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I. INTRODUCCION

La oncocercosis es una enfermedad producida por la infestacion de un
gusano filariforme: Onchocerca volvulus. Este parasito se transmite al hombre por la
picadura de moscas negras, los simulidos, que se reproducen en los rios de fuerte
corriente. Las personas que frecuentan estos rios por la pesca, el bafio, o para
recoger agua tienen un riesgo mayor de contraer la enfermedad. La oncocercosis es
mads conocida como “ceguera de los rios” debido a la asociacién entre la ceguera
producida por la enfermedad y el habitat préximo a los rios en que los similidos se

reproducen (Soumbey-Alley et al. 2004).

La oncocercosis causa un prurito intenso, una dermatitis desfigurante y
lesiones oculares que pueden evolucionar hasta la ceguera, por orden de

importancia es la segunda causa de ceguera infecciosa en el mundo (Rodriguez-
Pérez et al. 1991, 2005).

Los parasitos adultos viven en nédulos en el tejido subcutaneo, conjuntivo o
muscular de las personas infectadas. Las hembras engendran las larvas llamadas
microfilarias que migran a partir de los nédulos a otros tejidos. Las microfilarias,
presentes en los tejidos subcutaneos, son ingeridas por los simulidos hembras
cuando pican al hombre para alimentarse (Rodriguez-Pérez et al. 1991). Una vez en
el hombre, pasan aproximadamente un afio como larvas esperando el estado adulto
para acoplarse y engendrar microfilarias, cerrando asi el ciclo biolgico. La hembra
adulta puede engendrar millones de microfilarias en el curso de los 9 a 15 afios que

dura su vida fértil.

La oncocercosis es una enfermedad devastadora para la economia. En los
lugares donde la prevalencia de la oncocercosis es elevada, los jévenes abandonan
sus pueblos por miedo a contraer la oncocercosis (ceguera, epilepsia) dejando tras
de si las tierras fértiles abandonadas. En ausencia de trabajadores la produccidn se

ve gravemente afectada acentuando la pobreza y el hambre. La expectativa de vida
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de una persona que queda ciega en 4reas endémicas puede estar reducida en cerca
de 10 anos (WHO 1993),

La oncocercosis es endémica en 28 paises de Africa, un pais de Oriente
Medio y seis paises de América Latina; mas del 99% de los casos de oncocercosis y
de ceguera ligada a ésta, se encuentran en el continente africano (Thylefors 2004).
En México, ocurre endémicamente en dos regiones de Chiapas y en una region de
Oaxaca, localizadas en areas montafiosas en el sureste, que en conjunto cubren un
area de 16,932 km’ y cuya poblacién es aproximadamente de 286,000 personas, de
las cuales 25,000 estan infectadas con O, volvulus.

El tratamiento que se ha utilizado eficazmente en forma masiva para
erradicar las microfilarias en el ser humano es la ivermectina (Hoerauf et al. 2003,
Thylefors 2004). Las comunidades de los tres focos endémicos han recibido
tratamiento con ivermectina (Mectizan®), en esquema semestral desde 1990. Esto
ha llevado a pensar que de lograrse la reduccion en la carga de microfilarias en piel
a niveles por debajo del necesario para el mantenimiento de la transmisién, ésta
podria ser interrumpida y la Infeccién, de manera eventual, eliminada. Sin
embargo, el avance hacia la interrupcién de la transmision en varias comunidades
endémicas de México, asi como en casi todos los paises afectados, ha sido lento, a
pesar de multiples tratamientos semestrales con ivermectina. Por lo tanto, es
necesario realizar monitoreos entomoldgicos periodicos para documentar la
interrupcion de la transmision del parasito en México (Rodriguez-Pérez et al.
2005).

En el estado de Chiapas esta enfermedad ha sido encontrada principalmente
en dos focos; el foco mayor en el sureste del estado, colindando con el foco
noroeste de Guatemala (Huehuetenango), se ubica entre las latitudes 15° 4’ y 15°
37 norte y las longitudes 92° 5’ y 93° 7’ oeste; comprende 14,410 km® en 21
municipios con 794 localidades v 207,339 habitantes. El foco menor en el declive
norte del estado, el cual crece a partir del limite con el estado de Tabasco, ubicado
entre las latitudes 16° 52 y 17° 7’ norte y las longitudes 92° 29’ y 92° 40’ oeste:
comprende 1,190 km’ en 7 municipios con 42 localidades habitadas y 21,393
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habitantes hasta el afio 1998 (Rodriguez 2000). El principal vector en México y
Guatemala es Simulium ochraceum (Shelley 1991, Rodriguez-Pérez et al. 1999).

Los métodos que se han empleado para controlar las poblaciones de
simulidos vectores de la oncocercosis, sobre todo en Africa, se basan
principalmente en el uso de insecticidas quimicos para combatir las larvas que son
acuaticas, las cuales proliferan en corrientes naturales de curso rapido y en canales
artificiales empleando un compuesto organofosforado llamado temephos, el cual es
asperjado por helicoptero o avioneta principalmente en la orilla de los rios de cauce
rapido (Hougard et al. 2001). En México, el uso de insecticidas para el control del
vector es practicamente nulo, debido principalmente al dificil acceso y lo disperso
de los criaderos. No obstante, en un esquema de participacion comunitaria, el
control de vectores mediante cualquier tipo de insecticida, podria ser efectivo
(Shelley 1991).

Desgraciadamente los insecticidas quimicos se caracterizan por producir
serios problemas ambientales y de salud, por lo que su uso ha generado el
desequilibrio del ecosistema establecido en los rios donde los larvicidas son

asperjados (Mohsen y Mulla 1981, Resh et al. 2003).

Los problemas generados por el uso indiscriminado de los compuestos
quimicos han planteado la necesidad de buscar alternativas de control que no se
basen en el uso de quimicos. Una alternativa que eliminaria las consecuencias
indeseadas del control quimico es el control bioldgico, donde destacan los hongos

entomopatogenos (Scholte et al. 2003, 2004).

Los hongos entomopatégenos tienen un gran potencial como agentes de
control, ya que constituyen un grupo con maés de 750 especies que al dispersarse en
el ambiente provocan infecciones fingicas en las poblaciones de insectos (Pucheta
et al. 2006).
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Sin embargo, aun se desconoce la ecologia basica de los hongos
entomopatogenos como agentes de control biolégico, por lo que es preciso

comprender el modo de accion de éstos y su espectro de hospederos.

Un ejemplo de la accion de los hongos entomopatogenos 1o constituye el
hongo  Metarhizium  anisopliae (Metschnikoff) ~ Sorokin  (Deuteromycotina:
Hyphomycetes). Este es un hongo pardsito facultativo, cuyo ciclo biolégico
comprende dos fases: una patogénica y otra saprofitica. La fase patogénica ocurre
cuando el hongo entra en contacto con el tejido vivo del hospedero, en este caso

insectos, en conjunto con humedad y temperatura adecuada (Corral et al. 2006).

El proceso infectivo, que lleva a la muerte del insecto atacado por el hongo,
se cumple en tres etapas. La primera, de germinacion de esporas y penetracién de
hifas al cuerpo del hospedero. La segunda, de invasién de los tejidos por parte del
micelio del hongo hasta causar la muerte del insecto. Durante este proceso se
produce una gran variedad de metabolitos toxicos, siendo las destruxinas las mas
estudiadas (Corral et al. 2006). Los sintomas de la enfermedad en el insecto son la
pérdida de sensibilidad, descoordinacién de movimientos y pardlisis (Charnley
2005). Cuando el insecto muere queda momificado y algunas veces se pueden
presentar zonas de pigmentacion localizadas, que corresponden a los sitios de

penetracion de las conidias en el tegumento.

Finalmente, en la tercera etapa, se produce la esporulacion y el inicio de un
nuevo ciclo. El micelio del hongo se observa primero en las articulaciones y partes
blandas de los insectos y en dias posteriores se incrementa a todo el cuerpo hasta
cubrirlo. Tras la muerte del insecto y bajo condiciones de alta humedad relativa, las
conidiosporas pueden extenderse a través del cuerpo cubriéndolo con material

fungoso de color verde olivaceo, para el caso de M. anisopliae.

Se han realizado estudios sobre diversas clases de insectos en los que se han
empleado hongos entomopatdgenos como medio de control biolégico obteniendo
buenos resultados. Estos estudios incluyen a lepiddpteros (Solis-Soto et al. 2006),
himendpteros (Sanchez et al. 2002); hemipteros (Vicentini et al, 2001), dipteros

16




(Samuels et al. 1989; Scholte et al. 2003, 2004, 2005; Blanford et al. 2005; Angel-
Sahagun 2005), entre otros.

En base a los resultados obtenidos por estos investigadores, se espera que los
hongos entomopatogenos Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales) y Gliocladium virens Corda (Hypocreales:

Hypocreaceae) muestren patogenicidad sobre las larvas de S. ochraceum.

II. ANTECEDENTES

La oncocercosis fue descubierta por primera vez en Africa por John O’ Neill
en 1875, aunque el vector transmisor no fue descubierto sino hasta 1926 por
Blacklock (Arfan-ul-Bari 2007).

En el continente americano Robles registr6 el primer caso en Guatemala en
1915, por lo que se le llama también enfermedad de Robles. En México los
primeros casos fueron reportados en 1923, posteriormente en Venezuela en 1949,
en Colombia en 1965 y finalmente en Brasil en 1967 (Romero y Maia-Herzog
2003).

Desde sus inicios, los esfuerzos realizados para el control de las moscas
negras, se enfocaron especificamente en el control de las larvas, ya que estas se
hallaban confinadas en las corrientes de aguas de los rios exclusivamente, lo que
constituia un habitat restringido y facilmente tratable. El control de las moscas
negras adultas sin embargo, resulté demasiado costoso, no obstante que fue efectivo

en areas limitadas y bajo circunstancias especiales (Jamnback 1981).

Hasta la llegada del DDT, los métodos propuestos y llevados a cabo para el
control de las moscas negras eran notablemente ineficaces y caros ya que la labor
consistia en quitar las larvas de las piedras, remover la vegetacion de los rios;

ademas involucraba la aplicacion de sustancias muy toxicas para la fauna como
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emulsiones aceitosas, xilol, keroseno, compuestos arsenicales, entre Otros
(Jamnback 1981).

