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RESUMEN

Aedes aegypti L. es una importante plaga que actia como vector de dengue y otros
Arbovirus. Los hongos entomopatdgenos se consideran una opcion para su control; sin
embargo, muestra deficiencias en la atraccion del mosquito, por esta razén se reduce su
exposicion y por ende su infeccion y mortalidad. El objetivo de este estudio fue relacionar la
efectividad de atrayentes con un formulado microgranular (FMG) en combinaciéon con
Beauveria bassiana, con la mortalidad de mosquitos expuestos. Primeramente, se realizaron
mezclas de conidios a (4.3 x 108 conidios/mL) con diversos aditivos como: acetona, miel,
acido bdrico, sacarosa (1, 5 y 10%) o &cido lactico (2, 4 y 8 pg/uL) y se realizaron
evaluaciones de viabilidad (UFC) después de 0, 5 y 30 dias. Se probd la atraccién y
mortalidad en adultos de Ae. aegypti expuestos al FMG con y sin B. bassiana + el aditivo
con menor toxicidad sobre el hongo (sacarosa). En el control y otros atrayentes se perdio
viabilidad de conidios a los 30 dias, a excepcién de acetona (al 1y 5%), sacarosa y miel (al
1%) (4.89 x 10%-1.04 x 10° conidios/mL). La atraccion y mortalidad de Ae. aegypti al FMG
+ 2% sacarosa, fue mayor al 50 y 40%, respectivamente. Se realizaron pruebas adicionales
con otro aditivo, la Spirulina, combinada al 3.8% + FMG + 2% sacarosa + B. bassiana (2.6
x 10* conidios/g) (FMGsSp) o sin Spirulina (FMGsSp). EI FMGsSp-IA tuvo 20% mas
atraccion versus el FMGs-1A. La mortalidad se incremento hasta el 26.7% cuando se le
adiciono B. bassiana. Los conidios en FMGsSp-1A no perdieron viabilidad en refrigeracion
o0 temperatura ambiente después de 45 dias. Se realizaron cuatro distintos tratamientos a base
de B. bassiana, a los cuales se les evaludé su viabilidad a diferentes temperaturas y la
efectividad de estos. Los formulados mas efectivos en cuanto a viabilidad fueron FMGsSp4
y FMGs4, ya que mantuvieron los conidios de B. bassiana viables durante 120 dias, y

FMGsSp disminuyo significativamente el porcentaje de sobrevivencia de Ae. aegypti.
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ABSTRACT

Aedes aegypti L. is an important pest that acts as a vector for dengue and other
Arboviruses. Entomopathogenic fungi are considered an option for their control; however, it
shows deficiencies in the mosquito attraction, for this reason its exposure is reduced and
therefore its infection and mortality. This study objective was to relate attractants
effectiveness with a microgranular formulation (MGF) in combination with Beauveria
bassiana, with exposed mosquitoes mortality. First, conidia mixtures were made at (4.3 x
108 conidia/mL) with various additives such as: acetone, honey, boric acid, sucrose (1, 5 and
10%) or lactic acid (2, 4 and 8 pg/pL) and viability evaluations (CFU) were performed after
0, 5 and 30 days. The attraction and mortality were tested in Ae. aegypti adults exposed to
MGF with and without B. bassiana + the additive with the lowest toxicity to the fungus
(sucrose). In the control and other attractants, conidia viability was lost at 30 days, except for
acetone (1 and 5%), sucrose and honey (1%) (4.89 x 10* - 1.04 x 10° conidia/mL). The
attraction and mortality of Ae. aegypti at MGF + 2% sugar, was greater than 50 and 40%,
respectively. Additional tests were carried out with another additive, Spirulina, combined at
3.8% + MGF + 2% sucrose + B. bassiana (2.6 x 10* conidia/g) (MGFSpS) or without
Spirulina (MGFs). MGFsSp-Al had 20% more attraction versus MGFs-Al. Mortality
increased to 26.7% when B. bassiana was added. In MGFsSp-Al, conidia did not lose
viability in refrigeration or room temperature after 45 days. Four different treatments were
carried out based on B. bassiana, which were evaluated for their effectiveness and viability
at different temperatures. The most effective formulations in terms of viability were
MGFsSp4 and MGFs4, since they maintained B. bassiana conidia viable for 120 days, and
MGFsSp significantly decreased the Ae. aegypti survival percentage.
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1. INTRODUCCION

Aedes aegypti (L.) es vector principal de virus como el de la fiebre amarilla, Zika,
chikungunya y dengue, siendo este Gltimo el que tiene mayor impacto en la salud humana
(Flores et al., 2019). El dengue es uno de los virus transmitidos por vectores de mas rapida
propagacion, ya que por lo menos 390 millones de infecciones ocurren anualmente.
Desafortunadamente no existen tratamientos especificos para atacar esta enfermedad, por lo
que el control del vector es la mejor herramienta para prevenirla (OMS, 2017).

