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RESUMEN

La Tripanosomiasis americana, también conocida como enfermedad de Chagas, es
un padecimiento potencialmente mortal cuyo agente etiolégico es el parésito
protozoo Trypanosoma cruzi (Chagas 1909 Kinestoplastida: Trypanosomatidae).
A pesar de contar con una amplia evidencia clinica se desconocen las cifras de
prevalencia en el pais ya que para el sistema de salud publico mexicano en este
momento dicha enfermedad no constituye una prioridad.

La existencia de al menos 33 especies de vectores y con elevados indices de
infeccion natural redunda en la aparicion de casos positivos que llegan a incluir
nifos, lo que demuestra una via activa de transmision y da fortalezas a criterios de
endemicidad. La transmision del parasito que produce la enfermedad se da a través
de varias vias pero en el 33% de los casos se ha reconocido que es por via vectorial,
de alli que el éxito de las campafias de control de los insectos permitira la
disminucion drastica del numero de infectados. Los métodos de control quimico han
sido inefectivos debido a problemas operacionales en las camparfas y a la falta de
integracion entre estos, asi como a la resistencia de los insectos a los productos.
Asi mismo la implementacion del método fisico (patio Limpio) ha sido insuficiente
para disminuir el nUumero de casos de infectados que cada afio se registran en
México; razon por la cual se implementaron estudios de una estrategia biolégica
con el objetivo de integrarla a los programas y reducir el impacto ambiental que los
métodos quimico y fisico generan.

En este estudio se utilizaron dos bioinsecticidas: el primero una formulacion
comercial llamada Metaplus® formulado a partir de los hongos entomopatégenos
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin y Metarhizium anisopliae y el segundo
creado a partir de una cepa de Beauveria bassiana AFAO IX-4. En ambos casos se
evaluo el efecto sobre la especie mas abundante y de mayor indice y colonizacion
en el intra y peri domicilio poblano (Meccus pallidipennis).

Para ello se utilizaron ninfas del tercer estadio de Meccus pallidipennis colonizadas
en el laboratorio. Se practicaron tres repeticiones con dosis nominales reconocidas
en ensayos practicados en otros paises de Latinoaméricay se registrd la mortalidad
durante 15 dias con la finalidad de detectar la eficiencia de los productos.

La evaluacion del bioinsecticida Metaplus® presentoé una mortalidad hasta del 65%
la LCso obtenida fue de 1.023 X 10'° conidias/ml. Sin embargo la preparacion
realizada con la cepa Beauveria bassiana AFAO IX-4 fue mas virulenta ya que
alcanz6 una mortalidad del 100%.

Existe evidencia de la factibilidad que la micosis producida por un formulado de
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae afecte a Meccus pallidipennis.

Palabras claves: Beauveria bassiana, Control biolégico, Meccus pallidipennis,
Metarhizium anisopliae, Metaplus,



1. INTRODUCCION

La organizacion mundial de la salud (OMS) en su reporte técnico de
prioridades de desarrollo para combatir la enfermedad de Chagas, Tripanosomiasis
Africana humana y Leishmaniasis ubica al control de vectores en tercer lugar de
importancia (WHO, 2002).

La enfermedad de Chagas (ECH) es causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi, (Kinetoplastida: Tripanosomatidae) Chagas 1906 sus formas
de transmisién predominantes son: vectorial (via contaminativa de abrasiones de la
piel con las deyecciones del insecto), transfusion sanguinea, via oral y la congénita.
La via vectorial era considerada la mas importante, hoy se manifiesta en algunos
paises latinoamericanos la importancia de la via oral como forma de transmision
de la enfermedad dados los brotes epidémicos de los uUltimos afios en Venezuela 'y
Brasil (Mufioz-Calderén et al., 2012; ProMED-mail 2013). De los infectados el 30%
sufriran  afecciones cardiovasculares, gastrointestinales y/o neurolégicas
irreversibles (Klein, 2012). Esta enfermedad es un problema de salud publica
importante en América Latina, ya que afecta actualmente a un estimado de 8
millones de personas en 21 paises y es transmitida por migracion humana a
regiones donde la enfermedad no es endémica. (Rassi et al., 2010; Pinto-Diaz,
2012; Klein, 2012).

A pesar de contar con una amplia evidencia clinica se desconocen las cifras de
prevalencia en el pais ya que para el sistema de salud publico mexicano en este
momento dicha enfermedad no constituye una prioridad. (Velazco-Castrejon et al.,
2008). Se conocen en México al menos 33 especies de triatominos, de las cuales
23 son registros unicos en el mundo (Salazar-Schettino et al., 2010; Martinez-lbarra
et al., 2011).



CONTROL DE VECTORES

Se denomina vector a todo organismo que actlia como mecanismo trasmisor

de un agente patdgeno entre el medio ambiente y el hombre o de un organismo a

otro.

Rodriguez et al. (2008) mencionan 5 modalidades principales para el control de

vectores:

Método

Manejo Ambiental
Insecticidas

Quimicos

Control Genético

Trampas

Control Biologico

Descripcion

Modificaciones el ambiente para privar a las poblaciones de
caracteristicas basicas para su supervivencia.