El DDT fue utilizado en el afio 1945 en Yepocapa, Guatemala por Fairchild
y Barreda (Guillet 1984), obteniendo excelentes resultados lo que pudo demostrar
su alta efectividad como larvicida. En 1947 Garnham y McMahon probaron la
efectividad del DDT como larvicida en Africa, obteniendo también excelentes

resultados (Jamnback 1981).

El DDT fue utilizado por dos décadas en varias partes del mundo, hasta que
finalmente fue retirado como medio de control de larvas de moscas negras debido a
las fatales consecuencias para la fauna de los rios, ademds de los indices de
resistencia que a través de los afios, se hallaron en varias especies de Simulium. La
investigacion que se inicié a finales de los 50’s se centrd entonces en la busqueda de
alternativas para el control, y no fue sino hasta principios de los 70’s que se
sintetizaron dos compuestos sustitutos del DDT, el temephos (Abate®) y el
metoxiclor. Ambos larvicidas fueron ampliamente estudiados desde entonces
(Jamnback 1981).

Estos descubrimientos motivaron el interés de organizaciones
internacionales para implementar programas importantes para el control de la

oncocercosis en varios lugares como:

A) Africa

El control de la ceguera de los rios producida por la oncocercosis, comenzo
en 1974 en Africa oriental como un proyecto regional grande llamado Programa de
Control de la Oncocercosis (PCO). El tratamiento de control del vector con larvicida
en los sitios donde se desarrollaban las moscas transmisoras de la enfermedad, era

la tinica forma disponible. E1 PCO fue planeado como una iniciativa regional para
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superar los factores epidemioldgicos que habian minado los esfuerzos a nivel local;
por lo que el control eficaz debia abarcar zonas endémicas enteras. El programa se
extendi6 en sus primeros afios para lograr una cobertura total en varios sistemas de
rios de siete paises. No obstante, ain este ambicioso programa inicial fue
insuficiente, por lo que tuvo que aumentar su cobertura a 12 paises mds. El control
del vector fue la estrategia primaria en Africa oriental, y fue reforzada con la
distribucion de Mectizan® de 1989-1990.

A mediados de los 90’s un segundo programa fue puesto en marcha, el
Programa Africano para el Control de la Oncocercosis (PACO) para cubrir los 19 paises
restantes infestados; ademas se extendi6 en otros paises del mundo entre los que se
encuentran los seis paises afectados de América Latina. El PACO se basa en la
administracion de ivermectina (Mectizan®), medicamento que fue desarrollado por
la compafiia Merck & Co., en los 80’s y que ahora es donado para el control de la
enfermedad. El Mectizan® es distribuido por las propias comunidades, que son
entrenadas y apoyadas por instituciones de agencias internacionales, gobiernos de
paises participantes, organizaciones no gubernamentales, paises donadores y por
supuesto las mismas comunidades. EI PACO fue probado y validado en base local,
pero ha ido creciendo mediante el continuo lanzamiento de nuevos proyectos. La
red de distribucién también esta siendo probada con el proposito de que ofrezca
otras intervenciones. Esta posibilidad abre las puertas a un posterior desarrollo y
presenta la oportunidad de proveer otras intervenciones bésicas de salud en paises
con ceguera de los rios, que son exclusivamente remotas, rurales y pobres, la
mayoria de las cuales no son alcanzadas por otros programas, ni por el apoyo
gubernamental (Hougard et al. 2001, Thylefors 2004).

B) América Latina

Antes de que la ivermectina estuviera disponible, las medidas de control
tomadas en contra de la oncocercosis en América Latina incluian acciones como la

nodulectomia, aplicacion de larvicida, y el tratamiento con DEC (citrato de dietil
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carbamazina), y suramina. Estos firmacos presentaban fuertes efectos colaterales
en los pacientes, por lo que dejaron de usarse a la llegada de la ivermectina
(Rodriguez-Pérez 1991, Rodriguez 2002).

La donacion de Mectizan (ivermectina), renovd el interés por el control de la
oncocercosis en las Américas, y pocos afios después se inicié la administracion de
ivermectina en las zonas afectadas. Esto condujo a la formacion en 1993 del
Programa para la Eliminacion de la Oncocercosis en las Américas (PEOA), con sede en
Guatemala y cuyo objetivo es la eliminacién de la morbilidad y la infeccion (hasta
donde sea posible), mediante el uso de ivermectina. En los seis paises de América
Latina afectados por la oncocercosis se establecid un programa de tratamiento
bianual en base a las observaciones de Cupp y cols. (1989), ya que en Guatemala al
aplicar una segunda dosis extendiendo el periodo de tratamiento a siete meses mas,
se registrO una supresion casi total de la transmisién en humanos por las moscas
negras (Lindblade et al. 2007). Gracias a la implementacién de esta estrategia se ha
logrado el objetivo de eliminar la morbilidad y la infeccién por oncocercosis en la
region (WHO 2001; Dadzie et al. 2003). Para el 2004, la poblacion elegible para
tratamiento de los 13 focos endémicos era de 445,000 personas (WHO 2005). En
2004 y 2005, la meta de administrar el tratamiento en el programa bianual se llevo a
cabo en todos los focos de la region menos en el foco del sureste de Venezuela
(WHO 2005; M. Sauerbrey, datos no publicados). Se cree que la interrupcién de la
transmision se ha llevado a cabo en los focos de Ecuador, México, Guatemala y
Colombia (WHO 2002, 2005).

En los focos de Chiapas, México; los esfuerzos continiian tomando medidas
alternativas en virtud de la ausencia de un macrofilaricida contra O. volvulus, por lo
que se ha instituido el tratamiento con ivermectina cuatro veces al afio en 50 de las
comunidades mas endémicas (WHO 2005). Pero por otro lado, es necesario contar
con una herramienta de diagnostico capaz de detectar la presencia de O. volvulus
adultos en humanos de esta region lo cual seria de mucha utilidad para decidir el

momento adecuado para la suspension del tratamiento con ivermectina sin el riesgo
de recaidas (WHO 2003).
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La alta incidencia de resistencia a los insecticidas organofosforados que
originalmente estaban siendo empleados para el control de los simulidos vectores
de la oncocercosis, estaban amenazando la eficacia del Programa Africano para el
Control de la Oncocercosis; por lo cual se buscaron nuevas estrategias de control
que garantizaran la efectividad del Programa (Thylefors 2004). Esto motivé que
implementara un programa de manejo de resistencia al temefos en el complejo de S.
damnosum, lo cual se consiguié mediante la rotacién de Bacillus thuringiensis H-14,
permetrina y/o carbosulfan, y temefos (Kurtak et al. 1987, Hougard et al. 1993).
Esto demostr6 la factibilidad de manejar la resistencia a insecticidas quimicos,

incorporando en la estrategia el empleo de agentes bioldgicos de control.

La atencién se dirigié entonces al control biolégico, que habia mostrado

efectividad en el control de plagas de insectos en agricultura.

Control biolégico

El control biolégico tuvo sus inicios con notables pioneros en la patologia de
invertebrados como Agostino Bassi, Louis Pasteur y Elie Metchnikoff (Steinhaus
1956, 1975). Béasicamente este tipo de control consiste en la utilizacién de otros
organismos vivos, la mayoria de ellos microorganismos, en cuyo metabolismo se
producen sustancias que son capaces de destruir o matar a una gran diversidad de
insectos plaga. En la actualidad una gran variedad de entomopatdgenos son usados
para combatir los insectos plaga que afectan a cultivos v a insectos vectores de
enfermedades de importancia médica y veterinaria (Burges 1981; Tanada y Kaya
1993; Lacey y Kaya 2000).

Los principales organismos entomopatégenos usados para control biologico

son bacterias, virus, protozoarios, nemétodos, y hongos (Lacey et al. 2001).
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Hongos entomopatogenos

La utilizacion de hongos entomopatdgenos se ha llevado a cabo alrededor
del mundo para el control de insectos que afectan los cultivos, y se esta valorando el
potencial de estos hongos contra mosquitos adultos para reducir la transmision de

enfermedades como la malaria (Lacey et al. 2001; Blanford et al. 2005).

Los hongos, a diferencia de otros agentes entomopatégenos, no necesitan ser
ingeridos por el insecto para controlarlo (Carruthers y Hural 1990) pudiendo ocurrir
la infeccion por contacto y adhesion de las esporas a las partes bucales, membranas
intersegmentales o a través de los espirdculos (Charnley 1997; Jeffs et al. 1997;
Kershaw y Talbort 1998).

Modo de accién

Los hongos inician su proceso infectivo cuando las esporas son retenidas en
la superficie del integumento, donde se inicia la formacion del tubo germinativo,
comenzando el hongo a excretar enzimas como las proteasas, quitinasas,
quitobiasas, lipasas y lipooxigenasas (Hajek et al. 1994). Estas enzimas degradan la
cuticula del insecto y coadyuvan con el proceso de penetracién por presién
mecdnica iniciado por el apresorio, que es una estructura especializada formada en
el tubo germinativo. Una vez dentro del insecto, el hongo se desarrolla como
cuerpos hifales que se van diseminando a través del hemocele e invaden diversos
tejidos musculares, cuerpos grasos, tubos de Malpighi, mitocondrias y hemocitos,
ocasionando la muerte del insecto después de 3 a 14 dias de iniciada la infeccion
(Gupta et al. 1994).

Una vez muerto el insecto y ya agotados muchos de los nutrientes, el hongo
inicia un crecimiento micelar e invade todos los drganos del hospedero.
Finalmente, las hifas penetran la cuticula desde el interior del insecto y emergen a
la superficie, donde en condiciones ambientales apropiadas, inician la formacion de

nucvas esporas (Pucheta et al. 2006).
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Beauveria bassiana es un hongo que se ha colocado como uno de los mas
eficazmente utilizados para el control de la roya del café. Su uso se ha llevado a
cabo en Brasil (Fernandez et al. 1985), Honduras (Lazo 1990), México (Méndez
1990), Colombia (Jiménez 1992), Nicaragua (Barrios 1992), Ecuador (Sponagel
1994), e India (Haraprasad et al. 2001) (Posada-Vega 20053).

Emst-Jan Scholte y cols., en 2005, utilizaron M. anisopliae para implementar
una posible estrategia de control del vector de la malaria impregnando al mosquito
Anopheles gambiae sensu stricto, con soluciones del hongo. El estudio consistid en
determinar si los mosquitos adultos se infectaban reduciendo su periodo de vida
después de tener contacto directo con el hongo. En este estudio se obtuvo un 23%
de mosquitos infectados con el hongo, lo cual indica que la tasa de inoculacién
entomoldgica (EIR), puede reducirse de 262 picaduras infectantes por persona al
afio a 64, traduciéndose en una reduccién en la intensidad de la infeccion del 75%,
lo cual coloca a este método de control biolégico como una poderosa herramienta

para el control de la malaria.

