
sus hospederos, gracias a que tienen un rango amplio de insectos huéspedes (Van
Der Geest et al., 2000).Su crecimiento y desarrollo estan limitados principalmente por
las condiciones ambientales externas en particular, alta humedad y temperatura
adecuada para la esporulacion y germinacion de conidios (Pucheta, et al., 2006). Los
hongos entomopatdgenos consideran una asociacion entre insectos y se han
convertido en una estrategia importante dentro de los esquemas actuales de manejo

de plagas insectiles (Samson, 1988).

Lo anterior pone de manifiesto el potencial de estos hongos en el control
vectorial, porque en entomologia médica no se requiere matar a la poblacion de
insectos como ocurre en el caso de una plaga agricola (Samson, 1988). Se
considera que aun una mortalidad baja puede hacer que el hongo afecte y reduzca
los ciclos de transmision viral y que por lo tanto, bajo este esquema habria vectores
sin que se presente la enfermedad que transmiten. Uno de los efectos mas visibles
de una micosis es la deshidratacion de los tejidos del huésped. La falta de agua en
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los tejidos puede evitar que el virus del dengue se replique y que finalmente no llegue
a infectar glandulas salivales; esto es que se interrumpa la incubacion extrinseca y
esto puede suceder antes de los 10 dias que en promedio dura este periodo (Scholte
et al., 2004).

Aunque no estd muy desarrollado el campo de la implementacion de hongos
entomopatdégenos en el control de mosquitos vectores de enfermedades, se ha
demostrado que existe un alto potencial en el uso de estos para este fin, de ahi la
importancia en la investigacion de metodologias de aplicacion y formulacion que
incrementen su eficacia (Scholte et al., 2004). El control biolégico presenta alto
potencial y debe ser implementado como parte del manejo integrado del mosquito

vector del dengue, lo cual puede lograr un mayor impacto en el control de estos.

Los hongos M. anisopliae y B. bassiana son entomopatégenos con amplia
distribucion a nivel mundial. Estas especies estan presentes en el suelo, por lo que
infectan principalmente insectos del orden coledptera, aunque entre sus hospederos
se encuentran también aracnidos y aproximadamente 200 especies de insectos
(Scholte et al., 2003, Sorokin, 1983). Los mosquitos no se consideran hospederos
naturales de este hongo, aunque se reportan algunas cepas con actividad contra
mosquitos (Scholte et al., 2003).

La infeccion por estos hongos ocurre cuando las conidias entran en contacto
con la cuticula, forman un apresorio y la perforan secretando quitinasa y proteasas
mas la presion del tubo germinal. En el hemocele el micelio crece formando cuerpos
hifales. La muerte del insecto se produce por la accion de las toxinas del hongo
(destruxinas, swainsinona, citocalasina C) que provocan la degeneracion del tejido
por la pérdida de la integridad estructural de las membranas y la deshidratacién de
las células (Pucheta et al, 2006). Cuando el insecto muere, las hifas emergen del
cadaver y bajo condiciones de alta humedad, el hongo esporula sobre el hospedero y
las conidias se dispersan mediante el viento o el agua (Goettel, 1997). Producen
destruxinas que causan la paralisis del insecto e inhiben la sintesis de ADN, ARN y
proteinas. Se ha relacionado especificamente la dimetildextruxina con la virulencia
de estos hongos (Pucheta et al, 2006).Paralelamente se ha logrado producir de

18



forma masiva conidias de estos hongos y se han realizado diferentes formulaciones

como granulados, polvos y suspensiones en polvo (Daoust et al., 1982).

Algunas cepas se encuentran actualmente disponibles en el mercado y mas
de diez compafias producen y comercializan Metarhizium y Beauveria (Scholte et al.,
2004a). Los productos comerciales se utilizan contra cucarachas, termitas, gorgojos,
plagas de la cafia de azlcar, pero no se reporta su uso contra mosquitos (Khetan,
2001). Sin embargo, se deben considerar ciertas dificultades, como la baja
capacidad de auto-diseminaciéon, ya que las conidias solamente germinan en los
hospederos (Roberts, 1970), cuando se implementa para el control de larvas de
mosquitos, aquellas que murieron por la infeccién y ain se encuentran sumergidas
no esporulan. La especificad, en algunos casos, asi como el costo de produccion en
comparacion con los insecticidas sintéticos se debe tomar en cuenta, ya que para
que se dé la infeccion debe haber contacto fisico, por lo cual es necesario promover
esto (Scholte et al., 2004a).

En general segun estudios realizados en organismo distintos a insectos, se
considera que Metarhizium no es dafino para el ser humano ni para el ambiente
(Genther et al.,, 1998). Aunque en un estudio realizado por De Garcia y
colaboradores (1997) se reporta que el hongo puede causar queratitis en los
humanos. En otro estudio se demostré6 que un extracto de cloruro de metileno y
conidioforos de M. anisopliae, pueden provocar mortalidad en ranas, camarones y
embriones de peces expuestos, aunque no se evidencié mortalidad inducida por
Destruxinas, las cuales son las que causan el efecto de muerte en los mosquitos
(Genther et al., 1998).

3.7 Uso de hongos entomopatdogenos en el control de larvas de mosquitos

transmisores del dengue

En estudios anteriores se ha demostrado que el uso de hongos
entomopatdégenos es de alta potencialidad, ya que inducen la muerte por la
produccion de multiples toxinas, lo que reduce la posibilidad de desarrollo de

resistencia (Zimmerman, 1993; Scholte, et al., 2004). Por lo anterior, el control
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biolégico o microbial del vector se presenta como una alternativa viable para
disminuir la propagacion de la enfermedad, al igual que es eficiente y amigable
ecolégicamente (Scholte et al., 2004, Mittal, 2003).

Existen muchos reportes en la literatura respecto a enemigos naturales que se
han usado en el biocontrol de mosquitos; sin embargo, son muy contados los hongos
gue se han empleado para el control del vector del dengue, Aedes aegypti (Scholte
et al., 2004). En general, los hongos mas usados contra mosquitos Culicidae son el
Oomiceto Lagenidium giganteum, el cual incluso ya se maneja comercialmente.
También Chytridiomiceto Coelomomyces y Deuteromicetos Culicinomyces,
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, se han usado contra larvas de varias
especies de mosquitos, incluyendo Ae. aegypti (Seymour, 1984). La clase
Deuteromycetes (=Hyphomycetes), es la mas importante en patologia de insectos
pues contiene a los entomopatégenos mas relevantes para el control de insectos
nocivos al humano, tanto en el &mbito agricola como en el médico-veterinario. Los
géneros mas importantes para el control de mosquitos vectores son: Culicinomyces,
Beauveria, Metarhizium y Tolypocladium (Scholte et al., 2004). Sweeney (1981)
obtuvo mortalidades del 100% en 24 horas de larvas de Ae. aegypti de primer y

segundo instar utilizando Leptolegnia chapmanii y Culicinomyces clavisporus.

En una revisién realizada por Scholte y colaboradores (2004a) se menciona que
Leptolegnia chapmanii, Phythium sp., Lagenidium giganteum, Crypticola clavulifera,
C. stegomyiae var. stegomyiae, Entomophthora culicis, Entomophthora musca,
Eryinia conica, Zoophthora radicans, Smittium spp, Beauveria tenella, Culicinomyces
clavisporus, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces lilacinus, Tolypocladium

cylindrosporum,se han probado o encontrado en larvas y adultos de Ae. aegypti.