Aplicacion de compuestos quimicos aplicados de forma
peridomiciliaria que atacan juveniles y/o adultos.

Uso de técnicas de manipulacion que permiten la
esterilizacion de individuos o la identificacion e insercion de
genes que hacen a los vectores mas propensos a
enfermedades.

El uso de feromonas y kairomonas para atraer hembras a
trampas.

El uso de depredadores, parasitos y patdgenos como
bacterias y hongos entomopatdgenos para reducir la

densidad poblacional de los vectores.

El propésito del control de vectores, es el de recudir la morbilidad y mortalidad

de los organismos disminuyendo la densidad poblacional del vector a un nivel

suficiente donde se inhiba el impacto de transmision (Rodriguez et al., 2008).



El uso de insecticidas quimicos es el método de control de vectores mas
utilizado en la actualidad a pesar de las preocupaciones medioambientales que
genera la accion residual de productos quimicos, la aparicion y propagacion de la
resistencia hizo que la OMS propusiera desde 1970 la resolucion 23.33-1, donde
propone el estudio de nuevos métodos de control que presenten menos efectos
adversos colaterales. Este hecho motivé la busqueda de alternativas, como el
control bioldgico, que tengan un menor numero de efectos secundarios y que sean

menos invasivos con los ecosistemas (Pedrini et al., 2009).

Smith utilizé por primera vez el término "control biol6gico" para referirse al uso de
enemigos naturales (introducidos o manipulados) para el control de organismos que
impacten negativamente el alimento, vivienda, vestido y salud humana (Barrera,
2007). Estos organismos actuan disminuyendo la actividad, fecundidad y/o
longevidad de los vectores. En el control microbiolégico, se utilizan microorganismos
patdgenos como virus, bacterias, protozoarios, nematodos, parasitos, y también
hongos, que actian matando a sus huéspedes o bien disminuyendo su actividad,
fecundidad y/o longevidad (McGraw, 2013).

LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Los primeros microorganismos que se encontraron causando enfermedad en
insectos fueron los hongos, por su crecimiento macroscopico sobre la superficie de
sus hospederos (Figura 1). Algunos hongos entomopatdgenos sin embargo no
producen crecimiento superficial o producen muy poco. La mayoria son patégenos

obligados o facultativos y algunos son simbiéticos. Su crecimiento y desarrollo estan



limitados en un primer orden por las condiciones ambientales externas en particular,

alta humedad y temperatura adecuada para la esporulacion y germinacién de

esporas. Las enfermedades causadas por estos hongos son denominadas “micosis”
(Tanaday Kaya, 1993).

Figura 1. Beauveria bassiana creciendo sobre Vespula germanica. Foto por José de Jesus Pérez Acosta

Las enfermedades fungicas en insectos estan ampliamente distribuidas y es
frecuente que causen epizootias, virtualmente todos los érdenes de insectos son
susceptibles al ataque de una o varias cepas con alta especificidad. (Zavala-

Ramirez, 2005; Zimmermann, 2007)

El potencial que ofrece la lucha microbiologica utilizando la patogenicidad de
los hongos presenta ventajas ecologicas. El hongo tiene la posibilidad de
propagarse en poblaciones de huéspedes y de persistir largo tiempo en el medio
ambiente, ademas de que actla al contacto y se puede producir masivamente de
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forma sencilla (Shahid et al., 2012). Asi mismo, este potencial resulta no solo del
conjunto de propiedades del agente y de las poblaciones blanco, sino también de
las condiciones ambientales en las que se desarrolla la entomomicosis (Bukhari, et
al., 2011).

El uso de una u otra cepa o especie de hongo depende de muchas
consideraciones, entre las que se encuentran: 1) ecologia del patdgeno y su blanco,
espectro de accion 2) accesibilidad del agente de control a la plaga, 3) conocimiento
basico del modo de accion y 4) disponibilidad de tecnologias de produccion,
formulacién y aplicacién del entomopatégeno (Khachatourians, 1986; Samson et al.,
1988; Lisansky, 1989).

Existen alrededor de 100,000 especies de hongos y alrededor de 700 han
sido identificadas como hongos entomopatdégenos. Se considera que un hongo
pertenece a esta clasificacion cuando afecta a los insectos provocandoles

patologias y la muerte. (Khachatourians y Sohail, 2008).

Las especies de hongos mas utilizadas como agentes microbianos se
encuentran en varios géneros, como Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
M. acridum, Lecanicillium lecanii e Isaria fumosorosea entre otras. Estos organismos
han sido utilizados para el control biolégico de plagas agricolas, asi como en
estudios para el control de insectos vectores (Luz et al., 1998; Pedrini et al., 2009;
Mnyone, 2012)

De acuerdo a David (1967) Los hongos con actividad entomopatogénica infectan
individuos en todos los ordenes de insectos; los estudios se han centrado en:
Hemiptera, Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera y Orthoptera (citado por
Tanada y Kaya 1993). En algunos 6rdenes de insectos los estados inmaduros
(ninfas o larvas) son mas a menudo infectados que los maduros o estado adulto, en

otros puede suceder lo contrario (Ferron et al., 1978).