Blanford y cols. (2005), realizaron un trabajo en el que reportaron el
potencial de los hongos entomopatdgenos para reducir la transmisién de la malaria.
El experimento lo realizaron tanto en laboratorio como en campo. El estudio en
laboratorio involucréd a adultos del vector Anopheles stephensi Liston (Diptera:
Culicidae) y consistid en monitorear la mortalidad de estos a ocho aislados de
hongos Hyphomycetes de dos especies comunes: B. bassiana y M. anisopliae
exponiendo mosquitos hembras adultos a contenedores con residuos de rociados de
los hongos. Los mosquitos se introdujeron en los contenedores 24 h después de que
los contenedores fueron rociados. Encontraron que seis de los ocho rociados
produjeron mas del 80% de mortalidad hacia el dia 14 del ensayo con un 70% de
caddveres con desarrollo de esporas. El estudio en campo se realizo utilizando el
aislado de B. bassiana marcado como IMI 391510 el cual ya se usa en un producto
bioplaguicida empleado en la agricultura. El propésito fue evaluar su actividad
insecticida y esto se hizo a partir de dos tratamientos: el primero consistid en la

aplicacién tépica directa contra An. stephensi y el segundo como residuo de un
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rociado en la malla de una jaula. Los tratamientos mataron al 91% y al 93% de
mosquitos respectivamente en el dia 14 del ensayo. Aunque estos no fueron los
unicos resultados que se obtuvieron de este experimento, nos muestran claramente
el potencial que los hongos entomopatogenos tienen como método de control
biolégico.

Rodriguez y cols. (2006), realizaron estudios de laboratorio para el control
de larvas de la polilla del tomate Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae),
para lo cual probaron dos cepas de hongos entomopatégenos: Qu-M558 de M.
anisopliae var. anisopliae y Qu-B912 de B. bassiana. Realizaron dos evaluaciones, la
primera de las cuales fue realizada aplicando concentraciones de 0 a 10° conidias
mL"' directamente sobre larvas de tercer estadio mediante el sistema de
pulverizacién torre Potter. La CLsyy CLs, para Qu-B912 fue de 10**y 10°¢ conidias
mL", y para Qu-M558 de 10°*y 10*' conidias mL", respectivamente. La segunda
fue realizada sobre hojas de tomate aplicando suspensiones de 0 a 10* conidias mL"
del aislamiento Qu-B912, a través del sistema de pulverizacién torre Potter. Larvas
del tercer estadio de T. absoluta fueron alimentadas con estas hojas infectadas. Trece
dias después de la inoculacién los porcentajes de mortalidad alcanzaron un 68% a

la maxima concentracién de indculo.

Angel-Sahagin y cols. (2005), evaluaron bajo condiciones de laboratorio la
susceptibilidad de los estados biologicos de huevo, pupa y adulto de Haematobia
irritans (L.) (Diptera: Muscidae) a aislados de los hongos M. anisopliae., B bassiana y
Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith. Los huevos, pupas y adultos de la
mosca del cuerno fueron susceptibles a los hongos entomopatdgenos, los cuales
causaron reduccion en la emergencia de adultos de 3.8 a 6.3% en comparacion al
testigo (72%). Las pupas fueron micosadas en un rango entre 50 y 71.3%. El
porcentaje de mortalidad de adultos fue mayor al 90% en la mayoria de los
aislados. Los resultados muestran que los aislados de M. anisopliae y P. fumosoroseus
son patogenos de diferentes estados bioldgicos de la mosca del cuerno y que estos
hongos reducen la emergencia de adultos cuando son aplicados a huevos y pupas, y

causan mortalidad al aplicarlos a adultos.
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Solis-Soto y cols. (2006), llevaron a cabo estudios de laboratorio para
evaluar la toxicidad de blastosporas de la cepa BbPM de B. bassiana contra larvas de
la palomilla del manzano Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) de cinco dias
de desarrollo; emplearon concentraciones que fluctuaron entre 1.2x10° a 3.8x10°
blastosporas/ml para calcular la CLs,. La mortalidad de las larvas expuestas al
hongo fue determinada a las 24, 48 v 72 horas y el porcentaje de larvas micosadas a
los ocho dias. La CLs, hallada fue de 8.82x10° blastosporas/ml. Se halld el mayor
porcentaje de mortalidad de larvas expuestas a las 72 horas, siendo de 96%, y un

82% de larvas micosadas a los ocho dias de exposicion de los insectos al hongo.

Kamala y cols. (2008), realizaron un experimento con el proposito de
evaluar el efecto adulticida de M. anisopliae sobre el vector de la malaria An.
stephensi. Para ello, expusieron mosquitos adultos machos y hembras de An.
stephensi a una concentracién de 1x10° conidias/ml de formulaciones preparadas
tanto en aceite como en agua. Los resultados revelaron un 96% de mortalidad en
adultos con las formulaciones en aceite, y un 94% de mortalidad en adultos con las
formulaciones en agua al término del octavo dia del ensayo. También encontraron
que la tasa de emergencia de adultos disminuia a medida que aumentaban la
concentracion hasta 1 x 10° conidias/ml. Por lo tanto se concluyé que las esporas
del hongo o las células desarrolladas en la cuticula del nsecto, asi como el posterior
desarrollo del hongo en patas y alas, suprimen su sistema de defensa celular,

causando la muerte debido a inmovilizacion total.

En el 2008, Rodriguez-Meneses realizé un estudio de laboratorio en el que
demostro la capacidad entomopatogena de tres cepas de hongos: B. bassiana (cepa
48 para chinche café), M. anisopliae (cepa 33 de gallina ciega) y Gliocladium sp. (cepa
nativa del sureste de Chiapas) sobre larvas de A#u. albimanus Wiedemann (Diptera:
Culicidae). Las larvas sometidas a la accion del hongo M. anisopliae mostraron un
100% de mortalidad a las 24 y 48 horas de exposicién a una concentracion de 1x10’
conidias/ml y 1x10° conidias/ml, respectivamente. Las larvas expuestas a
Gliocdladium sp., mostraron un 100% de mortalidad a las 96 horas a una

concentracién de 4.6x10’ conidias/ml, mientras que B. bassiana causé una
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mortalidad de 93.33% a la concentracién de 5.5x10 conidias/ml a las 96 horas de
exposicion. Este estudio demostré que los hongos M. anisopliae y Gliocladium sp.,

pueden ser considerados como candidatos para el control del vector de paludismo.

Otro estudio del 2008 fue el realizado por Cirerol-Cruz, cuyo objetivo fue
evaluar la patogenicidad en condiciones de laboratorio de los hongos B. bassiana, M.
anisopliae, Paecilomyces sp. y Gliocladium sp. sobre ninfas y adultos de Triatoma
dimidiata vector de la enfermedad de Chagas. Los triatominos fueron inoculados
topicamente con soluciones de conidias de las cuatro cepas de hongos a la
concentracién de 1x10”y 1x10° conidias/ml. Se registraron mortalidades de 69.4%
en ninfas y 100% en adultos con B. bassiana.

Gliocladium sp. causd una mortalidad de 24.9% en ninfas y 100% en adultos.
Metarhizium anisopliae causé mortalidades de 13.85% en ninfas y de 33.3% en
adultos, mientras que Paecilomyces sp. provocod una mortalidad de 9.7% en ninfas y
de 100% en adultos. Los resultados indican que B. bassiana y Gliocladium sp.
causaron los mas altos indices de mortalidad tanto en ninfas como en adultos, por
lo que se pueden considerar como buenos candidatos para el control bioldgico de

triatominos vectores de la enfermedad de Chagas.

II. JUSTIFICACION

Se ha establecido que una importante incidencia de la oncocercosis en
América Latina se encuentra precisamente en nuestro pais. La oncocercosis se
ubica en zonas bien delimitadas de los estados de Chiapas y Oaxaca lo cual hace
pensar que este problema de salud publica atin no ha sido del todo controlado. A
pesar de la administracién de ivermectina, que fue introducida a México desde
1990 aun persisten los factores que favorecen la presencia de la infeccién. Es por lo
tanto necesario que se continten haciendo trabajos de investigacién con el
proposito de establecer las medidas que permitan un mejor control de las

poblaciones de los simulidos vectores de la enfermedad, mas atn cuando en nuestro
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pais es practicamente nulo el interés por la implementacién de un control de los
vectores.

El control de los simutlidos mediante el uso de larvicidas, ha mostrado ser
una buena medida adicional para controlar la enfermedad en otros paises, tal como
ha sido demostrado mediante el uso del temefos en Guatemala. Sin embargo,
ejemplos como los de Africa, donde el uso continuo de un solo insecticida (temefos)
ocasiond un alto nivel de resistencia repercutiendo en fallas en el control de la
enfermedad y que fue remediado mediante la implementacién de un programa de
manejo de resistencia incorporando bioinsecticidas, son una indicacién de que se

deben continuar los esfuerzos en la busqueda de agentes de control biolégico.

La comparacion de entomopatégenos con los plaguicidas quimicos
convencionales se establece usualmente a partir de la perspectiva de su eficacia y
costo. Sus ventajas son numerosas ya que su empleo se traduce en beneficios
medioambientales que incluyen seguridad para los humanos y el ecosistema, la
reduccion de los residuos de plaguicidas en los alimentos, y la preservacion de la
biodiversidad. Ademas, su aplicacién se lleva a cabo con el uso de equipos
convencionales, pueden ser producidos en medios artificiales y almacenados por
largos periodos de tiempo. Los entomopatégenos son especificos para ciertas
especies, o grupos de insectos plaga, ademas de que pueden ser utilizados como
control a largo plazo. Las estrategias para el uso de los organismos
entomopatogenos para el control de insectos son basicamente las mismas que para

otros agentes de control biologico.