Mclinnis y Zattau (1982) utilizaron al hongo Leptolegnia chapmanii contra larvas

de primer y segundo estadio de Aedes aegypti, logrando un 100% de mortalidad 24

horas después de exposicion. Por otro lado Sweeney (1981) trabajé con

Culicinomyces clavisporus y mostro ser efectivo contra larvas de Ae. aegypti, a altas

concentraciones de conidias, por lo tanto, resulté poco conveniente usarlo de manera
comercial.
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Beauveria sp.es uno de los hongos entomopatdégenos mas comunes y con un
amplio rango de hospederos con el cual se han obtenido buenos resultados contra
larvas de Ae. aegypti (Pinnock et al., 1973; Roberts, 1974; Stolz, 1999). Contra
adultos, Clark y sus colegas (1968) reportaron una mortalidad del 100% a los 5 dias.
Ademas, en el mercado se encuentran varios productos cuyo ingrediente activo es B.
bassiana, sin embargo, no se reporta que ninguno de ellos haya sido probado para
control de Culicidos (Scholte et al., 2004a).

Roberts (1970) reporta en laboratorio larvas de Ae. aegypti susceptibles a
conidias de M. anisopliae y Scholte y colaboradores (2007) encontraron una cepa del
mismo hongo infectando a hembras de Ae. aegypti a una concentracién de 1.6x10%
conidias/m?, obteniendo una TLs, de 4.2 dias. De igual forma Luz y colaboradores
(2008), determinaron una alta mortalidad de huevos de Ae. aegypti infectados con

conidias a alta humedad relativa.

3.8 Uso de hongos entomopatégenos en el control de mosquitos adultos

Por otro lado, el ascomiceto Metarhizium anisopliae, es uno de los patdégenos
mas usados en biocontrol de insectos (Roberts, 1970).Sin embargo, no es patdogeno
natural de mosquitos; su virulencia fue reportada sobre larvas de Ae. aegypti desde
hace tiempo, pero contra mosquitos adultos vectores se ha explorado sélo en
estudios recientes (Scholte, 2003). Un aislado Africano de este hongo fue evaluado
versus Culex quinquefasciatus y el vector de la malaria Anopheles gambiae (Scholte,
2004; Scholte, 2005; Scholte, 2006; Scholte, 2007), luego al mismo aislado lo
evaluaron contra adultos de Ae. aegypti y Ae. albopictus con resultados alentadores
(De Paula, 2008).

En otro estudio se reportd buen potencial de aislados Brasilefios de M.
anisopliae y Beauveria bassiana contra Ae. aegypti (Thomas, 2005). Sin embargo,
en estos estudios la virulencia fue estimada por mosquitos expuestos a una
superficie (tela negra) impregnada con conidias; en Africa la tela fue colocada sobre
el techo dentro de las casas, con impacto significativo en las poblaciones de Ae.

gambiae, pero el método fue criticado porque ademas de controlar la malaria también
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era un riesgo para alergias y enfermedades respiratorias (EPA, 2003). No obstante,
la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU ha aprobado bioinsecticidas en base a
M. anisopliae (Khan, 2003). Ademas, las alergias pueden tener también un origen
natural porque normalmente existen cargas altas de conidias de estos hongos en el

aire dentro de casas rurales y urbanas (Adhikari, 2004, Spielman, 1964).

Aun asi, es necesario buscar alternativas para inocular y diseminar estas
micosis en las poblaciones del vector del dengue, con un riesgo minimo para la salud
publica. Hasta donde se sabe, sOlo existe un estudio sobre la diseminacion de
conidias de M. anisopliae por copula en mosquitos vectores, pero fue de hembras
infectadas a machos sanos del vector de la malaria An. gambiae; reportaron que una
sola hembra expuesta a una dosis alta de conidias se impregné con un maximo de
25 esporas (Scholte, 2005). Por la poligamia masculina en Ae. aegypti, la liberacion
en campo de machos virgenes impregnados con conidias de M. anisopliae, las
pueden diseminar hacia las hembras por comportamiento de cépula y matarlas, pero

esto seria la meta final después de estudios de laboratorio y campo.

Se reporta de igual manera la transmision horizontal de M. anisopliae en otros
insectos (Kaaya y Okech, 1990; Butt et al., 1998) y en Dipteros (Anopheles gambie)
(Scholte et al., 2004b), lo que indica la capacidad de diseminacién del hongo, una

gran ventaja de los controladores biol6gicos sobre los sintéticos.

Por estas razones la importancia de profundizar el estudio del impacto de
infeccion fangica, en el ciclo de vida y la reproduccion de los mosquitos vectores,
para determinar de esta forma la potencialidad de su uso no soélo para matar a un
segmento poblacional, sino también para evaluar el efecto en las cadenas de

transmision.

3.9 Formulaciones de hongos entomopatégenos para su uso como controlador
bioldgico
Una formulacién consiste en lograr homogeneidad y distribucion del ingrediente
activo para una mejor manipulacion y aplicacion, de modo que se incremente su

eficiencia. Para lograr esto se adicionan materiales inertes, emulsificantes,
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protectores UV, solventes, vehiculos entre otros (Butt y Goettel, 2000; Monzén,
2001).

En el caso de las formulaciones usadas en hongos, estas pueden modificar
algunas de sus caracteristicas como controladores biolégicos para poder prolongar la
vida de anaquel (Monzdn, 2001) y aumentar la eficiencia en el campo y se puedan
proteger contra la desecacion y la radiacion UV, algunas formulaciones incrementan
la virulencia al facilitar la adhesion de las conidias a la cuticula del insecto y

estimulan la germinacién (Blutt y Goettel, 2000).

En algunos estudios se han realizado formulaciones de M. anisopliae en
aceites vegetales, y se ha demostrado que se incrementa el tiempo de viabilidad y la
actividad en comparacion con las conidias secas no formuladas (Batta, 2003). Los
entomopatdégenos pueden crecer en medios artificiales muy simples como en
peptonas. El triptéfano y el &cido glutamico estimulan el crecimiento y la
esporulacion de estos (Sorokin, 1983). El crecimiento y la esporulaciéon de los hongos
de forma masiva y prolongada hacen que las conidias se propaguen de un individuo
a otro dentro de una poblacién, por lo que hace a la cepa virulenta y con capacidad
de transmitirse. La virulencia se mide mediante el uso de un bioensayo que en el

caso de entomopatdgenos se emplean tres pruebas (Sorokin, 1983):

Prueba de patogenicidad: la cual se determina si un agente biologico es

capaz de causar enfermedad o no, en el insecto a una dosis establecida.

Intervalo de respuesta biologica: en este generalmente se prueban de dos a
cuatro dosis que permiten establecer o determinar la concentracion minima que mate

al 100 % de la poblaciéon y la que ocasione 0 % de mortalidad.

Experimento: en el ensayo se toman los insectos vivos como objeto de
medicion y se establece el parametro biolégico que se utilizar4 o las variables de
competencia vectorial (mortalidad, longevidad, fecundidad, fertilidad, tasa de
inseminacion); esto permite determinar la CLsg (concentracion que representa el 50%

de mortalidad de los insectos tratados) y la TLso (tiempo en que se alcanza el 50 %
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de mortalidad de los insectos tratados a una dosis determinada) y ademas permite

definir la concentracion o dosis a aplicar en campo.