MECANISMO DE ACCION DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

El desarrollo de la micosis puede estar dividido en tres fases: (1) adhesion y
germinacion del conidio en la cuticula del insecto, (2) penetracion en el hemocele y

(3) desarrollo del hongo. Lo cual resulta de manera general en la muerte del insecto.

El primer contacto que hace la espora con la superficie del hospedero es por
la cuticula. Las caracteristicas fisicas y quimicas de las superficies de la cuticula del
insecto y la espora son las responsables de esta unién. En algunos hongos la
adhesion es un fendmeno no especifico, mientras en otros si lo es. (Khachatourians,
y Qazi, 2008). Algunas glicoproteinas pueden servir como un receptor especifico
para las esporas. Para que esto ocurra es necesario contar con condiciones
favorables de temperatura (20 a 30 °C) y humedad (70% a 90).

La cuticula de los insectos posee dos capas, la epicuticula (externa) y la
procuticula (interna). La epicuticula es una estructura muy compleja y delgada que
carece de quitina pero contiene proteinas estabilizadas por fenoles y esta recubierta
con una capa cerosa que contiene acidos grasos, lipidos y esteroles
(Hackmann,1984). La procuticula forma la mayoria de la cuticula y contiene fibras
de quitina embebidas en una matriz de proteinas unida con lipidos y quinones
(Bereiter-Hahn et al., 1984). Las proteinas forman mas de un 70% de la cuticula. En
muchas areas de la cuticula, la quitina esta organizada de manera helicoidal, lo cual

resulta en estructuras laminadas.

El resultado de la germinacion y la penetracion no depende solo del
porcentaje total de germinaciéon sino del tiempo de duracion de la germinacion,
modo de germinacion, agresividad del hongo, el tipo de espora y la susceptibilidad

del hospedero (Samson et al., 1988).

Los hongos pueden infectar insectos a través de la cavidad bucal, espiraculos

y otras aberturas externas de un insecto. Puesto que la humedad no es un problema
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en el tracto alimenticio, la espora puede germinar rapido en este ambiente; por otra
parte, los fluidos digestivos pueden destruir la espora o la hifa germinativa. En
algunos casos, la digestion de estructuras flngicas puede causar la muerte por
toxicidad méas que por micosis (Charnley, 1984).

Guillespie (1988) reporté que los hongos B. bassiana, M. anisopliae,
Paecilomyces spp. y V. lecanii, producen grandes cantidades de proteasas y
quitinazas en medios de cultivo liquido. En varios aislamientos de B. bassiana y M.
anisopliae la enzima principal es una endoproteasa que disuelve la proteina matriz
que cubre la quitina cuticular. Por lo tanto, la produccion de quitinaza ocurre
después del proceso de infeccion y una vez que el hongo atraviesa la cuticula debe
vencer el sistema inmunolégico del hospedero antes de entrar a la hemolinfa y

desarrollarse dentro del insecto.

Una vez realizada la germinacién, el conidio produce un tubo germinal que
penetra la cuticula del insecto y entra al hemocele. Dentro del hemocele, el hongo
forma protoplastos, cuerpos hifales e hifas. Los protoplastos aparecen al principio
de la infeccion y presentan movimiento ameboideo. (Roberts, 1981). A continuacion
toda la cavidad celomatica es llenada por el hongo. Hay mucha evidencia de la
presencia de toxinas en la muerte de los huéspedes de los hongos. La accién de
citotoxinas es sugerida por la desestabilidad celular previa a la penetracion por parte
de las hifas. Cambios en el comportamiento de los insectos, como paralisis parcial
0 general, desorientacion y un decremento en la irritabilidad en los insectos
infectados son sintomas consistentes con la accion de toxinas neuromusculares
(Charnley, 1984).

Después de llegar al hemocele, la mayoria de los hongos convierten el
crecimiento micelial en una fase de levadura o sea crecimiento por gemacién. Se
producen toxinas y enzimas, aunque de manera aparente algunos hongos no
poseen toxinas, matan el insecto al consumir todos los nutrientes o por fisica
destruccion (Bustillo, 2001).
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El tiempo requerido para matar al insecto depende de muchos factores como:
Tipo de huésped, temperatura, humedad y estado de desarrollo del huésped. Al
momento de la muerte, casi todos los organos internos del insecto han sido
colonizados por el hongo (Figura 2). El periodo desde la infeccion hasta la muerte
puede ser desde los 3 a los 12 dias, ocurriendo la mayoria de la mortandad entre
los dias 5 al 8 (MacLeod, 1963). Una vez que huésped muere, un antibiético
(oosporein) es producida a fin de contrarrestar la competencia producida por las

bacterias intestinales (Vining et al., 1962).