Los métodos de control biolégico especialmente los hongos
entomopatogenos, han sido exitosamente utilizados para combatir plagas de
insectos que afectan a los cultivos, v recientemente algunos trabajos demuestran
que los hongos entomopatogenos pueden tener potencial para controlar mosquitos
vectores de paludismo; sin embargo aun no se ha podido establecer totalmente la
efectividad de los hongos entomopatdgenos como herramienta para el control de
otros insectos vectores de enfermedades. Teniendo en cuenta lo anterior, el uso de
los hongos entomopatdgenos como medio de contral biolégico de simulidos

vectores de la oncocercosis podria ser factible, por lo que el presente estudio
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propone evaluar, mediante bioensayos en laboratorio, el potencial de los hongos

como patdgenos de S. ochraceum.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar la patogenicidad de diferentes cepas de hongos sobre los simulidos

vectores de la oncocercosis.

Objetivos especificos

a) Determinar el potencial de patogenicidad de los hongos M. anisopliae, B.
bassiana y Gliocladium virens sobre S. ochraceum, mediante bioensayos en

laboratorio.

b) Establecer la concentracion letal cincuenta y noventa (LCsy y LCy) del

aislamiento mas virulento, sobre larvas de S. ochraceum.
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V. HIPOTESIS

Las enfermedades fiingicas en insectos son muy comunes y estin ampliamente
distribuidas, y pueden diezmar las poblaciones produciendo una epizootia natural.
Virtualmente todas las ordenes de insectos son susceptibles a la infeccién por
hongos, incluyendo a los dipteros, los hongos M. anisopliae, B. bassiana y G. virens,
tienen efecto entomopat6geno sobre la etapa larvaria de S. ochraceum, vector de la

oncocercosis en Chiapas.
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VI. METODOLOGIA

Colecta de material bioldgico

Las colectas de larvas de Simulium ochraceum se llevaron a cabo en dos
localidades del Municipio de Tapachula, Chiapas (Finca Chapultepec y EIl
Chaparrdn) y tres localidades del Municipio de Cacahoatan, Chiapas (Faja de Oro,
Fraccion La Unidad y Cacahoatén). Se realizaron capturas diurnas (09:00 a 13:00
h) en rios de agua clara de fuerte corriente, en donde se revisaron hojas de plantas
acudticas y rocas que contenian adheridas las larvas de similidos; se midieron los

parametros de temperatura ambiental, temperatura y pH del agua.

Para su traslado a laboratorio, las larvas se colocaron en una hielera de
unicel rectangular de 40 x 25 x 30 cm, y 2 cm de grosor, con una bomba de aire
portatil para proveer oxigenacion al agua. Una vez en el laboratorio de Patdgenos y
Vectores del CRISP, localizado en la ciudad de Tapachula, Chiapas; las larvas se
mantuvieron hasta la implementacion del bioensayo, a una temperatura de 27°C y

con oxigenacion aportada por 2 bombas de aire marca Sunny SAP-2000.

Sistema artificial para la aplicacién de bioensayos con larvas de similidos a nivel de

laboratorio.

Existen dos tipos de categorias de sistemas artificiales disponibles para llevar
a cabo bioensayos de laboratorio con larvas de simulidos. En los sistemas cerrados,
la circulacion de aire se logra mediante burbujas (Lacey y Mulla 1977), mediante
barras magnéticas giratorias (Colbo y Thompson 1978), o mediante el uso de
bombas (Brenner y Cupp 1980). En los sistemas abiertos las larvas son mantenidas
gracias a un canal de agua circulante la cual es reciclada mediante una bomba
(Jamnback y Frempong-Boadu 1966).
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En este trabajo, se opté por realizar los bioensayos con larvas en el
laboratorio basados en los sistemas cerrados. Sin embargo, el disefio de la
metodologia fue necesario ajustarlo sobre ensayo y error, dado que no existe en la
literatura reportes sobre las condiciones optimas de las variables involucradas en los
bioensayos con agentes de control biolégico en simulidos. De tal forma que para
poder conocer los rangos de las diferentes variables implicadas en la supervivencia
de las larvas a nivel de laboratorio, se procedié a realizar varios bioensayos en los
que se valord la concentracién de Tween 80, la oxigenacién del agua (aportada por

bombas de pecera), dos tipos de agua y dos tipos de alimento.

Los experimentos se realizaron con grupos de 25 larvas de S, ochraceum de
segundo a tercer estadio en vasos desechables de plastico con capacidad de 375 ml.
Se evaluaron: 1) siete concentraciones de Tween 80; 2) tres niveles de presiéon de
aire: 65.37 ml/min, 359.6 ml/min, 728.3 ml/min, aportadas por bombas Sunny
SAP-3000; 3) dos tipos de alimento (para peces y para conejos); 4) agua de criadero
y agua destilada. Los experimentos se realizaron por triplicado y se registré la
mortalidad cada 24h. Todos los bioensayos fueron independientes uno del otro y
realizados no en el orden arriba mencionado, con excepcién de la concentracion
optima de Tween la cual si fue necesario establecerla en una primera instancia. Es
probable que exista interaccién entre los diferentes pardmetros y que un disefio
experimental en bloques completamente aleatorizados podria proporcionar
resultados diferentes en cuanto a las condiciones optimas. Sin embargo, dado que
este no era el objetivo principal de este trabajo, se opté por el ensayo y error,

parametro por parametro, y de forma independiente.

Concentracion optima de Tween

En el primer bioensayo se probaron siete concentraciones de Tween 80
(0.1%, 0.01%, 0.001%, 0.0001%, 0.00001%, 0.000001% y 0.0000001%), buscando

la concentracion que produjera menos mortalidad de larvas de S. ochraceurm. Se
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agregaron 100 ml de cada concentracion de Tween 80, y se proveyo de aire (a un
flujo variable no determinado) a cada vaso mediante el uso de bombas de pecera, se
empled alimento para larvas de Anopheles albimanus a un régimen de una racidn

cada 8 horas, ademds se monitore6 el porcentaje de mortalidad cada 24 horas.

Figura 1. Larvas de Simulium ochraceurn expuestas a sicte concentraciones de Tween 80.

En cada una de las concentraciones de Tween 80 se registraron y tabularon

los porcentajes de mortalidad cada 24 horas.

Presion de aire optima

En este bioensayo se probaron tres niveles de presion de aire, buscando
aquella que favoreciera mejor la supervivencia de las larvas, para lo cual se
colocaron 100 ml de una solucion de Tween 80 al 0.000001% a cada vaso, la
presion se controld mediante vilvulas colocadas en cada suministro de aire;
ajustando el nivel de presion con un flujémetro (Gilmont Instruments S/N 014543-
014556). En este bioensayo aun no se consideraba que la alimentacién fuera un
parametro que pudiera afectar la sobrevivencia de las larvas por lo que se continué
usando el alimento de larvas de An. albimanus.

Presion1  65.37 ml/min
Presion 2 359.6 ml/min

Presion 3 728.3 ml/min

Figura 2. Larvas de Simulium ochraceum expuestas a tres diferentes presiones de aire,
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El conteo de mortalidad de larvas se realiz6 cada 24 horas, con lo cual se

tabularon los resultados obtenidos y posteriormente se graficaron.

Tipo de agua 6ptima

Este bioensayo se realizo para saber si el agua de criadero natural favorecia
mas la supervivencia de las larvas en condiciones de laboratorio, en comparacion
con el agua destilada, la cual se habia utilizado en los otros bioensayos. Se
colocaron vasos con 1) 100 ml de agua de criadero natural, 2) 100 ml de agua
destilada, y 3) un control con 100 ml de solucion Tween 80. Se manejaron tres
repeticiones de cada uno. Se administro aire mediante bombas de pecera a flujo
variable (Fig. 3). La mortalidad se monitoreé cada 24 horas y se registraron los

resultados.

Figura 3. Larvas de Simulium ochraceum expuestas a dos tipos de agua.

Tipo de alimento 6ptimo

En este bioensayo se valoraron dos tipos de alimento con el propésito de
verificar si alguno de ellos mostraba mas eficacia en la supervivencia de las larvas
en condiciones de laboratorio. Los alimentos probados fueron: 1) alimento para
peces, 2) alimento para conejos y 3) el control con alimento para larvas de An.
albimanus. Este sistema fue modificado con respecto a los tres anteriores
agregandole movimiento giratorio a los vasos para facilitar la alimentacion de las

larvas; esto se logro mediante el uso del agitador eléctrico (Orbital Shaker MRC) la
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velocidad aplicada fue de 120 rpm, que fue la mdxima velocidad soportada por el
sistema (Fig. 4).

Figura 4. Larvas de Simulium ochraceum expuestas a dos tipos de alimento.

El porcentaje de la mortalidad de las larvas fue registrada cada 24 horas y los
resultados fueron tabulados.

Las condiciones en las cuales se registraron las menores mortalidades en
cada uno de los bioensayos individuales, fueron las que se establecieron en los

bioensayos con las diferentes cepas de hongos, tal como se describe mas adelante.

Cepas de hongos

Se utilizaron tres cepas de hongos reportadas con caracteristicas
entomopatogenas que son: M. anisopliae (cepa 33 de gallina ciega), B. bassiana (cepa
48 para chinche café), donadas por el CINVESTAYV, unidad Irapuato, y G. virens,
elegida de una coleccion de cepas nativas colectadas en la region sureste del estado

de Chiapas (Vazquez-Martinez et al. 2007).

Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado para el crecimiento de los hongos fue el medio

Sabouraud Dextrosa Agar de Bioxon® (Becton Dickinson) y fue preparado de
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acuerdo a las instrucciones del fabricante, a una concentraciéon de 65 gr/L. El
medio se pesé en una balanza analitica (Velab Model ES-500H), posteriormente se
coloco en un matraz erlenmeyer agregando un litro de agua Tridestilada. Se colocod
en un agitador magnético de calor (SYBRON/Thermolyne), hasta disolucion
completa y esperando hasta ebullicién por 2 minutos, después se esterilizd por 15
minutos a 121°C a 1 atm de presion, en una autoclave (All American modelo 25-
X). Posteriormente se dejo enfriar por 30 minutos, y se le agregd el antibibtico
Sulfestrep® (Estreptomicina, 1 gr.) en la proporcion de 1 ml por litro de medio. Se
vertio en placas estériles desechables de plastico, se dejo enfriar y se sellaron las

placas con parafilm, posteriormente se guardaron en refrigeracion a 8°C hasta el

momento de su uso.

Condiciones de cultivo

Las cepas para los bioensayos fueron tomadas de su respectivo stock y
sembradas en medio Sabouraud Dextrosa Agar de Bioxon® (Becton Dickinson). Se
incubaron a 27°C en una incubadora (Fisher modelo 307), hasta esporulacion

completa en aproximadamente 15 a 21 dias de incubacion.