Actualmente, el método de control mas utilizado para la eliminacién de este vector se
basa en el uso de insecticidas quimicos. Por lo que, su mal manejo ha generado
contaminacion ambiental, deterioro de la salud del personal que los maneja, eliminacion de
insectos benéficos, asi como resistencia de mosquitos hacia algunos insecticidas (Sutthanont
et al., 2010; Howard et al., 2011). Por ello, se ha implementado el control biolégico de
mosquitos, mediante el uso de agentes entomopatogenos (AEP), en los cuales se encuentran
bacterias, nematodos, hongos, protozoarios y virus, donde los hongos destacan por el amplio
espectro de insectos a los que estos pueden infectar (Marina et al., 2012).

Beauveria bassiana (Balsmo) Villemin es un hongo EP (HEP) que se ha destacado en el
biocontrol de diferentes insectos de importancia agricola y urbana. Adultos de Culex sp.,
Anopheles albimanus Wiedemann y Ae. aegypti han mostrado susceptibilidad a la infeccion
por B. bassiana. Asi mismo, se ha demostrado que el uso de B. bassiana en mosquitos,
favorece a la auto-diseminacion del hongo por via cépula, incluso puede servir para el control
en la mayoria de las etapas del insecto, larva, pupa y adulto (Scholte et al., 2005; Garcia-
Munguia et al., 2011; de Paula et al., 2018. Otra de los resultados favorables ha sido la
relacion del uso de HEP con la reduccion vectorial de infecciones por el arbovirus, Zika
(Deng et al., 2019).

Por otro lado, en paises de américa del norte y centro, el uso de trampas con atrayentes
ha sido una herramienta eficiente para la captura de adultos o como ovitrampas
(Pushpanathan, 2017; Parker et al., 2017). Ademas, al acoplar dos técnicas para su control,

se han usado HEP impregnandolos en telas negras para el control de adultos de Ae. aegypti,



resultados que han corroborado la infeccion de mosquitos y la accion atrayente de la tela
utilizada (Silva et al., 2018).

Se ha documentado que Ae. aegypti puede verse atraido por CO,, acetona y acido L-
lactico, componentes principales del resultado de la respiracion o transpiracion por parte del
humano (Bernier et al., 2003). Por lo tanto, se han desarrollado métodos de control para este
y otras especies de mosquitos; sin embargo, se han utilizado cada uno por separado,
mostrando deficiencias. Por ejemplo, los HEP han mostrado algunos problemas, como la baja
estabilidad durante su almacén (vida de anaquel) y en campo (Feng et al., 1994; Bukhari et
al., 2011; Rodriguez et al., 2017). Una vez dispersados, se pueden reducir su viabilidad
debido a factores medio ambientales (Shahid et al., 2012).

Otro problema es la reducida probabilidad de que el mosquito logre infectarse, ya que de
esto depende del contacto directo con el HEP. Por lo anteriormente mencionado, es necesario
el desarrollo de nuevas estrategias para el control de adultos y larvas de Ae. aegypti, asi como
la generacion de un sistema eficiente de atraccion e infeccion, que ademas logre proteger al
HEP empleado durante su vida de anaquel y su accion en campo.

Ante tal necesidad, el presente estudio se evaluo el efecto combinado de B. bassiana en
un bioformulado fungico, adicionado con atrayentes en una trampa, para el biocontrol de Ae.

aegypti.



2. ANTECEDENTES

2.1 Insectos vectores de enfermedades en humanos

Un vector puede definirse, como un ser vivo capaz de transmitir una enfermedad a
huéspedes vertebrados, incluidos los humanos. Las enfermedades transmitidas por vectores
aparecen cuando el agente etioldgico que las produce, virus o parasito, es transmitido por
especies de insectos hemat6fagos que ingieren los microorganismos patégenos alojados en
la sangre de un portador infectado y los transmiten a un huésped sensible mediante
mecanismos de transmision activa o pasiva (Verwoerd, 2015)

Los vectores de enfermedades mas conocidos son: los flebétomos de los géneros
Lutzomyia y Phlebotomus, transmisores de la leishmaniasis; las chinches de los géneros
Rhodnius y Triatoma, transmisores de la enfermedad de Chagas; los mosquitos del género
Anopheles, transmisores de la malaria o paludismo, y el mosquito Ae. aegypti, transmisor del

dengue, el chikungunya y el Zika (Padilla et al., 2017).