Figura 2. Meccus pallidipennis totalmente colonizado por Beauveria bassiana. Foto por José de Jesus Pérez Acosta

Cuando las condiciones son favorables, el hongo saldré a través de las partes
suaves del cuerpo del insecto, produciendo una apariencia de algodén en la
superficie del mismo (figura 3) (Bassi, 1835). La humedad relativa debe de ser
superior al 92% para que B. bassiana pueda crecer en el exterior del huésped. Las
hifas externas producen conidias las cuales se rompen y se liberan al ambiente
completando el ciclo (Mahr, 1997).
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Figura 3. Crecimiento de Beauveria bassiana sobre tegumento de Meccus pallidipennis

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Beauveria bassiana

El género se caracteriza por presentar un micelio blanco, conidiéforos
sencillos, y agrupados de forma irregular o en grupos verticilados, en algunas
especies hinchados en la base y adelgazdndose hacia la porcién que sostiene la
conidia, la cual se presenta en forma de zig-zag después de que varias conidias se
producen; las conidias son hialinas, redondeadas a ovoides y unicelulares (Bustillo
2001). B. bassiana posee conidias de globosas a subglobosas (2-3 x 2.0-2.5 um) y

las estructuras conidiéforos forman densos grupos (Samson et al., 1988).

El género Beauveria estd compuesto por varias especies, las que son de
manera frecuente aisladas y estudiadas son B. bassiana (Balsamo) Vuillemin y B.
brongniartii (= B. tenella). B. bassiana presenta por lo menos el 50% de las conidias
redondeadas, mientras que en B. brongniartii alrededor del 98% de las conidias son
ovoides (Kuno y otros, 1982 citados por Bustillo 1987; Tanada y Kaya, 1993).

La efectividad de Beauveria es afectada por la temperatura y la humedad en

el microclima; aunque las condiciones de microclima pueden ser importantes, la luz
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solar y es posible que la actividad biologica de otros organismos afectan la habilidad
de B. bassiana para sobrevivir e iniciar las infecciones (Bustillo, 1987); la
germinacion de estas conidias en el integumento y en medios de cultivo es
dependiente de ciertos requerimientos nutricionales (Figura 4). Segun Tanada y
Kaya (1993) estas fuentes nutricionales son: una fuente utilizable de carbono como
glucosa, glucosamina, quitina, y almidon y también una fuente de nitrégeno para el

desarrollo hifal.

Figura 4. Efecto entomopatogénico de Beauveria bassiana

En 1999 la Agencia de Proteccion ambiental Norteamericana hizo un estudio
sobre la posibilidad de que B. bassiana podria infectar plantas de maiz y presentar
un riesgo de toxicidad oral tanto humano como veterinario, el estudio revelo que a
pesar de presentar cierta toxicidad al ser probada en ratas y conejos, no hubo

ninguna mortalidad animal, y tampoco presentaba un riesgo directo contra las
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plantas de maiz, ya que se B. bassiana se encuentra de forma nativa en los suelos

a nivel mundial.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Metarhizium anisopliae

El uso de caracteristicas morfologicas para identificar las especies de
Metarhizium puede ser imprecisas, ya que a menudo puede haber superposicién de
caracteres entre las especies. Las técnicas moleculares han demostrado que lo que
antes se denominaba M. anisopliae representa un complejo de nueve especies
(Bischoff et al., 2009).

Figura 5. Crecimiento de M. anisopliae sobre Meccus pallidipennis

El primer uso de M. anisopliae como un agente de control de plagas contra
insectos fue en 1879 cuando Elie Metchnikoff lo utilizé contra Anisopliae austriaca.

Metarhizium anisopliae se caracteriza por la formacion de micelio septado

con produccién de conidias de aproximadamente 0.5 a 0.8 micras de diametro o
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formas de reproduccion asexual, en conidiéforos que nacen a partir de hifas

ramificadas (Figura 5).

Se ha reportado que infecta alrededor de 200 especies de insectos y otros
artrépodos. A pesar de que M. anisopliae no es toxica para los mamiferos, en
algunos casos la inhalacion de esporas puede causar reacciones alérgicas a
individuos sensibles (Ward et al., 1998).

El hongo puedo producir metabolitos secundarios como destruxina, la cual
tiene un efecto insecticida en algunas larvas. Algunos insectos han desarrollado
mecanismos fisiologicos para reducir la infeccion de hongos como M. Anisopliae
(Wilson, 2002).

LA ENFERMEDAD DE CHAGAS (TRIPANOSOMIASIS AMERICANA)

Tripanosomiasis americana llamada también la enfermedad de Chagas, es
una zoonosis parasitaria endémica del continente americano, que constituye uno de

los problemas prioritarios de salud publica en Latinoamérica (Schofield, 1994).

Segun datos de la OMS (2012) existen unos 8 millones de personas
infectadas en todo el mundo, principalmente en América Latina. En algunos paises
de Centro y Sudameérica, la enfermedad es un problema prioritario en las acciones
de salud publica, en México aun no se considera de elevada prioridad, debido a que
los casos comprobados de la enfermedad de Chagas son muy pocos, focalizados
en areas marginales de diversas regiones del pais pero los casos presuntivos por
serologia o sintomatologia se comprenden quizas al aumento de las migraciones
humanas y transfusiones sanguineas infectadas con Trypanosoma cruzi (Velasco-
Castrejon & Salazar-Schettino,1997; Guhl et al, 2000; Pinto-Diaz, 2012).