Solucibdn de conidias

a) Solucion de Tween 80

Se preparé una solucion stock de Tween 80 al 1% en agua tridestilada, para
lo cual se tomaron 1000 pl de Tween 80 usando una pipeta automatica
(Finnpipette® Digital Pipettors, GSA), y se colocaron en un matraz erlenmeyer de
100 ml, se agregaron 99 ml de agua tridestilada y por agitacion manual y ayuda de
un calentador eléctrico se disolvid a 50°C por unos minutos, hasta completa

disolucion.

De esta solucion stock se tomo 1000 pl y se mezcloé con 99 ml de agua
tridestilada para obtener una solucion de Tween 80 al 0.1%, y asi sucesivamente
hasta llegar a la concentracion deseada de Tween 80 al 0.000001%.
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b) Preparacion de la solucidn stock de conidias

Para preparar la solucion stock de conidias se utilizé la campana de flujo
laminar (SEV Modelo CFL101), se tomaron nueve placas del hongo
completamente esporulado y se procedi6 a colectar las conidias con una hoja de
bisturi para después pasar las conidias a un matraz erlenmeyer estéril de 500 ml, el
cual contenia 100 ml de la solucion de Tween 80 al 0.00001%. La solucién se agitoé
fuertemente a mano por 5 minutos y posteriormente en un sonicador de bafio de
agua (Branson Ultrasonic Cleanser Modelo B-12) durante 15 minutos, para lograr
la separacion de las conidias. Posteriormente se filtrd por decantacion utilizando un
cuadro de tul de 15x15cm, con reticula de 1 mm de apertura, la cual se sujeto a la
boca del matraz mediante una liga de hule, y se recogié el filtrado en un vaso de
plastico. Este procedimiento se realizé6 por duplicado para obtener una buena
cantidad de volumen, estos dos filtrados se mezclaron finalmente para obtener una
sola cantidad. Se procedio a diluir 1:100 con agua tridestilada estéril para obtener la
solucion en Tween 80 al 0.000001%. A partir de esta solucion stock se prepararon

las soluciones de conidias empleadas en los bioensayos.

Una vez obtenidas las soluciones para los bioensayos, se rotularon y se
confinaron en frascos de vidrio estériles de boca ancha con tapa de rosca y se

guardaron en refrigeracidn a 8°C, hasta el momento de su uso.

Las soluciones se sacaron del refrigerador y se dejaron atemperar por un

lapso de media hora antes de utilizarlas en los bioensayos.

Conteo de conidias

Para el conteo de conidias se procedio con el método descrito en el Manual
de Tecnicas de Patologia de Insectos (Goettel e Inglis 1997), en el que se describen
los criterios empleados para realizar la lectura de conidias en la camara de

Neiibauer y obtener la concentracién de la solucion en conidias/ml. Se realizaron
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cinco repeticiones del conteo de conidias, se promedid y finalmente se calculd la

concentracion de conidias/ml. A partir de esta solucion stock se prepararon las

soluciones de conidias empleadas en los bioensayos.

Solucién de conidias de Metarhizium anisopliae

Se realizo una dilucion 1:100 de la solucion stock. De esta dilucién se

hicieron cinco conteos en la camara de Neiibauer a cada una de cinco muestras de

la solucion de conidias y se promediaron para obtener el valor utilizado en el

calculo final. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Determinacién de l1a concentracion de conidias en la solucidn

de Metarhizium anisopliae,

i Promedio
Muestra | Conteo 1 | Conteo 2 | Conteo 3 | Conteo 4 | Conteo 5 | Promedio
General

1 25 34 38 30 37 328

2 21 33 36 33 22 29

3 30 26 32 36 34 316 34.92

4 49 43 39 41 37 418

5 33 l 33 48 36 47 39.4 *1

El procedimiento fue como sigue:

La concentracion de conidias de la solucidn stock fue:

C =Pc x Fd x 250,000
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Pc = Promedio del conteo de conidias

Fd = Factor de dilucion

Concentracion= 34.92 x 100 x 250,000 =8.73x10°® conidias/ml

A partir de esta concentracion madre se obtuvieron las demas
concentraciones utilizadas en el bioensayo: I1x10% 1x10, 1x10°% 1x10°,
1 x10%

Las concentraciones de conidias utilizadas en los bioensayos se calcularon

mediante la siguiente formula:

Conidias/ml = Cd/Cm x Vd

En donde:
Cd=Concentracién deseada
Cm = Concentracion madre

Vd = Volumen deseado

a) Solucion de conidias a 1x10° conidias/ml
(1 x10%/ (8.73 x 10%=0.1145
0.1145 x 300ml = 34.35 ml

34.35 ml de la solucion madre se llevo a un volumen final de 300 ml
agregando 266.65 ml de agua tridestilada, obteniéndose 300 ml de una solucién 1 x
10° conidias/ml.
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b) Solucidn de conidias a 1 x 107 conidias/ml
(1x10"/ (1 x10%=0.1 x 300 ml = 30 ml.

Se tomaron 30 ml de la solucién 1x10° conidias/ml y se le agregaron 270 ml

de agua tridestilada con lo que se obtuvieron 300 ml de una solucién 1 x 10’

conidias/ml.

¢) Solucion de conidias a 1 x 10 ° conidias/ml
(1x 10%/ (1 x 10%)=0.1 x 300 m! = 30 ml.

Se tomaron 30 ml de la solucién 1x10’ conidias/ml y se le agregaron 270 ml
de agua tridestilada con lo que se obtuvieron 300 ml de una solucién a una

concentracion de 1 x 10° conidias/ml.

d) Solucion de conidias a 1 x 10 ° conidias/ml
(1x10%/(1x10%=0.1x300ml=30ml.

Se le agregaron 270 ml de agua tridestilada y se obtuvieron 300 ml de una

solucién a la concentracion de 1 x 10° conidias/ml.

e) Solucién de conidias a 1 x 10 * conidias/ml
(1x 109/ (1 x 10% = 0.1 x 300 ml = 30 ml.

Se tomaron 30 ml de la solucién 1x10° conidias/ml y se le agregaron 270 ml

de agua tridestilada, con lo cual se obtuvieron 300 ml de una solucién a una

concentracion de 1 x 10* conidias/ml.

Solucion de conidias de Beauveria bassiana

Se realizo una dilucién 1:100 de la solucidn stock y se hicieron 5 conteos al

igual que con M. anisopliae, obteniéndose los datos como se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Determinacidn de la concentracidon de conidias en la solucion
de Beauveria bassiana.

T

| Promedio
Muestras Conteo Conteo | Conteo | Conteo | Conteo | Promedio
General

T 36 34 50 37 48 41

2 38 37 33 53 41 40.4

3 47 38 41 28 26 36 39.08
4 40 46 36 44 32 396

5 29 51 32 | 32 48 384

Concentracion= 39.08 x 100 x 250,000 = 9.77 x 10° conidias/ml.

A partir de esta concentracion madre se obtuvieron las concentraciones que
se utilizaron en los bioensayos las cuales fueron las siguientes:
S5x100, 12107 5x10°, 1 x10°%. 1x10°

a) Salucién de conidias a 5x107 conidias/ml
(Gix 10?)/ (9.77x10% = 0.051
0.051 x 300ml = 15.3 ml.

Se tomaron 15.3 ml de la solucion madre y se le agregaron 284.7 ml de agua
tridestilada con lo cual se obtuvieron 300 ml de una solucion de 5x107 conidias/ml.

Para obtener las siguientes concentraciones se hizo exactamente lo mismo:

b) Solucién de conidias a 1x107 conidias/ml
(1 x 10"/ (5x 10") = 0.2 x 300 ml = 60 ml.

Se tomaron 60 ml de la solucion 5x107 conidias/ml y se le agregaron 240 ml
de agua tridestilada con lo cual se obtuvieron 300 ml de una soluciéon a una

concentracion de 1 x 107 conidias/ml.
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c) Solucion de conidias a 5x10° conidias/ml
(5 x 10%/ (1x107)=0.5 x 300 ml =30 ml.

Se tomaron 30 ml de la solucion 1x10’ conidias/ml y se le agregaron 270 ml

de agua tridestilada con lo cual se obtuvieron 300 ml de una solucion de 5 x 10°

conidias/ml.

d) Solucion de conidias a 1x10° conidias/ml
(1x10%/ (1 x107)=10.1x 300 ml = 30 ml.

Se tomaron 30 ml de la solucion 1x107 conidias/ml y se le agregaron 270 ml
de agua tridestilada con lo cual se obtuvieron 300 ml de una solucion de 1 x 10°
conidias/ml.

e) Solucién de conidias a 1x10° conidias/ml
(1x10°/ (1 x10%=0.1x300ml=30ml

Se tomaron 30 ml de la solucion 1x10° conidias/ml y se le agregaron 270 ml
de agua tridestilada con lo que se obtuvieron 300 ml de una solucion 1 x 10°

conidias/ml.

Solucién de conidias de Gliocladium virens

Se realiz6 una dilucion 1:100 a partir de la solucion stock de conidias y se
hicieron 5 conteos para hacer el cdlculo de la concentracién final. Los conteos

fueron los siguientes:
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Tabla 3. Determinacion de la concentracién de conidias en la solucion
de Gliocladium virens.

Muestras Conteos | Conteos | Conteos | Conteos | Conteos | Promedio P:;:::
1 36 34 50 37 48 41
2 38 37 33 53 41 204
3 47 38 41 28 26 36 39.4
4 40 46 36 4 32 396
5 41 43 43 39 34 | 40
|

Concentracion= 39.4 x 100 x 250,000 =9.85 x 10° conidias/ml

A pattir de esta concentracién madre se obtuvieron las concentraciones que
se utilizaron en los bioensayos, las cuales fueron las siguientes: 1 x 10°, 1x 107, 1x
10%, 1x10° 1 x10*

a) Solucién de conidias a 1x10° conidias/ml

(1 x 10%)/ (9.85 x 10%= 0.1015
0.1015 x 300 = 30.45 ml
Se tomaron 30.45 ml de la solucién madre y se le agregaron 269.55 ml agua

tridestilada con lo cual se obtuvieron 300 ml de una solucién de 1x10° conidias/ml.

b) Solucién de conidias a 1x10’ conidias/ml

(1x10")/ (1x10%=0.1x300ml=30ml
Se tomaron 30 ml de la solucién 1x10° conidias/ml y se le agregaron 270 ml

de agua Tridestilada con lo cual se obtuvieron 300 ml de una solucion de 1x10’
conidias/ml.
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¢) Solucién de conidias a 1 x 10° conidias/ml

(1 x10°/ (1 x 10" = 0.1 x 300 ml = 30 ml
Se tomaron 30 ml de la solucion 1x10’ conidias/ml y se le agregaron 270 ml

de agua Tridestilada con lo cual se obtuvieron 300 ml de una solucién de 1 x 10°
conidias/ml.

d) Solucién de conidias a 1x10° conidias/ml

(1x10%/ (1 x10%=0.1 x 300 = 30 ml
Se tomaron 30 ml de la solucién 1x10° conidias/ml y se le agregaron 270 ml

de agua tridestilada con lo cual se obtuvieron 300 ml de una solucién de 1 x 10°
conidias/ml.

e) Solucion de conidias a 1x10* conidias/ml

(1x10%/ (1x10°) = 0.1 x 300 = 30 ml

Se tomaron 30 ml de la solucién 1x10° conidias/ml y se le agregaron 270 ml
de agua tridestilada con lo que se obtuvieron 300 ml de una solucién de 1x10*
conidias/ml.