El dengue es causado por cuatro serotipos de un flavivirus del mismo nombre,
lo que dificulta la creacion de una vacuna eficiente contra los cuatro serotipos. Por
ello, el control biolégico del vector se presenta como una alternativa viable para
disminuir la propagacion de la enfermedad. Impulsada ademas por el creciente
interés en la busqueda de alternativas para control de plagas, que sean mas
eficientes y amigables ecolégicamente. Otra ventaja del biocontrol, es que exhibe
una baja o nula probabilidad de que los organismos blanco desarrollen resistencia y
gue los enemigos naturales usados sean inocuos para el hombre y otros organismos
no blanco (Scholte et al., 2004a).

De esta forma, se utilizan virus, bacterias, protozoarios, nematodos, hongos, e
insectos, para disminuir la expansion de plagas de insectos (Scholte et al., 2004a).
En estudios anteriores se ha demostrado que el uso de hongos contra insectos es de
alta potencialidad, ya que inducen la muerte por la produccién de multiples toxinas, lo
gue reduce la posibilidad del desarrollo de resistencia (Zimmerman, 1993; EPA,
2001; Scholte et al., 2004a). De ahi parte la importancia de profundizar el estudio del
impacto de la infeccion fungica, en el ciclo de vida y la reproduccion de los mosquitos
vectores, para determinar de esta forma la potencialidad de su uso no sélo para
matar a un segmento poblacional, sino también para evaluar el efecto en las cadenas

de transmision en las poblaciones humanas endémicas para dengue.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion de los experimentos

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Entomologia Urbana del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, donde se establecidé una colonia de
mosquitos de Ae. aegypti. Los aislados de los hongos B. bassiana y M. anisopliae se
realizaron en el laboratorio de micologia del Departamento de Parasitologia Agricola

de la Universidad Autbnoma Chapingo.

4.2 Experimento 1. Evaluacion de cepas de Metarhizium anisopliae y Beauveria

bassiana aislados en México.

4.2.1 Cria de Aedes aegypti

Se utilizé una colonia de Aedes aegypti originaria de Monterrey, Nuevo, Ledn,
establecida en el laboratorio en septiembre del 2008. En julio de 2009, huevos de
esta colonia fueron transportados al Insectario de Entomologia Urbana del Colegio
de Postgraduados, en Texcoco, Estado de México, para establecer el pie de cria
utilizado en los tres experimentos de este estudio. La eclosién de huevos se indujo,
sumergiendo los huevos en agua tibia (35°C) y se les adiciond 0.5 g de extracto de
levadura. Las larvas se alimentaron diariamente con 0.5g de comida para peces
distribuida uniformemente en la superficie. Aproximadamente 12 dias después de
eclosionados los huevos, emergieron los adultos, los cuales se identificaron como
Ae. aegypti. Machos y hembras se confinaron de manera separada en una jaula de
60x60x60 cm de tamafo y se mantuvieron a 25 + 2°C, con un fotoperiodo de 12 h. y
una humedad relativa de 55 £10%. Durante 3-5 dias, los mosquitos se alimentaron
con una solucién de sacarosa al 10%, suministrada en algodén colocado en un vial
de 500 mL. (Figura 1).
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Figura 1. Cria de mosquito Aedes aegypti bajo condiciones de laboratorio, en Texcoco, Estado
de México.

4.2.2 Aislamiento de los hongos Metarhizium anisopliae vy

Beauveria bassiana

Las cepas evaluadas se aislaron de diferentes localidades (Cuadro 1),
principalmente de suelo y de insectos micosados. Para extraer las conidias del suelo
se utilizé6 como cebo a larvas de Spodoptera sp. (Figura 2) y pasandolas después a
cajas Petri con medio de Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Una vez que se obtuvieron las
cepas aisladas de insectos, éstas se crecieron directamente en medio de PDA, las
cajas se incubaron en oscuridad y a una temperatura de 22 + 3°C.

Las colonias se purificaron por la técnica de cultivos monosporicos, tomando
una pequeiia porcion del medio con conidios con una aguja de diseccién y se diluyé
en tubos de ensaye de 18x150, conteniendo 10 mL de agua destilada esterilizada, y
se agité durante cinco segundos (tres veces para cada tubo). Del tubo se tomo6 una
muestra de 1 mL de solucion y se paso a cajas Petri con medio PDA. Para obtener
una colonia pura de cada hongo, a las 24h se tomé un conidio germinado con ayuda
de un microscopio estereoscépico (American Optical®) y con la punta de una aguja
fina, se transfirio a un nuevo medio PDA, y se incubé en laboratorio. Los hongos se
identificaron, preparando montajes para su observacién en microscopio compuesto
(American Optical®), para lo cual se puso una gota de lactofenol azul al 50% en un
portaobjetos y se colocé una pequefia porcion de micelio con una aguja de diseccion,

posteriormente se depositd el cubreobjetos para su observacion al microscopio. Para
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su identificaciébn se tomo en cuenta el color, forma de la colonia, formas y color de

estructuras morfoldgicas, segun las claves y descripciones de (Subramanian, 1971).

Cuadro 1. Cepas aisladas de Metarhizium anisopliae (H-M) y Beauveria bassiana (H-B)
diferentes lugares de México, en distintas areas.

#  Lugar de colecta Cepa Fecha Aislado de
( clave)

1 Chapingo, Edo. Méx. H-B8 23/julio/2009 Suelo, pasto-jardin

2 Chapingo, Edo. Méx.  H-M6 23/julio/2009 Suelo, pasto-jardin

3 Cuernavaca, Mor. H-B6 15/agosto/2009 Suelo, alfalfa

4 Cuernavaca, Mor. H-M8 15/agosto/2009 Suelo, pasto

5 La Ceiba, Pue. H-B7 22/agosto/2009 Suelo, pasto

6 Marin, NL H-B3 25/abril/2009 Suelo, malezas

7 Marin NL H-B5 25/abril/2009 Suelo, pasto

8 Metztitlan, Hgo. H-B4 08/agosto/2009 Suelo, pasto

9 Metztitlan, Hgo. H-M3 08/agosto/2009 Suelo, en pasto con
nogal

10 Sahuayo, Mich. H-M1 05/septiembre/2009 Su?alo agricola

11 Sahuayo, Mich. H-M2 05/septiembre/2009  Coleoptera (Calosoma)

12 Tepetlixpa, Edo. Méx. H-M4 15/agosto/2009 Suelo, malezas

13 Texcoco, Edo. Méx. H-B1 24/julio/2009 Suelo, pasto

14 Texcoco, Edo. Méx. H-M5 24/julio/2009 Suelo, hortalizas

15 Tulancingo, Hgo. H-M7 22/agosto/2009 Suelo, pasto

16 Zuazua, NL. H-B2 25/abril/2009 Coleoptera (Aphodius
sp.)

Figura 2. Larva de Spodoptera sp. se utilizé para aislar hongos entomopatdégenos que se
encontraron en el suelo de las diferentes localidades.
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4.2.3 Obtencibn de conidias de Metarhizium anisopliae y

Beauveria bassiana

La cosecha de conidias de cada cepa se realizé adicionando 5 mL de solucion
salina 0.85% (0. 85% NaCl mas 0.25% Tween 20) a cada caja Petri y removiendo las
conidias con una espatula de vidrio. El material removido se transfirio a tubos de
centrifugacion de 50mL y la suspension de conidias resultante se centrifugd a 5000
rom durante 3 min. Se removio parte del sobrenadante y la suspension de conidias
se homogenizé agitando 5 min en un Vortex. La concentracion de conidias se
determino realizando conteos en una camara de Neubauer® y un microscopio de luz
a 40X, y esta fue utilizada como solucion madre. A partir de esta solucion madre, se
realiz una dilucién de 6x10® conidias mL™ en solucién salina 0.85% Tween 20 al

0.25%, de cada una de las cepas.