De forma reciente han aumentado los casos de ECH en Estados Unidos

debido al alto flujo de migrantes desde paises pobres. Se considera que en Texas
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y en la region del Golfo se localizan mas de 300,000 casos (Bern y Montgomery,
2009). De igual manera se han documentado apariciones de ECH en Canada,

Australia, Japén, Espafia y otros paises europeos (Gascon et al., 2010).

LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MEXICO

En México es dificil contar con datos epidemioldgicos sobre la mortalidad por
Chagas, esto es resultado de la falta de pruebas diagnésticas postmortem y a la
falta de conocimiento clinico de la enfermedad de parte de los profesionales de
salud. La presencia rural de la infeccion se intensifica con el acelerado proceso de
urbanizacién al poner en contacto a grandes sectores de la poblacion con el vector.
El cual es también modificado por las migraciones humanas hacia los mayores
nacleos poblacionales. Ocho estados (Chiapas, Veracruz, Guanajuato, Hidalgo,
Puebla, Michoacan, México, Oaxaca) tienen mas del 69% de los casos
seropositivos, los cuales representan entre el 5.9% y el 11.0% de las poblaciones

respectivas en esas entidades (Ramsey, 2001).

La incidencia anual de la enfermedad de Chagas se estima en 69 072 casos
por afo, y el 52.1% de esos casos ocurren en zonas rurales. Se estima que el 18.6%
de los casos incidentes (12 553 casos) ocurren en zonas sin un riesgo de infestacion

permanente (Ramsey, 2001).

En el Hospital Central de PEMEX en Salina Cruz, Oaxaca, el 85% de los
casos de insuficiencia cardiaca, 16% de todas las consultas en el servicio de

Cardiologia, se deben a la enfermedad (Moreno et al. 2001).

Los estudios de morbilidad debido a Chagas en México han sido dispersos,
y generalmente no son representativos a nivel poblacional. Un estudio
representativo para la poblacion rural en el estado de Morelos se informa de una
seroprevalencia de 1.0% para nifios de edad escolar (Ramsey et al. 2001). Esta

cifra contrasta con la seroprevalencia de 0.8% mencionada por el Centro Estatal de
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Transfusion Sanguinea (CETS) del mismo estado. Esta diferencia sugiere que la
seroprevalencia en zonas rurales, aun cuando éstas representan una menor parte
de la poblacion (24% en el caso de Morelos), pueden ser 3 0 4 veces mas altas que

las tasas en donadores de sangre, una poblacion principalmente urbana.

En un estudio realizado en Veracruz se informa de una seroprevalencia de
2.8 % en la jurisdiccion sanitaria de Tuxpan y 2.2 % para la de Panuco (Segura y
Escobar-Meza, 2005). Para el estado de Puebla, se realiz6 un estudio para
identificar la seroprevalencia de anticuerpos anti Trypanosoma cruzi en donadores

de sangre y el resultado obtenido fue del 1.24 % (Montedn et al, 2005).
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2 HIPOTESIS

Si los hongos entomopatdgenos son capaces de controlar a diversos insectos que
son plagas agricolas y vectores, asi como a algunas especies de triatominos,
entonces es posible que estos hongos logren en pocos dias mortalidades elevadas
en Meccus Pallidipennis vector de la enfermedad de Chagas, para posteriormente

lograr un control biolégico de estos organismos.

3 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar en condiciones de laboratorio, el uso potencial como organismos de control
biolégico, el porcentaje de mortalidad y la concentracién letal media (LC50) de dos
bioinsecticidas en organismos de Meccus pallidipennis vector de la enfermedad de
Chagas. Uno comercial llamado Metaplus® formulado con dos especies de hongos
entomopatdégenos, Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae. El segundo

Integrado por la cepa Beauveria bassiana AFAO 1X-4.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener la concentraciones letal media (LCso) de Metaplus® en Meccus
pallidipennis.

2. Contrastar el efecto del bioinsecticida comercial Metaplus® y Beauveria
bassiana AFAO IX-4 en Meccus pallidipennis.

3. Determinar si Metaplus® y Beauveria bassiana AFAO IX-4 tienen un uso

potencial en el control biolégico de Meccus pallidipennis.
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5. MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DEL HOSPEDANTE (Meccus pallidipennis)

Se utilizaron ejemplares de Meccus pallidipennis del tercer estadio sin
alimentar. Estos organismos se obtuvieron de la colonia mantenida en el laboratorio
de Vectores y Plagas de la Escuela de Biologia de la Universidad Autbnoma de
Puebla, colonia que es mantenida desde el afio 2000. Dichos organismos son
alimentados con sangre de mamifero cada dos semanas a una temperatura de 27
+ 0.5°C, y a una humedad relativa de 50 + 5%. Se utilizaron ninfas del tercer estadio
porque es la poblacion con mayor estabilidad dentro de la colonia (Martinez—Ibarra
et al., 2012; Ibarra-Cedefio et al., 2012).