Bioensayos de entomopatogenicidad de M. anisopliae, B. bassiana y G. virens sobre la

etapa larvaria de §. ochraceumn

Los bioensayos se realizaron con grupos de 25 larvas de S. ochraceum de 2° a
3er estadio por cada concentracion de conidias. Se manejaron 4 repeticiones, tanto

para las concentraciones como para el control.
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Las concentraciones de conidias empleadas para los bioensayos con M.
anisopliae y G. virens fueron 1x10%, 1x107, 1x10° 1x10°, y 1x10%, mientras que para B.

bassiana fueron 5x107, 1x107, 5x10°, 1x10°, 1x10°.

Se colocaron 200 ml de cada una de las concentraciones de conidias en
vasos desechables de plastico No. 14, con capacidad de 375 ml; posteriormente se
colocaron las larvas mediante un gotero de plastico. El grupo control se coloco de
la misma manera que los grupos de prueba utilizando tnicamente 200 ml de Tween
80 al 0.000001% sin conidias.

Los vasos se colocaron en el Orbital Shaker MRC a 120 r.p.m. para facilitar

la alimentacion de las larvas.

Se suministré oxigeno a razéon de 359.6 ml/min por cada repeticion

mediante el uso de bombas para pecera marca Sunny SAP-3000.

Las larvas fueron alimentadas cada 12 h, empleando alimento para peces

preparado a base de concentrado de proteina de pescado hidrolizada.

Los bioensayos se realizaron en la Camara Ambiental (Thermo Electron
Corporation 818), la cual proveyé 2 temperaturas: una diurna de 27°C y una
nocturna de 23°C. El fotoperiodo aplicado fue de 12 h de luz (7:00 AM - 7:00 PM)
y 12 h de oscuridad (7:00 PM- 7:00 AM). Los porcentajes de mortalidad se

registraron cada 24 h.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de mortalidad fueron utilizados para calcular la
Concentracion Letal media y noventa (CLsy y CLy) de las tres cepas de hongos

probadas sobre larvas de §. ochraceum.

Se empleo el Programa de Analisis Probit utilizado por la EPA (Agencia de
Proteccion del Medio Ambiente) version 1.5 con el que se calcularon los valores de

CL (50 y 90), Chi cuadrada de bondad de ajuste y la linea de regresion Probit.

VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

Sistema para la aplicacién de bioensayos con larvas de S. ochraceum

Los sitios de crianza de las larvas de simuilidos presentaron una temperatura
del agua que oscilo entre 20 y 22°C, temperatura ambiental que fluctu6 entre 24 y
28°C, y el pH del agua oscilo entre 6.9 — 7.1. Para los bioensayos de laboratorio se
ajustaron las condiciones de temperatura y el fotoperiodo a las reportadas en los
criaderos naturales, por lo que la Cidmara Ambiental, en donde se realizaron los
bioensayos, fue ajustada a dos temperaturas: una diurna de 27°C y una nocturna de
23°C. El fotoperiodo aplicado fue de 12 h de luz (7:00 AM - 7:00 PM) y 12 h de
oscuridad (7:00 PM- 7:00 AM).

La concentracién de 0.000001% de Tween permiti6 la sobrevivencia de un

mayor nimero de larvas de similidos, ya que a esta concentracion se obtuvo la

menor mortalidad (36.5%) a las 48 horas, en relacidn a las otras concentraciones

(Tabla 4).
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Tabla 4. Mortalidad de larvas de Simulium ochraceum expuestas a varias
concentraciones de Tween 80.

Porcentaje de mortalidad diaria
| Concentracién de Tween 80 | 24 h 48h 72 h
0.1% 14 72 100
0.01 % 10 65 100
0.001% 8 56 100
0.0001% 8 413 98.6
0.00001% 8 56 100
[ 0.000001% 1.33 36.5 100
0.0000001% 18.6 48 97.3

En otro bioensayo se probaron tres presiones de las bombas que aportaron el
aire a los recipientes con larvas, el resultado fue que las larvas pudieron sobrevivir

por mas tiempo empleando la presion de 359.6 ml/min.

Tabla 5. Mortalidad diaria de larvas de Simulium ochraceum expuestas
a tres diferentes presiones de aire.

Porcentaje de mortalidad diaria
Presiones de aire 24h 48 h
65.37 ml/min 50 100
359.6 ml/min 10 100
728.3 ml/min 90 100

En el bioensayo para probar el tipo de agua, se encontré que a las 48 horas
se presentd un 85.3% de mortalidad en las larvas del agua destilada, mientras que el
agua de criadero natural presentd un 84% de mortalidad larvaria. A las 72 horas el

agua destilada presentd un 98.6% de mortalidad larvaria, mientras que €l agua de
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criadero un 94.6% (Tabla 6). Por lo tanto se observd que no existe realmente una
diferencia marcada entre los dos tipos de agua, va que los porcentajes de
mortalidad son muy similares, posiblemente debido a que el pH del agua destilada
empleada fue calibrado con hidréxido de sodio al 0.01% hasta alcanzar el pH del
agua de criadero que fue de 7.11£0.1, ya que originalmente el agua destilada tenia
un pH muy acido cercano a 5.0 por lo tanto el agua empleada para el bioensayo fue
el agua destilada con pH calibrado. Para bioensayos posteriores se recomienda usar

agua destilada con un pH calibrado a 7.1 que es el pH de los criaderos naturales de

simulidos.
Tabla 6. Mortalidad diaria de larvas de Simulium ochraceum expuestas
a dos tipos de agua.
Porcentaje de mortalidad diaria
Tipo de agua 24h | 48h | 72h | 9%h
Agua destilada 0 853 | 98.6 100
Agua de criadero 6.66 34 946 | 973
Control Tween 80 al 0.000001% 0 733 | 90.6 | 93.3

En el bioensayo para evaluar tipos de alimento se encontro que el porcentaje
de mortalidad de larvas empleando el alimento para peces fue menor (20% de
mortalidad a las 120 hs) que los mostrados con el alimento para conejo y alimento
control (46.67% y 25% de mortalidad, respectivamente) (Tabla 7), lo que sugiere
que el alimento para peces logra una mayor supervivencia de larvas de S. ochraceum

a nivel de laboratorio.
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Tabla 7. Mortalidad diaria de larvas de Simulium ochraceum expuestas
a dos tipos de alimento.

Porcentaje de mortalidad diaria

Tipos de alimento 24h | 48h | 72h | 9h | 120h ‘

" Alimento parapeces | 1.67 | 3.33 10 11.67 20

Alimento para conejos | ) 11.67 | 18.33 | 23.33 | 46.67 |

Control (alimento para | 5 13.33 | 16.67 25
An. albimanus) '

Los resultados de estos bioensayos, aunque realizados de manera
independiente, permiten sugerir un sistema que puede favorecer la supervivencia de
las larvas en laboratorio. Las condiciones de este sistema consisten de una presion
de aire de 359.6 ml/min, una concentracion de Tween 80 al 0.000001%, utilizando
alimento para peces y utilizando un agitador eléctrico (Orbital Shaker MRC) a 120
r.p.m. para facilitar la alimentacion de las larvas. Se eligid usar agua destilada
estéril con el pH ajustado a 7.1%0.1, en lugar de traer agua de los criaderos, puesto
que esto ultimo puede resultar impractico. Este sistema puede ser empleado en

cualquier tipo de evaluacion que involucre a larvas de similidos.

Los sistemas utilizados para los bioensayos con simulidos son de dos tipos,
los sistemas abiertos y los sistemas cerrados; algunos investigadores han
perfeccionado dispositivos que comparten caracteristicas de los dos sistemas
(Gaugler et al. 1980).

El presente trabajo estd basado en bioensayos que utilizan los sistemas
cerrados, que son de facil mantenimiento y que requieren de poco espacio (Araujo-
Coutinho et al. 2005). Esto resultd idoneo para el presente trabajo ya que permitio

el disefio de un sistema para la aplicacion de bioensayos con larvas de simulidos.
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Como resultado de los bioensayos realizados bajo este sistema, se logrd
monitorear la mortalidad de las larvas por espacio de seis dias, permitiendo asi

obtener los porcentajes de mortalidad con respecto al tiempo.