Para obtener conidias secas para infectar a los mosquitos, se realizaron
filtraciones utilizando un sistema de filtracién al vacié Corning® de 500 mL, con filtro
de acetato de celulosa de 0.22um, al cual se le adapté un papel filtro de nitrocelulosa
de 0.22 pm Whatman de 38 cm? estéril.  Se filtraron 5 mL de la dilucién. Como
control se filtraron 5 mL de la solucién salina. Los papeles filtro se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 24 h. para luego ser utilizados en el bioensayo de

patogenicidad.

4.2.4 Evaluacion de cepas de Metarhizium anisopliae y Beauveria

bassiana

Los papeles filtro impregnados con las conidias secas, se colocaron en la
camara de infeccion, la cual consisti6 de la union de dos bases de cajas Petri
estériles de plastico selladas con parafilm, de 8 cm de diametro y 2.5 cm de alto,
para dar un volumen experimental total de 251.3 cm?® (Figura 3). En el centro de la
parte superior se realizdé una perforacion de 2.5 cm de diametro, la cual fue cubierta
con una malla fina (tul). En la camara de infeccién se introdujeron 10 hembras Ae.
aegypti nuliparas de 3-5 dias de edad con ayuda de un aspirador bucal, las cuales
permanecieron en contacto con las conidias durante 48 h bajo un régimen de 12:12
luz:obscuridad. En el centro de la tapa se colocé una mota de algodon impregnado
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con solucién azucarada al 10% (Figura 3a), para que las hembras se alimentaran
durante el tiempo de exposicion. Después de 48 h los mosquitos se transfirieron a
recipientes cilindricos estériles de 2000 cm? (Figura 4), donde se les proporcioné una

solucién de sacarosa al 10%.
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Figura 3. Camara de infeccion, a) base invertida de una caja Petri, b) base de caja Petri
¢) papel filtro con conidias, d) mota de algoddn impregnada con azlcar al 10%. En el
centro de la parte superior se realizé una perforacién de 2.5 cm de didmetro, la cual fue
cubierta con una malla fina.

Los bioensayos se realizaron con tres repeticiones por tratamiento, donde la
mortalidad se registr6 diariamente. A partir de las 24 h post-exposicion, los
mosquitos muertos se retiraron de los recipientes utilizando pinzas estériles y se
colocaron sobre cajas Petri con medio de cultivo PDA. Las cajas se sellaron e
incubaron a una temperatura de 25+2 °C y después de 5 dias se observaron al

microscopio estereoscopico para evidenciar cualquier crecimiento fngico.
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Figura 4. Recipientes cilindricosestériles de 2000 cm® (12 cm de diametro x 18 cm. de
altura), donde se mantuvieron los mosquitos infectados y no infectados a) mota de
algodén impregnado con sacarosa al 10% b) perforaciéon cubierta con malla fina.

4.3 Experimento 2. Transmision de Metarhizium anisopliae de mosquitos machos a

hembras de Aedes aegypti

4.3.1 Cria delmosquitoAedes aegypti

Para este experimento se criaron los mosquitos como se menciona en el
experimento 1 y como se muestra en la figura 5 y en la figura 6. Machos y hembras
adultos de 3 a 5 dias de edad fueron utilizados para exponerlos al hongo M.
anisopliae bajo condiciones de laboratorio.
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Figura 5. a) Recipiente con papel estraza y agua limpia usada para oviposicion de huevecillos,
b) Hamster para alimentar las hembras de Aedes aegypti y ¢) jaula de tul donde se criaron los
mosquitos.

Figura 6. a) Huevos en papel estraza donde ovipositaron las hembras de Aedes aegypti, b)
y ¢) desarrollo de larvas de Aedes aegypti bajo condiciones de laboratorio y d) pupas en
recipiente con agua dentro de la jaula.

4.3.2 Colecta de M. anisopliae

Se trabajé con el aislado H-M5 colectado en Texcoco, México, el cual resultd
el més virulento al ser pasado en medio de Papa-Dextrosa-Agar (PDA), y luego por
un huésped vivo que en este caso fueron hembras de Ae. aegypti. La incubacion
fue a 24°C en oscuridad durante 15 dias (tiempo de esporulacion). Después de la
esporulacion, fueron pasados nuevamente en PDA y de ahi se cosecharon las
conidias para el estudio usando 5 ml de Tween 20 al 0.25% en solucién salina al

0.85% en cada caja Petri y con una espatula se agit6 la solucién sobre el hongo para
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desprender las conidias y después la suspension se vertié en un matraz Erlenmeyer
de 250 ml. Una vez cosechadas 25 cajas Petri, se contaron las conidias con una
camara de Neuvauer. Se hicieron diluciones hasta una concentracién de 6x10°
conidias ml™, luego se centrifugé a 5,000 rpm por 5 minutos, el pellet se resuspendié
en 10ml de la misma solucion de Tween, y se vertié sobre un filtro Whatman de 9
micras; con un extractor Corning se removié el liquido y la capa de conidias sobre el

filtro, se secd en laboratorio a 25°C y 70% H.R. durante 48 horas.

4.3.3 Disefio experimental

El bioensayo fue para estimar la diseminacion de la cepa H-M5 de
Metharizium anisopliae por comportamiento copulatorio de machos a hembras. Se
usé un disefilo en bloques al azar con dos tratamientos y dos repeticiones. Se
preparé un filtro con 6x10° conidias ml* del aislado H-M5. Posteriormente 10
machos virgenes de 5 dias de edad fueron confinados en una camara para el aislado
por 48 horas. Luego se prepararon cuatro camaras de exposicion con 20 hembras
virgenes de 5-8 dias de edad en cada una. Dos machos previamente expuestos al
H-M5, fueron introducidos individualmente en dos camaras (Figura 7). El control
comprendié dos camaras con un macho sano de 5 dias de edad en cada una. El
bioensayo se corrié hasta que muri6 la dltima hembra. Para cada una, inmediato a su
muerte, las espermatecas fueron disecadas para registrar inseminacion y distinguir
hembras copuladas exitosamente. Después los cadaveres fueron puestos en
camara humeda para confirmar esporulacion. Las variables dependientes fueron:
tasa media de infeccion total (% de hembras esporuladas por tratamiento), tasa
media de infeccién por copula (% de esporuladas e inseminadas), tasa media de
infeccion por otros contactos fisicos como intentos de copula (% de esporuladas no
inseminadas), y la longevidad expresada por la media en dias del tiempo de vida por

tratamiento.

También se examinod el efecto del hongo transmitido por comportamiento de
copula sobre fecundidad. Las 20 hembras de cada tratamiento fueron confinadas
por 48h con el macho en vasos de plastico de 1 L tapado con tul; luego a través de la
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tela las hembras fueron alimentadas con sangre a las 12h del confinamiento sobre el

antebrazo del mismo voluntario.

A las 48 h, fueron transferidas individualmente a vasos de plastico de 250 ml
cubiertos con tul, que ya tenian un vaso de vidrio de 20 ml con agua destilada y un
cartoncillo blanco de 10x3cm para ovoposicion. En total fueron 80 vasos en el
bioensayo, 40 por tratamiento, y se trabajé hasta la muerte de la Gltima hembra. Los
ovarios fueron disectados para contar huevos retenidos, aparte de los puestos en el
carton blanco, para cada hembra. La fecundidad se calculé a partir de los huevos

retenidos mas los puestos.

st
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Figura 7.Camaras con filtro impregnado con conidias de Metathizium anisopliae
bajo condiciones de laboratorio.