OBTENCION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS

La cepa de Beauveria bassiana se obtuvo a partir de un organismo colectado
en San Juan Tlapehuala, Jonotla Puebla. El método utilizado para el aislamiento fue
por dilucion seriada (Jimémez, 2009), el cual se detalla a continuacion: Se coloca
un organismo cubierto con las esporas del hongo, en un recipiente conteniendo 10
ml. de agua destilada estéril con 0.01% de Tween 80 (nombre comercial del
polioxietilen (20) sorbitanmonooleato, o polisorbato 80, es un aditivo alimentario y
farmacéutico con accion detergente que se utiliza para para estabilizar y emulsionar
las grasas o aceites en soluciones acuosas). La suspension resultante se agita por
1 minuto para que las conidias se desprendan del cuerpo del insecto. Lo que resulta
de la mezcla es una suspension del in6culo mas otras particulas; a esta suspension

sera llamada solucion madre (Jimémez, 2009).

A partir de la solucién madre, se prepararon diluciones en serie (101, 102,
103, 104,10°, 109). La primera dilucién (10!) se obtuvo transfiriendo con una pipeta
estéril un ml. de la solucion madre a un tubo que contiene 9 ml de agua destilada

estéril con 0.01 % de Tween 80, éste se agita de manera vigorosa durante 1 minuto,
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luego se toma un ml de esta suspension y se coloca en otro tubo de ensayo que
contiene 9 ml de agua destilada estéril con 0.01 % de Tween 80, obteniendo asi la
segunda dilucion. Esta operacidon se repite varias veces hasta lograr obtener una
serie de diluciones (10! hasta 10°%). Para realizar la siembra del hongo se utilizaron
las Gltimas diluciones (104, 10, 10°); esto se hizo principalmente para reducir los

riesgos de contaminacion con otros microorganismos.

Posteriormente se sembraron las esporas en cajas petri utilizando Agar
Dextrosa Saboraud (ADS) agregandole antibiético penicilina, cloranfenicol para
inhibir contaminacion bacteriana. En el caso de hongos contaminantes se realizo
una limpieza del cultivo, eliminado las colonias del contaminante o realizando una
nueva siembra. Si el contaminante ha cubierto todo el cultivo, el plato fue eliminado.
Después de realizar la inoculacién, las cajas petri se colocaron en una estufa a
temperatura de 28° C, durante un tiempo de 6 dias. A fin de realizar limpieza de los
contaminantes y darle seguimiento al cultivo, se realizaron observaciones cada 24

horas hasta la cosecha de las conidias (Monzén, 2001).

El in6culo se obtuvo raspando cuidadosamente de la superficie del medio de
cultivo hasta obtener un polvo de conidias del hongo. Este se colocé en 60 ml de
agua destilada estéril, para formar una suspensién de conidias, que debera tener
una concentracién aproximada de 1 x 108 conidias/ml. El nimero y la concentracion
de conidias/ml. se calcularon mediante el conteo en un hematocitbmetro (camara

de Neubauer; Hausser Scientific, Horsham, PA.).

Por otro lado el bioinsecticida METAPLUS® se obtuvo de la empresa AFAQ®
en el estado de polvo humectable que tiene vehiculo diatomita. La composicion
indicada del bioinsecticida es la siguiente: 1.75x10 2 esporas por gramo de

Metarhizium anisopliae y 0.25 x 10*? esporas por gramo de Beauveria bassiana.
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BIOENSAYOS

Se generaron dos bioensayos, uno para evaluar Metaplus® y otro para
Beauveria bassiana AFAO [X-4, ambos siguieron la misma metodologia para
evaluar la mortalidad durante 15 dias: El disefio experimental utilizado fue
completamente al azar, con 3 repeticiones por tratamiento. Como unidad
experimental se considerara cada recipiente de cria de 250 ml. de plastico opaco,
donde se depositaron 20 ninfas de Meccus pallidipennis del tercer estadio (N3)

sobre papel filtro (Tabla 1).

Se aplicaron ambas formulaciones de hongos entomopatégenos en dosis
nominales de 1x10% 1x10'°, 1x1012, conidias/ml. El volumen aplicado por
tratamiento fue de 2.0 ml de suspension. A los controles se les aplicé agua destilada
estéril mas Tween 80 al 0.05%, esta metodologia servird para determinar la
concentracion letal media (CLso). Es importante mencionar que a pesar de que
Metaplus® es una formulacién comercial no se cuenta con una dosis media
recomendada para el control biolégico de Meccus pallidipennis ya que el uso que

ha tenido es principalmente agricola.

Concentracion de Ejemplares por Numero de Total de
Conidias cada Bioensayo repeticiones SENJEWES
1x1012 20 3 60
1x10%0 20 3 60
1x108 20 3 60

Tabla 1. Concentracion de conidios de Beauveria bassiana AFAO IX-4 y Metaplus y ejemplares utilizados para la obtencién

de la CL50 en Meccus pallidipennis.

Después de la aplicacion de las formulaciones los organismos fueron llevados a

una camara ambiental ubicada en el Centro de Agroecologia y Ambiente del Instituto
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de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, donde fueron

mantenidos a una temperatura de 27 + 2°C y una humedad relativa del 50%.

La mortalidad se registr6 diariamente y se retiraron los organismos muertos
durante 15 dias que es el tiempo comun entre alimentacion de los organismos para

disminuir el impacto de los decesos por inanicion.