En el 2005, Araugjo-Coutinho y colaboradores en Brasil, diseflaron un
bioensayo basado en sistemas cerrados en el que lograron monitorear la mortalidad
larvaria de simulidos producida por la exposicién a larvicidas por un espacio de
tiempo determinado. Utilizaron en su sistema vasos de pldstico desechables a los
que les suministraron oxigenacion mediante el uso de bombas para pecera,
utilizando para lo cual agua del criadero natural de donde provenian las larvas. En
el presente trabajo el sistema disefiado es similar aunque con ciertas variantes,
como es el hecho de haber utilizado tanto agua destilada como agua del criadero
natural de las larvas para establecer si esta variable tenia algin efecto en la
mortalidad. Al igual que Aratjo-Coutinho y colaboradores, se utilizaron bombas de
pecera para proveer la oxigenacion, sin embargo, en el presente trabajo se establecio
el nivel de presion adecuado para lograr la mayor supervivencia larvaria. También,
se estableci6 la concentracion de Tween 80 que permitié la mayor supervivencia.
Otra de las variables que se manejaron fue encontrar el tipo de alimento que
propiciara la mayor supervivencia larvaria, para lo cual se probaron dos tipos de
alimento es decir alimento para conejos y alimento para peces. En virtud de que el
alimento para las larvas de simulidos tiene que ser filtrado por estas para ser
aprovechado, fue necesario aplicar agitacion rotatoria al sistema para facilitar la
disponibilidad de alimento. Se observd que sin la agitacion, las larvas dejaban de
aprovechar el alimento por que se sedimentaba, y a una agitacion mayor de 120
r.p.m. el medio liquido se salia del vaso de plastico, por lo cual el sistema no
permitid la aplicacion de una mayor fuerza giratoria. Para los objetivos del
presente trabajo este sistema resulté idéneo, eficiente y reproducible, por lo cual se
puede recomendar su implementacion en cualquier sistema que involucre larvas de
simulidos. Sin embargo, las interacciones que pueden resultar entre los diferentes
parametros no han sido evaluadas ni en este ni en otros trabajos con estos tipos de
sistemas. Un disefio experimental que contemple la evaluacién de todas las

posibles interacciones podria mejorar el sistema empleado en este estudio.
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Mortalidad de larvas de S. ochraceum expuestas a M. anisopliae

El bioensayo usando M. anisopliae causé un 100% de mortalidad de larvas de
simulidos a la concentracién de 1x10* conidias/ml en las primeras 24 horas y de
97% a la concentracién de 1x10’ conidias/ml. A las 48 horas la mortalidad
alcanzada fue de 100% a la concentracion de 1x107 conidias/ml, a las 96 horas la
mortalidad obtenida fue de 92% a la concentracion de 1x10° conidias/ml y de 71%
a la de 1x10° conidias/ml (Tabla 8).

Tabla 8. Mortalidad diaria de larvas de Simulium ochraceum expuestas
a cinco concentraciones de Metarhizium anisopliae.

f:;ﬁi?;?‘;ﬁ;] Porcentaje de mortalidad diaria

24h 48 h 72h 9%h |

1x10° | 100 = -

1x107 97 100 -

1x10° 23 51 72 92
T 14 37 a1 =)

1x10° 14 27 33 51

Control | 3 10 13 17

Este resultado es muy similar al obtenido por Rodriguez-Meneses quien
reporto que este hongo causd un 100% de mortalidad sobre larvas de An. albimanus
de 2° estadio a las 24 horas a una concentracion de 2.58x10” conidias/ml
(Rodriguez-Meneses 2008).

La tendencia observada en los porcentajes de mortalidad indica que esta es

dependiente de la concentracion del hongo (relacion dosis-respuesta), es decir a
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medida que aumenta la concentraciébn mayor es el porcentaje de mortalidad

producido por M. anisopliae.

Por otro lado, las dos concentraciones mds altas (1x10° y 1x107 conidias/ml)
produjeron datos de mortalidad muy similares (100 vy 97% a las 24 h
respectivamente), indicando que ambas concentraciones son suficientes para

controlar las larvas de S. ochraceum en condiciones de laboratorio (Figura 5).

100% | —g—————— | [t |
8086 4—— e = _/,,”_” ST —a— 1x10°
E BO% | — s _,/ix - *—1x10° |
= " a P —*—1x10°
T oW = — 1 ——1x10*
R -——
s 20% ot )(’_’,/ =S e e I—F—Cﬂntroli
° ‘.-r-'""_—-__-—-_ e e —————
0% . o = —_
24 h 48 h 72h 96 h
Tiempo

Figura 5. Mortalidad diaria de larvas de S. ochraceum expuestas a M. anisapliae con respecto al

control.

Kamala y colaboradores (2008) reportaron un 96% de mortalidad de larvas
de An. stephensi hacia el 8° dia de exposicion a M. anisopliae a una concentracion de
1x10° conidias/ml. Al comparar los resultados de Kamala y colaboradores con los
resultados obtenidos en el presente trabajo se encontraron diferencias entre ambos
va que Kamala report6 el 96% de mortalidad larvaria hasta el 8° dia de exposicion,
mientras que en el presente trabajo se alcanzé el 100% de mortalidad en el cuarto
dia de exposicion al hongo, lo cual podria deberse a que la concentracién usada en
el presente trabajo fue mayor (1x10° conidias/ml) que la empleada por Kamala y
cols. Sin embargo, en ambos trabajos, se demostrd que M. anisopliae causO altos

porcentajes de mortalidad sobre la fase larvaria de estos dipteros, a pesar de las
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Los datos obtenidos mediante el analisis probit se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Analisis probit de la mortalidad larvaria de Simulium ochraceum

causada por Metarkizium anisopliae a las 24 h.

Concentracién | Individuos Individuos Respuesta Respuesta Respuesta
(Conidias/ml) | expuestos muertos observada ajustada esperada
| controles

Control 100 3 0.03 0.000 0.1033

1x10* 100 | 14 0.14 0.0409 0.000

1x10° 100 14 0.14 0.0409 0.000

IS 1x10° 100 23 0.23 0.1413 0.1414

1x107 100 ; 97 0.97 0.9665 0.9665

1x10° 100 ; 100 1.0 1.0 1.0

La Chi cuadrada para heterogeneidad (calculada) = 2.904
La Chi cuadrada para heterogeneidad (tabulada con un grado de significancia de
0.05) = 7.815

El valor de Chi cuadrada del analisis probit fue 2.904 (P > 0.05). Esto
demuestra que no existe diferencia significativa entre las mortalidades de larvas de
S. ochraceum observadas y esperadas indicando que el modelo se ajusta a los datos
de mortalidad obtenidos por las conidias del hongo M. anisopliae por lo cual la CLs,,

CLyyy los limites de confianza pueden ser estimados con certeza.

Los valores estimados de las CL (50 y 90) y los limites de confianza estan
dados en la Tabla 10. El valor de CLs, obtenido mediante el analisis Probit fue de
2.342x10° conidias/ml (limite inferior de 1.771x10° y superior de 3.048x10°
conidias/ml); la CLe, fue de 6.465x10° conidias/ml, con un limite inferior de
4.82x10° y superior de 9.537x10° conidias/ml. Estos resultados difieren de los
obtenidos por Bruck y cols. (2005), quienes en un estudio realizado con el hongo
M. anisopliae reportaron una CLs; de 2.7x10° conidias/g de suelo del aislado F52 de
M. anisopliae sobre larvas de Delia radicum (Diptera: Anthomyiidae); esto sugiere

que la cepa de M. anisopliae utilizada en el presente trabajo muestra una mayor
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capacidad entomopatdgena para larvas de simulidos en condiciones de laboratorio

que la cepa de M. anisopliae empleada por Bruck y cols. para controlar larvas de
Delia radicum.

Tabla 10. Valores de CLgy Cl de conidias del hongo M. anisopliae sobre larvas de

S. ochraceum.
CL Conc. Limites de confianza al 95%
Inferior Superior
370782.688 192747.766 74706.563
636196.438 379386.219 911644.500
8§48406.750 541409.375 1172241.125
1030334.125

686029.563 1393585.375

i

5323961.500

7568274.000

4033166.250

8622272.000

6235631.000 13531093.000

14794270.000

9956364.000 26459590.000

La linea de regresion probit esta dada en la Figura 6.
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Figura 6. Valores Probit ajustados y la linea de regresion de la mortalidad ocasionada por M
anisopliae sobre larvas de 8. ochraceum.
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Los resultados del bioensayo demostraron que M. anisopliae presenta un

importante efecto entomopatdgeno sobre la etapa larvaria de S. ochraceum.

Mortalidad de larvas de S. ochraceurmn expuestas a B. bassiana

El bicensayo se llevé a cabo utilizando cinco concentraciones de B. bassiana
1x10°, 1x10% 5x10° 1x10" y 5x10’ conidias/ml. Estas concentraciones se
prepararon a partir de la solucién madre de B. bassiana obtenida en el laboratorio.

El bioensayo se realizo bajo las condiciones de laboratorio ya especificadas.

Como resultado se obtuvo que la concentracion mads baja (1x10°
conidias/ml) mostré mortalidad larvaria inferior al 50% en los primeros 3 dias del

bioensayo, y superior al 50% solo hasta el dia 4.

Las concentraciones intermedias (1x10° y 5x10° conidias/ml) alcanzaron el
50% de mortalidad o mds a partir del dia 2 del bioensayo, mientras que las
concentraciones altas (1x10" y 5x107 conidias/ml) superaron el 50% de mortalidad

larvaria a partir del primer dia de bioensayo lo cual se ve en la siguiente tabla.

Tabla 11. Mortalidad de larvas de Stmulium ochraceum expuestas
a cinco concentraciones de Beauveria bassiana.

Concentracién (conidias/ml) | 24h | 48 h | 72h | 96h
5x107 80% | 99% | 100% |
1x10° 69% | 88% | 98% | 100%
5x10° 48% | 66% | 81% | 96%
1x10° 24% | 51% | 76% | 90% |
1x10° 9% | 18% | 37% | 58%
Control 1% | 2% 5% 10%
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Watson et al. (2002) llevaron a cabo bioensayos con el objeto de valorar la
eficacia de dos cepas (L90 y P89) de B. bassiana para el control de larvas de Musca
domestica (Diptera: Muscidae). Como resultado reportaron para la dosis alta (1x10"
conidias/ml) un porcentaje de mortalidad de 56% para la cepa L90 y 48% para la
cepa P89. Para las concentraciones media (1x10° conidias/ml) y baja (1x10*
conidias/ml) reportaron porcentajes de mortalidad que fueron dependientes de la
dosis. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que B. bassiana
presentd una mayor accién entomopatdgena sobre la etapa larvaria de S. ochraceum
que la obtenida por Watson y cols., sobre larvas de M. domestica (Diptera:
Muscidae), ya que en nuestro estudio la concentracién 5x10° conidias/ml alcanzé
el 48% de mortalidad hacia las 24 h del bioensayo, mientras que Watson y cols.,
obtuvieron el mismo porcentaje de mortalidad a concentraciones de 1x10"
conidias/ml.

En el 2005, Bruck y colaboradores realizaron bioensayos de suelo en
laboratorio para estimar la virulencia del aislado GHA de B. bassiana contra larvas
de segundo instar de Delia radicum (Diptera: Muscidae: Anthomyiidae) para lo cual
emplearon una concentracion considerada alta (3.85x10° esporas viables/ g de suelo
seco) en los que reportaron una mortalidad larvaria de 46% en el 14° dia de
exposicion. En el mismo afo (2005), Davidson y Chandler realizaron bioensayos
con larvas de Delia antigua (Meigen) reportando a los diez dias del bioensayo una
mortalidad de 22.8% para el aislado 396.93 de B. bassiana a una concentracién de

1x10* conidias/ml.