4.4 Experimento 3. Transmision de Beauveria bassiana de mosquitos machos a
hembras de Aedes aegypti
4.4.1 Cria de Mosquitos Aedes aegypti

Una colonia de Ae. aegypti colectada en Monterrey, N.L., México fue
establecida bajo condiciones de laboratorio para su reproduccion, bajo el mismo
procedimiento que se describe en el experimento 1y 2.

4.4.2 Preparacion de la suspension conidial de Beauveria bassiana

Ocho cepas de B. bassiana descritos en la tabla 2 fueron colectadas en
diferentes localidades (Estados) en México y cultivadas en PDA y luego pasadas a

hembras de Ae. aegypti para evaluar su virulencia. La cepa mas virulenta y la cepa
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menos virulenta fueron evaluadas en este experimento. Las dos cepas fueron
cultivadas en PDA y se incubaron a 25°C durante 20 dias para la produccién de
conidios. Una vez realizado lo anterior se cosecharon conidias para el estudio
usando Tween 20 al 0.25% vy cloruro de sodio al 0.85% con agua destilada
esterilizada (5 ml de Tween 20 en 1 litro de solucién salina) en cada caja Petri y
usando una espatula pequefia se removieron las conidias, para después pasar la
dilucion en un matraz Erlenmyer de 250 ml. En total se utilizé el micelio de 15 cajas
Petri el cual fue contado con un hemacitometro (Fisher®). Las diluciones fueron a
una concentracién de 6x10° conidias/ml™®, se centrifugé a 5000 rpm durante 5
minutos, el pellet se resuspendié en 10 ml de solucion Tween, y se pas6 sobre un
filtro Whatman de 9 micras el cual se sec6 en condiciones de laboratorio a una

temperatura de 25 °C y una H.R del 70 %, durante 48 horas.

4.4.3 Efecto de la Infeccion en mosquitos adultos

Se evalud el impacto de los conidios transmitidos por el comportamiento de
copula sobre la supervivencia, infeccidén (inseminacion), mortalidad y fecundidad de

las hembras por el efecto de la cépula de los machos.

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres tratamientos, los cuales
eran la cepa mas virulenta (H-B2) y la cepa menos virulenta (H-B4) que fue resultado
del ensayo 1, mas el control (papel filtro impregnado con agua destilada esterilizada);
cada uno con dos repeticiones (20 hembras por repeticion). Se preparé un filtro con
6x10°® conidias ml™ de cada cepa, y posteriormente 10 machos virgenes de 5 dias de
edad fueron expuestos durante 48 horas en una camara. Asi, cuatro machos
contaminados (dos de cada cepa) fueron transferidos individualmente en dos
camaras hechas con dos vasos de plastico de 1 litro de capacidad (Figura 8), que
contenian una torunda de algodén con solucion de sacarosa al 10% sobre una
abertura cubierta con tul, donde estuvieron expuestas 20 hembras de 6-8 dias de
edad. Machos sin ser expuestos a ninguna cepa se colocaron con veinte hembras
cada uno en una camara los cuales funcionaron como control. Las hembras de cada
camara, fueron expuestas durante 48 horas con el macho y en las seis primeras

horas de confinamiento se alimentaron con sangre de hamster. Después las
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hembras fueron transferidas individualmente a viales con una torunda de algodon
con solucién azucarada al 10% y con una tira de papel himedo para la oviposicion
(en total fueron 120 vasos en el bioensayo). Todas las hembras inmediatamente
después de su muerte se disecaron para comprobar la presencia de esperma en las
espermatecas y poder registrar inseminacion y distinguir hembras copuladas
exitosamente y ver la retencion de huevos totalmente desarrollados en los ovarios,
también se contaron los huevos puestos en la tira de papel humedo. La fecundidad
fue considerada como la suma de huevos puestos y los conservados en el primer
ciclo gonotrofico (huevos retenidos) para cada hembra. Después de la diseccion los
cadaveres fueron sumergidos en hipoclorito de sodio al 1% durante 20 segundos y
luego se lavaron dos veces en agua destilada esterilizada durante 20 segundos.
Todos los cadaveres fueron colocados en camara hiumeda (caja Petri) para ver la
esporulacion y confirmar la muerte por el hongo. Las variables dependientes fueron:
tasa media de infeccion total (% de hembras esporuladas por tratamiento), tasa
media de infeccién por copula (% de esporuladas e inseminadas), tasa media de
infeccion por otros contactos fisicos como intentos de copula (% de esporuladas no
inseminadas), y la longevidad expresada por la media en dias del tiempo de vida por

tratamiento.

Figura 8. Camara de exposicion de Ae. aegypti a 6x10° conidias mI™ de B. bassiana. Un pedazo
de algoddn mojado con sacarosa al 10% fue colocado sobre la red para que se alimentaran.
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4.5 Analisis estadisticos

Para el experimento 1, se utilizé el programa estadistico SAS version 9.1 para
analisis de las variables dependientes de sobrevivencia y mortalidad. Las variables
de mortalidad y micosidad fueron usadas para comparar las curvas de sobrevivencia
y para determinar el tiempo letal medio (TLso), analizandolos mediante la
comparaciéon del modelo de Kaplan-Meier.

En el experimento 2 y 3, cada curva fue calculada reuniendo los datos de cada
tratamiento, utilizando el andlisis de discrepancia (ANVA). La mortalidad y tasa de
infeccion por cépula (hembras inseminadas y esporuladas), intento de copula
(hembras no inseminadas y esporuladas), media de huevos por hembra y la

fecundidad fueron analizados por ANVA y comparadas por prueba multiple de Ryan.

Todos los analisis estadisticos se hicieron con el programa SAS version 9.1.
(SAS, 1985).
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1. Evaluaciéon de cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae aislados en México.

Se evaluaron ocho aislados de B. bassiana de los cuales se seleccionaron los
tres mejores. La concentracién empleada fue de 6x10® conidias ml™* por aislado,
impregnadas en papel filtro. Se usaron 30 hembras de Ae. aegypti confinadas por
48 h en cajas Petri. Para los bioensayos con papel filtro, los aislados mas virulentos
fueron tres de B. bassiana con un TLso de 2.7, 3.2 y 3.3 dias respectivamente,
comparado con el control que mostré una TLsp de 14.2 dias (Cuadro 2.), (Figura 9).

Cuadro 2. Valores de TL50 de ocho aislados de Beauveria bassiana donde se expusieron
durante 48 hrs. hembras de Ae. aegypti.

Aislado TLsot E.E P

Control 14.26 £0.43 <0.0001
H-B1 5.03+0.69 <0.0001
H-B2 2.70+0.29 <0.0001
H-B3 3.20+0.42 <0.0001
H-B4 5.33+0.53 <0.0001
H-B5 4.0+0.46 <0.0001
H-B6 3.30+0.47 <0.0001
H-B7 3.46+0.47 <0.0001
H-B8 3.60+0.51 <0.0001
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P: (P<0.0001), andlisis de significancia de acuerdo a la prueba de Kaplan-Meier, utilizada.

Distribucién de sobrevivencia

" 0.501

0.25 1

I
|

0.001 T T T T T T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12. 5 15.0 17.5 20.0
Tiempo
STRATA trat =1 trat =2 trat=3 trat=4 trat =5
trat=>6 trat=r trat =8 trat=9

Figura 9. Analisis de sobrevivencia de Ae. aegypti expuestos durante 48 horas a ocho cepas
diferentes de Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio. En el eje de las X se
muestra el tiempo de sobrevivencia de los mosquitos hembra expuestos al hongo y en el eje Y
se muesta la distribucién en funcion de la sobrevivencia de los mosquitos hembra.