La evaluacion se realizé con un microscopio estereoscopico. Las ninfas muertas
sin evidencia de micosis se ubicaran en una camara humeda para determinar la

presencia o no de algun hongo.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de ambos bioensayos se evaluaran con una prueba

de Tukey p < 0.05 para buscar diferencias significativas entre los tratamientos.

Los datos obtenidos en las evaluaciones de los bioensayos seran sometidos a
un analisis Probit (Finney, 1978) para calcular la CLso y de esta manera identificar

la concentracion del bioinsecticida.
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5. RESULTADOS

Cuando las ninfas del tercer estadio de Meccus pallidipennis fueron tratadas
con concentraciones seriales (1x10%?, 1x10%° y 1x108) de las formulaciones
realizadas a partir de Metaplus® y Beauveria bassiana AFAO IX-4 se pudo observar

una mayor mortalidad en los bioensayos practicados con B. bassiana AFAO IX-4
(Figura 6).
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Figura 6. Valores de la concentracion de las suspensiones aplicadas de Metaplus® y B. bassiana AFAO IX-4 y el
porcentaje de mortalidad de Meccus pallidipennis.

Los resultados de la mortalidad acumulada por cada dosis de Metaplus®
aplicada a Meccus pallidipennis fueron necesarios para calcular la concentracion
letal media (LCso) y se muestran en la tabla 2. La Concentracion media letal (LCso)
a 15 dias de Metaplus® sobre Meccus pallidipennis encontrada fue de 1.023 X 10%°
conidias/ml con limites de confianza de 1.452x108 - 1.85x101*3,

Concentracion de Conidias Mortalidad 15 dias % de Mortalidad Total
1x1012 39 65.0
1x101° 32 53.0
1x108 7 11.7

Tabla 2. Mortalidad acumulada obtenida con tres diferentes concentraciones de Metaplus® en Meccus pallidipennis.
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El mayor numero de decesos utilizando Metaplus® se dieron al utilizar la
concentracion 1x10*? dénde se registr6 el deceso de 39 organismos (65% de
mortalidad acumulada). EI menor efecto entomopatogénico fue con la concentracién

1x108 al identificarse 7 muertes (11.7% de mortalidad acumulada) (Figura 7).
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Figura 7. Mortalidad de Meccus pallidipennis con Metaplus ®

Los resultados de la mortalidad acumulada por cada dosis de Beauveria bassiana
AFAO-IX aplicada a Meccus pallidipennis fueron necesarios para calcular la
concentracion letal media (LCso) y se muestran en la tabla 3. Los datos no fueron

suficientes para poder hacer el calculo de la dosis letal media (LCso).

Concentracién de Conidias Mortalidad 15 dias % de Mortalidad Total
1x10%2 60 100
1x101° 41 68
1x108 28 a7

Tabla 3. Mortalidad acumulada obtenida con tres diferentes concentraciones de Beauveria bassiana AFAO 1X-4 en Meccus
pallidipennis.

La evaluacion del bioinsecticida elaborado a partir de Beauveria bassiana
AFAO 1X-4 tuvo los siguientes resultados después de 15 dias: La concentracion

que presenté una mayor mortalidad fue el 1x10'? con una mortalidad acumulada
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del 100%, seguido por las concentraciones 1x10%° y 1x108 con una mortalidad
acumulada del 68% y 47% (Figura 8), la mortalidad de los grupos control fue inferior
al 1%.
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Figura 8. Mortalidad de Meccus pallidipennis con un bioinsecticida elaborado con B. bassiana AFAO 1X-4.

En todos los organismos muertos se pudieron detectar sintomas de la
penetracion directa de hongos entomopatdgenos como son la presencia de
paralisis en miembros posteriores y puntos negros en el tegumento como una

respuesta inmune.
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Efecto de bioinsecticida de Beauveria bassiana en

Meccus pallidipennis

Efecto de bioinsecticida de Metarhizium anisopliae y

Beauveria bassiana en Meccus pallidipennis
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6. DISCUSION

Los tratamientos con Metaplus® presentaron una mayor mortalidad entre los
3 y 9 dias, lo cual es congruente con el comportamiento de un formulado con
Metarhizium anisopliae utilizado contra varias especies de triatominos (Luz et al.,
1998a y Junqueira et al., 2006) reportan en un estudio realizado con B. bassiana y
M. anisopliae en Triatoma infestans que a una humedad relativa del 75% la mayoria
de los aislados de M. anisopliae completan su ciclo de germinacion en 12 horas,
mientras que B. bassiana le toma en 24 horas. El tratamiento con Metaplus®
alcanz6 los mayores niveles de mortalidad acumulada después de 15 dias y no se
encontro diferencia significativa entre los tratamientos con las concentraciones 10*?
y 10%°, Sin embargo la humedad relativa para nuestro caso resulto de un 50% con
los cuales se obtuvieron estos resultados. Villalba-Hernandez y Zumaquero (2008)
ensayaron en condiciones simulados de campo una cepa de Beauveria bassiana a
temperatura ambiental y humedad relativa en rangos entre un 40 y 65% en el cual
obtuvo resultados similares a los aqui obtenidos. Los insectos de su estudio
mostraron apatia por la ingesta una vez que se comprobé la existencia de hongos
emergiendo por espirdculos y proboscis, aspecto que si es coincidente en nuestro
trabajo en condiciones de laboratorio.