Posteriormente en el 2008, Rodriguez-Meneses llevé a cabo estudios para
evaluar la accién entomopatdgena de B. bassiana sobre larvas de An. albimanus, para
lo cual realiz6 bioensayos de laboratorio en el que reporté 33.3% de mortalidad

hacia el séptimo dia de exposicion, a una concentracién de 2.19x10” conidias/ml.



Al comparar estos resultados con los obtenidos en el presente trabajo se
observa que las mortalidades son diferentes debido posiblemente a que se trata de
especies distintas de dipteros, al tipo de alimentacion empleada, y a que las
condiciones de los bioensayos fueron diferentes, sin embargo en todos los estudios

realizados se observo accion entomopatdgena de B. bassiana sobre larvas de S.

ochraceum.

Se observod que la concentracion baja de B. bassiana (1x10° conidias/ml),
alcanz6 un 60% de mortalidad larvaria hacia el dia 4 del bioensayo, mientras que
concentraciones mayores (1x10° hasta 5x10’ conidias/ml) superaron el 80% de

mortalidad larvaria hacia el dia 4 del bioensayo (Figura 7).

Mortalidad

24h 48 h 72h 96 h
Tiempo

Figura 7. Mortalidad diaria de larvas de S. ochraceum expuestas a B. bassiana, con respecto al control.

Los datos reportados por el programa EPA Probit Analysis Program Version

1.5 a las 24 h para este hioensayo son los mostrados en la Tabla 12.
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Tabla 12. Analisis Probit de la mortalidad larvaria de Simuliin ochraceum
causada por Beauveria basstana a las 24 h.

Concentracion Individuos Individuos Respuesta Respuesta | Respuesta
(Conidias/ml) expuestos muertos observada ajustada esperada
controles

Control 100 1 0.0100 0.0000 0.0110
1x10° 100 9 0.0900 0.0799 0.0656
1x10° 100 24 0.2400 0.2316 0.2697
5x10° 100 48 0.4800 0.4742 0.5050
1x10’ 100 69 0.6900 0.6866 06111
5x10° 100 B0 0.8000 0.7978 0.8181

Los valores de Chi cuadrada para heterogeneidad calculada y tabulada

fueron 3.995 y 7.815 respectivamente, y como la prueba de Chi cuadrada no mostr6

diferencias significativas (P>0.05) entre las mortalidades esperadas y observadas de

S. ochraceum, es factible realizar el analisis Probit.

Los valores obtenidos mediante el analisis Probit indicaron que en este

bioensayo se obtuvo una CLs, de 4.842x10° conidias/ml (limite inferior de
3.434x10° conidias/ml y limite superior de 6.799x10° conidias/ml) y CLo de
1.305x10° conidias/ml (limite inferior de 7.158x10” conidias/ml y limite superior
de 3.026x10° conidias/ml) (Tabla 13).

Tabla 13. Valores de CL., vy CLy, de conidias del hango Beauveria bassiana
sobre larvas de Simulium ochraceum.

L : Concentracion Limites de confianza al 95% ]
Inferior Superior
1.00 12247824 2864.548 33515.129
5.00 70590.195 24368.386 148975.141
10.00 79604.531 75783.852 332291.094
15.00 3'%"%24- 625 6"1.31 000 5 74038. 688
85.00
95.00 332151"44 UUU 1 0793 76 000 940312168 000
| 99.00 1914359163.000 710807936.000 7993371136.000
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Figura 8. Valores Probit ajustados y linea de regresion de conidias del hongo B. bassiana sobre larvas
de §. ochraceum.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican claramente que B.bassiana
presentd efecto entomopatdgeno sobre la etapa larvaria de S. ochraceum lo cual es

alentador para considerarla como candidato para el control biolégico.

Mortalidad de larvas de S. ochraceum expuestas al hongo G. virens.

Gliocladium virens es un hongo que se ha utilizado como medio de control
biologico de fitopatogenos, y es considerado especificamente como un micoparasito

en el control de los hongos que atacan a los cultivos (Highley et al. 1997, Hmouni
et al. 2006).

En este estudio se empled una cepa de G. virens nativa del sureste de Chiapas

la cual fue probada para evaluar su patogenicidad sobre larvas de S. ochraceum.

El bioensayo se llevo a cabo empleando cinco concentraciones del hongo. A
las 24 h la concentracién mas alta (1x10° conidias/ml) causé una mortalidad
larvaria de 28%, y hasta las 96h se obtuvo el 100% de mortalidad en esta
concentracion. Las concentraciones mas bajas de 1x10’conidias/ml reportaron

mortalidades de 91% al cuarto dia del bioensayo (Tabla 14).
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Tabla 14. Mortalidad de larvas de S. ochraceum a cinco concentraciones de conidias de G. virens.

Concentracion 24h 48h 72h 9% h
(Conidias/ml)
1x10°
28% 65% 95% 100%
Ix10° 23% 60% 73% 91%
ﬁ _ :
1x10 7% 34% 44% 66%
5
. L % 18% 28% 46%
4 _
Ll L 1% 21% 25% 36%
Control 3% 1% 14% 18%

Las mortalidades alcanzadas a las 24 h son muy bajas por lo que no se
consideran idoneas para emplearlas en bioensayos como método de control
biologico de larvas de simtlidos. A las 48 h s6lo las dos concentraciones mas altas
(1x10" y 1x10* conidias/ml) alcanzaron mortalidades de 60% y 65%
respectivamente, las demdas se mantuvieron por debajo del 40% de mortalidad, lo
cual representa un bajo potencial entomopatégeno. Los resultados en este
bioensayo demuestran que las mortalidades de 91 y 100% debidas a G. virens
solamente se obtienen a altas concentraciones (1x10” y 1x10* conidias/ml

respectivamente) y hasta las 96 horas de iniciado el bioensayo (Figura 9).

100% | - - : ——1x10°
—=—1x10°

—a— 1x10°

——1x10°
——1x10*

Mortalidad

— | —e—Control

0 _
24 h 48 h 72h 96 h

Tiempo

Figura 9. Mortalidad diaria de larvas de S. ochraceum expuestas a G. virens con respecto al control.
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Los datos reportados por el programa EPA Probit Analysis Program Version

1.5 a las 72 h para este bioensayo son los que se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Andlisis probit de la mortalidad larvaria de Simulium ochraceum
causada por Gliocladium virens a las 72 h.

| Concentracion | Individuos Individuos | Respuesta Respuesta | Respuesta
(Conidias/ml) expuestos | muertos observada ajustada esperada
_ controles
Conrtrol 100 14 0.1400 0.0000 0.1927
1x10* 100 25 0.2500 0.7010 0.0103
1x10° 100 28 0.2800 0.1081 0.0837
1x10° 100 44 0.4400 0.3063 0.3273
1x10’ 100 73 0.7300 0.6656 0.6864
1x10° 100 95 0.9500 0.9381 0.9220 |

Los valores de Chi cuadrada para heterogeneidad calculada y tabulada
fueron 2.244 y 7.815 respectivamente.

La prueba de Chi cuadrada de bondad de ajuste indicd que no existi6
diferencia significativa (P>0.05) en las mortalidades de S. ochraceum, por lo tanto la

CL y los limites pueden ser estimados.

Los valores estimados de la CL y los limites de confianza fueron
calculados y se muestran en la tabla 16, obteniendo una CLs, de 3.016x10°
conidias/ml, y una CLg de 7.128x10’ conidias/ml.
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Tabla 16. Valores de CLs, v CLy, de conidias del hongo G. virens, sobre larvas de S. ochraceum.

¢ Concentracion Limites de confianza al 95%
Inferior Superior
1.00 9693.135 836,959 42529.590
5.00 52081.918 7861.319 165851.313
10.00 127660.547 25779.609 344918.406
15.00 233794.609 57207.563 567905.125
50.00 00 14
85.00 22039446.000 84260656.000
95.00 ; . B1267048.000 569411712.000
99.00 | 938856064.000 326797984000 5186578432.000

Con estos datos se obtuvo la linea de regresién la cual se muestra en la siguiente

figura.
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Figura 10. Valores Probit ajustados y la linea de regresion resultante, de conidias del hongo G. vivens,
sobre larvas de S. ochraceum.

No se cuenta con reportes de estudios previos en que se haya utilizado

hongos entomopatdgenos como agente de control biologico de S. ochraceum en los

focos endémicos del norte y sureste del Estado de Chiapas, por lo cual los

resultados del presente estudio son datos relevantes y que podran ser considerados

como base para futuras investigaciones en el drea.
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IX. CONCLUSIONES

. El sistema que favorecio la supervivencia de las larvas se clasifica dentro de
los sistemas cerrados y quedd disefiado bajo las siguientes condiciones: bioensayos
en solucién de Tween 80 al 0.000001% en agua destilada, oxigenacion aportada por
una presion de aire de 359.6 ml/min, aporte de alimento para peces en un régimen
de dos raciones cada 24 horas, y utilizando un agitador eléctrico (Orbital Shaker
MRC) a una velocidad de 120 r.p.m. La sobrevivencia de las larvas se obtuvo hasta

por 6 dias, por lo tanto este sistema puede ser empleado en cualquier tipo de

evaluacion.

. Las tres especies de hongos probadas en este trabajo reportaron potencial
entomopatdgeno sobre la fase larvaria de S. ochraceum, siendo la mas efectiva y
rapida la debida a M. anisopliae, seguida por B. bassiana y finalmente la de menor

efectividad G. virens.

. Las larvas de 2° a 3er estadio de S. ochraceum fueron mas susceptibles a M.
anisopliae con una CLs, de 2.342x10° conidias/ml y una CLs de 6.465x10°

conidias/ml.
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X, RECOMENDACIONES

¢ Realizar otros estudios para evaluar la entomopatogenicidad de los hongos
M. anisopliae, B. bassiana y G. virens, sobre la fase adulta de S. ochraceum, con

diferentes técnicas de inoculacion.

. Evaluar la accion entomapatogena de otras especies de hongos sobre la fase

larvaria y adulta de S. ochraceum a nivel de laboratorio.

. Continuar los estudios para establecer un método de control biologico
mediante el uso de los hongos M. anisopliae, B. bassiana y G. virens, sobre S.

ochraceum en campo.
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