Del mismo modo ocho aislados de M. anisopliae fueron evaluados y cuatro
fueron seleccionados como mejores. La concentracion usada fue de 6x10° conidias
mL™ por aislado. Se usaron 30 hembras de Ae. aegypti confinadas por 48h en cajas
Petri. Para los bioensayos con papel filtro, los aislados mas virulentos fueron cuatro
de M. anisopliae con una TLsyo de 3.3, 3.2, 3.5 y 3.3 dias respectivamente,
comparado con el control que mostro una TLsg de 14.3 dias (Cuadro 3) (Figura 4).

Cuadro 3. Valores de TLg, de aislados de M. anisopliae donde se expusieron durante 48 hrs.
hembras de Ae. aegypti.

Aislado TLso+E.E P

Control 14.3000 +0.3462 <0.0001
H-M1 4.6000+0.4057 <0.0001
H-M2 3.3667+0.2222 <0.0001

H-M3 4.7667+0.2864 <0.0001
H-M4 4.0000+0.4315 <0.0001
H-M5 3.2000£0.3048 <0.0001
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H-M6 3.5000+0.4061 <0.0001
H-M7 3.3000+0.2452 <0.0001
H-M8 5.1333+0.4465 <0.0001

P: (P<0.0001), andlisis de significancia de acuerdo a la prueba de Kaplan-Meier, utilizada.

1-007 —

0. 757
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0.0 2.5 50 5 10.0 12.5 15 17.5 20.0
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STRATA trat =1 trat =2 trat=3 trat=4 trat =5
trat =56 trat =7 trat=5 trat=0

Figura 10. Analisis de sobrevivencia de Ae. aegypti expuestos durante 48 horas a ocho cepas
diferentes de Metharrizium anisopliae bajo condiciones de laboratorio. En el eje de las X se
muestra el tiempo de sobrevivencia de los mosquitos hembra expuestos M, Anisopliae y en el
eje Y se muestra la distribucién en funcion de la sobrevivencia de los mosquitos hembra.
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Figura 11. Mosquitos hembras con crecimiento de hongos Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae a) 3dde b) 4 dde c) 5dde d) 6 dde e) 7 dde. dde: dias después de exposicion.
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5.2 Experimento 2. Transmision de Metarhizium anisopliae de mosquitos machos a

hembras de Aedes aegypti

Con el primer bioensayo se determind la virulencia de los aislados de M.
anisopliae por exposicion directa de hembras de Ae. aegypti a 6x10° conidias ml™.
El H-M5 resulto altamente virulento con un TLso fue de 3.20+£0.70 dias y el del control
fue de 24.50 + 0.93 dias (Figura 12). En este experimento se demuestra que M.
anisopliae es transmitido por comportamiento copulatorio de machos a hembras de
Ae. aegypti. EI Cuadro 4 muestra que la tasa de infeccién de hembras confinadas
con el macho contaminado con el H-M5 fue del 90%. En las hembras con machos
tratados, no hubo ninguna inseminada sana, la mayoria de las infectadas no fueron
inseminadas y también hubo una tasa muy baja de no inseminadas no infectadas.
Sélo una sexta parte de las infectadas con dicho hongo fueron inseminadas (15%); la
tasa de infeccion fue menor a la de inseminacion (50%) del control (F = 30.17,
p=0.01). El mismo Cuadro 1muestra la duracién de cada tratamiento; en el H-M5 se
observé que las hembras murieron en 14 dias, con un tiempo mediano de siete.
Este tiempo corto contrasta con los dias que duraron las hembras expuestas al
macho del control (Figura 12).

Cuadro 4. Tasa de infeccidn (% £ ES1) en hembras de Aedes aegypti confinadas con un macho

previamente contaminado por 6x10° conidias mI™ de Metarhizium anisopliae y tiempo de
confinamiento por tratamiento (dos repeticiones por tratamiento y 20 hembras por repeticién).

Trat.” Esporuladas infectadas No inseminadas Infeccion Con.
sanas
Total (dias)®

Inseminadas No inseminadas

H-M5 0.15+0.09?2 0.75 +0.00a 0.10 +0.02a 0.90 + 0.03a 14

Control 0.50 + 0.11b Oc 0.50 +0.06b Oc 50

'ES = Error estandar.

“Trat = tratamiento: Las medias con la misma letra son iguales significativamente (P>0.05)
dentro de la misma columna, de acuerdo a una prueba de Ryan de comparacion multiple. En el
control el macho fue sano.

® Con.=confinamiento: Es el tiempo total en que las hembras se mantuvieron confinadas con el
macho impregnado de conidias, hasta la muerte de la Gltima hembra.
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Figura 12. Analisis de sobrevivencia en hembras de Aedes aegypti confinadas con un macho
previamente contaminado por 6x10° conidias mI™ de Metarhizium anisopliae y tiempo de
confinamiento por tratamiento (dos repeticiones por tratamiento y 20 hembras por repeticién).

5.3 Experimento 3. Transmision de Beauveria bassiana de mosquitos machos a

hembras de Aedes aegypti

La figura 13 muestra las curvas de supervivencia de las hembras expuestas a
un macho inoculado con cada uno de los aislados de Beauveria bassiana (virulencia
alta: H-B2 y virulencia baja: H-B4) y el control. Cada curva describe la probabilidad
diaria de muerte para todos los individuos por tratamiento, dado por el modelo
Kaplan-Meier. La TLsofue de 7.92 (20.46), 8.82 (+ 0.48), y 13.92 (+ 0.58) dias para
el H-B2, H-B4, y el control, respectivamente (g.I= 2, p <0.0001). En promedio, entre
los cuarenta mosquitos hembra colocados con el macho contaminado con el H-B2,
resultaron 36 hembras contaminadas (9 con huevos y 27 sin huevos) mientras que
las hembras que no contaminadas, dos pusieron huevos y las otras dos no pusieron.
De las cuarenta hembras que se expusieron con el macho inoculado con el H-B4,
resultaron 31 micosadas (15 con huevos y 16 sin huevos) y 9 no micosadas, de las

cuales tres pusieron huevos y seis no pusieron huevos.
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Figura 13. Supervivencia acumulativa proporcional dado por el modelo de Kaplan-Meier para
cuarenta hembras (por tratamiento) de Ae. aegypti expuestas a un macho virgen antes
inoculado con los dos aislados de B. bassiana a 6x10° conidia ml"ly el Control (macho sano).
La mortalidad por el hongo fue demostrada por esporulacion en cadaveres de mosquitos
hembra.