Al utilizar el formulado AFAO I1X-4 contra M. pallidipennis se observé que
partir del cuarto dia se increment6 la mortalidad de los individuos, hecho que se
reafirma con el estudio realizado por Jamboos y Zumaquero (2014).

Las dosis nominales (102 y 1019 escogidas de la literatura funcionaron de
forma efectiva y se obtuvo una mortalidad acumulada del 100%

Los resultados mostrados en la figura 6 nos permiten ver que existe una
relacion entre el aumento de las concentraciones y el aumento de la mortalidad
maxima asi como una reduccion en el tiempo necesario para alcanzarla, hecho que
también se afirma con los trabajos de Luz et al. 1998, Luz 2004, Leucona et al 2001,

Zumaguero et al. 2014 y Jamboos 2014. Estos trabajos entre muchos otros
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destacan la actividad entomopatdégena que B. bassiana y M. anisopliae presentan

contra Triatominos.

Existen evidencias de la factibilidad que la micosis producida por un
formulado de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae afecte a Meccus
pallidipennis en condiciones de Ilaboratorio. Se ha estudiado el efecto
entomopatdégeno de ambos hongos por separado, pero la interaccion de ambos
organismos en el combate a triatominos esta poco estudiada. Durante el
experimento realizado por Luz et al. (2004) se realizé un bioensayo tanto con B.
bassiana como con M. anisopliae a poblaciones de Triatoma infestans y encontré
individuos con crecimiento de ambos entomopatégenos. Sin embargo sélo reporta

un individuo con crecimiento de ambos en su tegumento.

Luz et al. (2004) también reportan que en un sustrato al que le fueron
aplicados preparados con ambos hongos, después de tres meses de aplicacién no
presenté una mortalidad provocada por B. bassiana, pero si por M. anisopliae en el
cual se presento entre 0 y 10%. No se detecto B. bassiana en cadaveres a los que
Se expuso un sustrato con aplicacion después de dos o tres meses. Esto puede
indicar M. anisopliae presenta un mayor efecto como organismo de control biolégico
a mediano plazo. No obstante sus limitaciones ambientales han sido reconocidas
por Alatorre et al. (2000)

Luz et al. (2004) detect6 cepas de B. bassiana y M. anisopliae que eran afines
en sustratos utilizando a Triatoma infestans como carnada. Las pruebas en
laboratorio demostraron que la gran mayoria de las cepas obtenidas por la técnica
de carnada provocaban el 100% de mortalidad después de quince dias, lo que nos
indica el alto grado de especificidad que debe de existir para que una cepa sea
exitosa para el manejo de vectores. Esta afirmacion es también sostenida por el
trabajo realizado por Jamboos y Zumaquero (2014). Lo anterior puede servir para

explicar el por qué la LCso encontrada para Metaplus® es mayor que la reportada
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por Luz et al. (1998) y por Zumaquero et al. (2014). Cabe destacar que a pesar de

lo mencionado con anterioridad el producto alcanzé una mortalidad del 65%.

Es de gran importancia evaluar el impacto en el control de poblaciones de
triatominos a mediano y largo plazo. Si bien los datos encontrados durante este
trabajo son prometedores es necesario evaluar el efecto de ambos hongos en

condiciones reales.

Los hongos entomopatdégenos como Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae son considerados mas efectivos usualmente a una alta humedad relativa,
el crecimiento micelial es favorecido entre 95% y 100% de humedad, pero las
comunicaciones al respecto difieren en la importancia de la humedad ambiental en
la infeccion de varios insectos (Akbar et al., 2004), esta caracteristica pareceria
limitar el crecimiento y las capacidad de infeccidén de los hongos entomopatdégenos.
Sin embargo, las esporas son capaces de obtener la humedad micro ambiental
necesaria a través de las membranas intertegumentarias y de esta manera ser

capaces de infectar organismos en climas aridos (Bateman et al., 1993).

Bukhari et al. (2011) encontraron que la patogenicidad de las esporas de M.
anisopliae y B. bassiana en un medio seco se reducen considerablemente en un
periodo de cinco dias. Las esporas de B. bassiana pierden su efectividad después
de estar en contacto con el agua por tres dias, a las de M. anisopliae les pasa lo
mismo después de 5 dias. Ademas de las consideraciones en humedad y
temperatura conocidas la radiacion solar afecta la viabilidad de las conidias de
ambos organismos (Daust y Perein, 1986). Es necesario desarrollar métodos de
dispersidbn en campo que permitan tomar en cuenta los factores ambientales
anteriormente expuestos a fin de incrementar el efecto entomopatégeno en los

triatominos.
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7. CONCLUSIONES

La dosis letal de Metaplus® es de 1.023 X 10%° conidias/ml y que alcanzé una

mortalidad acumulada media

La formulacion AFAO IX-4 es mas virulenta que Metaplus®, al alcanzar una

mortalidad de hasta el 100% en menor tiempo que una formulacion comercial

Ambas formulaciones biologicas son buenos candidatos para ser utilizados en el

control biologico de Meccus pallidipennis
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