Las hembras muertas mostraron micosidad, y pusieron huevos antes de su
muerte causada por la infecciéon del hongo adquirida por la copula donde ocurrid la
inseminacién. Mientras aquellos que esporularon sin poner huevos comprendio el
sector de hembras muertas por el patégeno, pero donde las infecciones fueron
transmitidas por intentos de cOpula u otros contactos fisicos realizados por el macho
contaminado. La figura 14 muestra los resultados del bioensayo donde tanto H-B2
como H-B4 causaron el 80-90% (36, 31/40) de la mortalidad (mosquitos micosados)
en hembras expuestas a un macho inoculado con la cepa de B. bassiana, sin
embargo, esta mortalidad fue registrada a los 15 dias, comparado con el control que
mostré una vida de 22 dias (gl= 3, F = 157.39, p <0.0001). En base a los resultados
obtenidos, el 27 y el 48 % de mosquitos muertos por las cepas de B. bassiana fueron
infectados durante la cOpula y que fueron inseminadas (cépula verdadera). La tasa

de mortalidad para hembras que fueron infectadas, pero no inseminadas fue de 75
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% de hembras

(27/36) y 52 % (16/31), respectivamente. Finalmente, ambas cepas de B. bassiana
fueron transmitidas por el comportamiento de cépula ejerciendo un impacto negativo

sobre la produccién de huevos.
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Figura 14. Tasa Media (%) del total de esporulados, total de inseminados, y hembras de Ae.
ae%]ypti esporuladas no inseminadas juntadas con un macho virgen expuesto a 6x10° conidias
ml™ de dos aislamientos de B. bassiana mas el control (macho limpio). Las barras con la misma

letra no son consideradas diferentes segiin una prueba de Ryan.

La figura 15 muestra que la fecundidad de hembras expuestas al macho con la
cepa virulenta H-B2 tenia un promedio de 2.05 (+ 1.02) huevos por hembra; esta tasa
fue el 95 % mas bajo que el observado en hembras sanas expuestas con el macho
sano (control) que fue de 42.56 (+ 6.90) huevos por hembra. De la misma manera,
la cepa menos virulenta (H-B4) disminuyé la fecundidad en el 67 % en comparacion
con el control (F=165.30, g.l.=3, p <0.0001). El efecto patogénico secundario en Ae.

aegypti también fue observado en el nimero de ovoposicion de las hembras (con

44



esporulacion) por tratamiento donde fueron 9 y 15 para el H-B2 y H-B4
respectivamente, y 31 huevos en el control. Ademas, en ambos aislamientos hubo
hembras no infectadas que pusieron huevos. En general, 4 y 9 de 40 hembras no
fueron infectadas (sin conidiogenesis), y de estos, pusieron 2 y 3 huevos

respectivamente, antes de la muerte.

60

20 f

Media de hiievos nor hemhra

Tratamiento

H-B2 H-B4 Control

Figura 15. Media de huevos por hembra de Ae. aegypti, en hembras reunidas con un macho
virgen expuesto a 6 x 10° conidia mI™* de dos aislados de B. bassianay el Control (macho sano).
Dos repeticiones por tratamiento, n = 20 hembras.
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6. DISCUSION

6.1 Experimento 1.Evaluacidon de cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae aislados en México.

Con los resultados de este experimento se demostré que B. bassiana es capaz
de reducir la sobrevivencia de una poblacion del vector del dengue hasta un 90% en
siete dias después de la exposicién al hongo (Figura 11 al, bl, c1, d1 y el). Esto
significa que si es factible que la micosis trunque la incubacién extrinseca del virus

en el vector.

De igual forma con esto se demostré que M. anisopliae es capaz de reducir la
sobrevivencia de individuos vectores del dengue hasta un 87% en siete dias después
de la exposicion al hongo. Esto significa que al menos experimentalmente existe
evidencia de la factibilidad que la micosis trunque la incubacion extrinseca del virus

en el vector.

Scholte et al. (2007), evaluaron a M. anisopliae sobre Aedes aegypti y Ae.
albopictus donde encontraron resultados similares al aplicar una dosis de
1.6x10*°conidias/m? sobre una manta de color negro como sitio de reposo para los
adultos en jaulas. Estos resultados indicaron que ambas especies de mosquitos son
altamente susceptibles a la infeccién por estos hongos. En un segundo estudio,
también muy reciente, sobre hongos contra vectores del dengue, De Paula, et al.
(2008), demostraron que M. anisopliae tiene una TLso de 3 dias y B. bassiana de 5
dias, respectivamente. Este estudio es de gran relevancia ya que demostrdé que M.
anisopliae es capaz de reducir la sobrevivencia de Ae. aegypti vector del dengue en
un alto porcentaje en siete dias después de la exposicibn al hongo de manera

experimental en laboratorio.

6.2 Experimento 2. Transmision de Metarhizium anisopliae de mosquitos machos a

hembras de Aedes aegypti

Cabe resaltar que el periodo de incubacion extrinseca del serotipo 2 (el comun)

del virus dengue en Ae. aegytpi es de 10 dias en promedio (Kaaya, 1990), y si el H-
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M5 trasmitido de machos a hembras, mata al 50% de ellas en siete dias, es factible
que en las hembras infectadas con el virus dengue, la micosis trunque la
propagacion del patégeno para que no llegue a infectar glandulas salivales y se
tornen infecciosas. Ademas, se demostré que en las hembras confinadas con el
macho contaminado con el H-M5, sélo un promedio de tres lograron poner huevos,
por lo que el hongo impacto severamente la fecundidad con una media de 0.52 *
0.30 huevos/hembra. La alta virulencia del H-M5 practicamente esterilizd las
hembras. La fecundidad fue reducida en 99% en comparacion a las hembras del
control (X =35.35 + 8.3).

La tasa del 15% de inseminadas infectadas con el H-M5 es similar al 16% de
inseminacion reportada para hembras sanas (cinco inseminaciones en 30 hembras
copuladas) por (Halsted, 2008). Ahora bien, el 75% de infectadas no inseminadas
sugiere que la alta virulencia del H-M5 probablemente activd un comportamiento mas
agresivo en los machos; quizas las primeras fases de la germinacion de conidias
sobre la cuticula provocaron esta activacion, porque los machos contaminados con
este aislado murieron a los tres y seis dias de confinamiento con las hembras;
vivieron poco e inseminaron pocas hembras, pero infectaron a muchas quizas por
intentos de copula. Ademas, la tasa de hembras no inseminadas no infectadas fue
apenas del 10%, y esta tasa fue seis veces menor para las mismas hembras (50%)

del control

La informacion sobre diseminacion por copula de hongos patdgenos en
insectos hematéfagos es muy escasa y hasta donde sabemos sélo hay dos reportes
en la literatura. EIl primero es de M. anisopliae y Beauveria bassiana, en la mosca
tsetse Glossina morsitans morsitans en Africa, donde las moscas fueron expuestas a
2x10” conidias mlI* y después de confinarse por 14 dias con insectos del sexo
opuesto, los hongos causaron una mortalidad de 90-100% en ambos sexos
(Nnakumusana, 1985).

El segundo es el Unico estudio sobre diseminacion de M. anisopliae por
conducta sexual en un mosquito y fue en el vector de la malaria Anopheles gambiae

en Africa, pero desafortunadamente los resultados son confusos y la transmision fue
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evaluada errbneamente de hembras a machos, cuando debe ser lo opuesto (Scholte,
2006). Respecto al impacto de este grupo de hongos sobre la fecundidad de
mosquitos vectores, también solo existen dos reportes pero fueron estudios donde la
micosis en los mosquitos fue inducida por contacto directo con las esporas sobre una
superficie, y no por infecciones adquiridas por copula. En el primero, larvas de Ae.
aegypti fueron infectadas con 2x10° conidias ml* de Aspergillus parasiticus; la
mortalidad larval fue de 97% pero la fecundidad de las hembras sobrevivientes se
redujo en 56% respecto al grupo control (Boucias 1998). Otra investigacion sobre el
mosquito An. gambiae, cita que las hembras expuestas a dosis de 10° y 10’ conidia
mLde M. anisopliae tuvieron una fecundidad media de 23.6 + 7.9 y 17.7 + 7.2
huevos para hembras grandes (>3.1 mm de extensién alar) y pequefias (<3.1 mm),
mientras que las medias del control fueron 64.6 £ 4.7 y 42.2 + 2.9, respectivamente;
esto implica una reduccion del 63 y 57% en fecundidad (Scholte, 2007). En nuestro
estudio, la fecundidad fue reducida en 99% cuando las hembras fueron confinadas

con el macho expuesto al hongo H-M5.

El proceso invasivo de hongos dentro del huésped consume rapidamente agua
y reservas nutritivas (Scholte, 2007). Es probable que el crecimiento del hongo
dentro de los mosquitos redujera su nivel nutricional a un grado critico en el que no
hubo sintesis de vitelina para ovogénesis. Entre las infectadas con el H-M5, sélo

seis de 40 lograron poner apenas 21 huevos.

6.3 Experimento 3. Transmision de Beauveria bassiana de mosquitos machos a

hembras de Aedes aegypti

Este estudio es el primero que demuestra la transmision de B. bassiana por el
comportamiento de copula de machos virgenes impregnados de conidias secas a
hembras sanas de Ae. aegypti. De importancia particular para nuestro estudio es el
numero de hembras que fueron infectadas por el comportamiento de copula, pero no
inseminadas, ya que estos podrian representar una medida indirecta de transmision
de B. bassiana por intentos de coépula, como un componente en este tipo de
transmision horizontal. Ademas, es probable que un numero desconocido de

hembras entr6 en contacto con conidias pegadas a las superficie del frasco de
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plastico durante su exposicion con el macho infectado, y no evaluamos la tasa de
infeccion de este medio. Quince dias de exposicion es bastante tiempo en la cual,
en algun punto, algunas hembras podrian adquirir conidias de las superficies de los

frascos de plastico.

De igual manera, la tasa del total de hembras esporuladas y el total de
inseminadas en la Figura 2 se diferencian notablemente en la cepa H-B2, que fue el
hongo mas virulento. La tasa para hembras esporuladas fue del 90 % mientras que
para el total de inseminadas fue del 28%. Esta diferencia podria implicar que habia
al menos una posibilidad del 60% de infeccibn como consecuencia del intento de

copula.

Lamentablemente no hay un estudio que reporte las medidas exactas de
intentos de cépula en machos virgenes de Ae. aegypti. Solamente hay un articulo
reciente (Ponlawat, 2009) donde menciona que la tasa de inseminacion fue
determinada en hembras expuestas con machos virgenes sanos, que muestra que
es de 69 a 89% de inseminacion y que es similar a nuestro estudio (el 80-90%).
Para el H-B4 la tasa de hembras infectadas sin inseminacion fue del 48% mientras el
total de hembras infectadas fue del 80%, esto conduce a una diferencia de casi el
30% dada por intentos de coOpula, sin embargo este asilamiento es el menos
virulento. Es importante mencionar que los machos que se inocularon con el H-B2
murieron dentro de los 4-6 dias después de la exposicién al hongo mientras aquellos
que se inocularon con el H-B4 murieron entre 5-8 dias. Puede ser que los machos
sean capaces de detectar un proceso patogénico grave en ellos y cambiar a un
comportamiento sexual mas agresivo, lo cual aun sigue siendo desconocido; sin
embargo un macho infectado por una cepa virulenta es invadido mas rapidamente
por el hongo, y la paralisis producida por metabolitos secundarios como las
dextrusinas es uno de los efectos causados (Goettel, 1997). Quizas los machos
infectados por el H-B2 fueron incapaces de inseminar a la mayoria de hembras a las
gue ellos se acercaron debido a su debilidad y movimientos o vuelo lentos. Aunque
las hembras también pudieran rechazar a los machos infectados con el hongo, es
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necesario hacer investigaciones para determinar el impacto de virulencia en el

intento de cOpula en la transmision horizontal de hongos en Ae. aegypti.

Solo hay dos reportes relacionados con la transmision de hongos entre
mosquitos durante la coOpula, pero sus resultados no se pueden comparar con
nuestro estudio debido a que son diferentes las metodologias utilizadas. En un
estudio (Scholte et al., 2004) encontr6 que hubo una mortalidad sélo del 34.0% en
machos después del apareamiento con hembras del mosquito Anopheles gambiae
inoculadas con un aislado de M. anisopliae expuestas durante una hora: el estudio
anterior es muy diferente al nuestro debido a que nosotros inoculamos machos en
lugar de hembras, los cuales se expusieron a cepas de B. bassiana durante 48 h.
Ademas, otro estudio realizado en la mosca Glossina morsitans morsitans (Kaaya,
1990) se reporta una mortalidad del 55.0 % de hembras que se aparearon durante
dos semanas con machos que fueron rociados con una suspension fungica de M.

anisopliae o B. bassiana.

La reduccién de la fecundidad es un efecto secundario dado por infecciones
fungosas en insectos; ademas hay pocos datos para mosquitos. A nuestro
conocimiento, el primer informe donde se observé una reduccién de la viabilidad de
huevo de Ae. aegypti infectados por el hongo entomopatdgeno, Aspergillus
parasiticus (Nnakumusana, 1985). En otro caso (Scholte et al., 2006) infect6 a
adultos de Ae. aegypti con M. anisopliae pero no por transmision a través de copula;
de todos modos los autores observaron que la disminucion en la capacidad de poner
huevos, se vio marcado, al igual que la capacidad de ingerir sangre durante su
alimentacion. Se pretenden hacer investigaciones en campo con el fin de explorar
mas detalladamente el proceso de transmision de B. bassiana de machos hacia

hembras trasmisoras del dengue en México.
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7. CONCLUSIONES

1.- En México existen cepas de hongos entomopatégenos como Metarhizium
anisopliae y Beauveria bassiana que son capaces de matar a Aedes aegypti, lo que
trae como conclusidn que se tienen alternativas favorables que ayudan a disminuir la
contaminacion ambiental y dafios a la salud, a bajos costos. Estos aislados son los
mas prometedores porque demostraron actividad de matar al 50% de la poblacion

expuesta de mosquitos en menos de tres dias o en tres dias.

2.- La cepa H-M5 de M. anisopliae fue diseminada por conducta copulatoria de
machos a hembras de Ae. aegypti con un tasa alta de infeccion (90%); la mayoria de
las infecciones ocurrieron en encuentros sexuales sin inseminacién, y la vida media
de las hembras fue de siete dias similar al periodo de incubacion extrinseco del
serotipo 2 del virus dengue. Por lo tanto, el aislado H-M5 es un buen candidato para
un biocontrol vectorial del dengue, porque diseminado entre las hembras por
comportamiento copulatorio del macho, ejerce niveles altos de mortalidad y reduce
drasticamente la fecundidad. Ocho cepas mexicanas de B. bassiana fueron
sumamente patogénicas contra hembras de Ae. aegypti con unTLsy maxima de cinco

dias, por la exposicién de estas a una concentracién de 6x10°conidias ml™.

3.- Este es el primer informe de transmision de B. bassiana por el comportamiento de
coOpula de machos virgenes, contaminados por dicho hongo a hembras de Ae.
aegypti, causando una mortalidad del 90% en 15 dias. Las cepas H-B2 y H-B4
transmitidas sexualmente de machos contaminados disminuyeron la fecundidad en
un 95 y 67 % en hembras expuestas, respectivamente. Lo anterior concluye que
antes de la liberacion de los machos virgen contaminados por los hongos: M.
anisopliae y B. bassiana para contaminar a hembras de Ae. aegypti, es necesario
hacer mas investigaciones sobre el efecto que puede causar de manera indirecta o

directa al humano.
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