2.1.1 Géneros de la familia Culicidae presentes en México

La familia Culicidae, es de importancia entomoldgica y médica, ya que la mayoria de
sus miembros actlian como vectores de enfermedades infecciosas, principalmente la familia
de los arbovirus. Hoy en dia se conocen alrededor de 3,601 especies y subespecies de esta
familia. Sin embargo, este numero cambia rpidamente al descubrir nuevos virus a medida
que se continda investigando (Wilkerson et al., 2015; del Carpio-Orantes, 2018).

En México, existe una diversa presencia de especies y géneros registrados por el
catalogo sistematico de la familia Culicidae con un total de 203 especies, y de estas, solo 29
especies se recolectan en el pais. Entre los principales géneros registrados se encuentran:
Aedes, Anopheles, Culex, Culiseta, Haemagogus, Mansonia. Psorophora y Sabethes. Estos
géneros se localizan principalmente en el sureste del pais; sin embargo, se han documentado
casos en la frontera y la region norte de México. Ademas, se han identificado especies nativas

del pais de alguno de los géneros mencionados (del Carpio-Orantes et al., 2018).



2.1.2 Aedes aegypti (L).

Los mosquitos Aedes spp. estan estrechamente relacionados con el habitat humano y

depositan sus huevos en el agua que se encuentra alrededor de las casas. La acumulacion de

plasticos y neumaticos proporciona mas lugares de reproduccién y contribuye a la mayor

densidad de su poblacion en las zonas urbanizadas (Vontas et al., 2012).

La clasificacion taxondmica de Ae. aegypti (L) segun Bates (1970) es la siguiente:

Reino:
Phylum:
Clase:
Orden:
Familia:
Subfamilia:
Género:
Subgénero:

Especie:

Animalia
Arthropoda
Insecta
Diptera
Culicidae
Culicinae
Aedes
Stegomyia

aegypti

Ae. aegypti es originario de Africa, donde existen subespecies tanto selvaticas; Ae.

aegypti formosus, como domesticas; Ae. aegypti, Ae. aegypti queenslandensis. Se le ha

caracterizado por ser un transmisor de enfermedades virales como el dengue, la fiebre

amarilla, chikungunya y Zika. En México es el vector principal de los cuatro serotipos del

virus del dengue (DENV1-4) y son los agentes causantes de la fiebre del dengue y la fiebre

hemorragica del dengue (Lozano-Fuentes et al., 2014).



2.1.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Ae. aegypti es holometabolo, ya que comprende las fases de huevo,
larva, pupa y adulto. Las hembras durante el proceso de ovogénesis, necesitan una fuente de
nutrientes necesarios y la sangre que obtienen de sus hospederos es suficiente para poder
desarrollar sus huevos y asi dejar descendencia. Ambos sexos se alimentan de carbohidratos
para la obtencidn de energia necesaria para volar. Sin embargo, la hembra puede usar la
sangre como otra fuente de energia.

Ae. aegypti tiene preferencias de picadura por los humanos y se alimenta y
ocasionalmente de animales domésticos. Las hembras normalmente ovipositan en la
superficie de agua. Los recipientes pequefios de agua localizados en los hogares son
excelentes criaderos para estos mosquitos. Desde que la hembra obtiene la sangre hasta que
oviposita puede transcurrir tres o0 mas dias. Luego de la oviposicion se requieren de
aproximadamente 48 horas para el desarrollo embrionario de los huevos, posteriormente
estos pueden mantenerse en estado de latencia durante varios meses. Al entrar en contacto
con el agua, los embriones eclosionan como larvas.

En condiciones de laboratorio, las hembras pueden depositan entre 100 y 300 huevos
de aproximadamente 0,8 mm sobre los recipientes en contacto con el agua. Pasados dos o
tres dias, los huevos eclosionan como larvas de estadio I, luego mudan como larvas de estadio
I, 1, IV. Las larvas son exclusivamente acuaticas, muy activas y consumen para su
desarrollo la materia organica presente en el recipiente, o llegan a practicar el canibalismo,
ya que pueden alimentarse de otras larvas de su especie o de otras especies. Entre los 7 y los
14 dias en condiciones 6ptimas de temperatura (25 a 29°C) y alimentacion, las larvas se
transforman en pupas. En este estado permanecen entre tres 0 mas dias, y experimentan
cambios anatémicos Y fisioldgicos, no se alimentan y apenas se mueven hasta el momento
en que emergen, en este estadio pueden llegar a durar hasta 24 a 48 h y finalmente emergen
como adulto (Galvan, 2016; Carbajo, 2003).

La emergencia del mosquito adulto de la cubierta pupal es producida rapidamente y
al salir, reposa sobre la pelicula de agua y antes de una hora hace su primer vuelo, se para
después posarse en un lugar seco. La proporcion entre hembras y machos es cercana a 1:1.
El macho es diferenciado de la hembra por sus antenas plumosas y se alimenta de



carbohidratos que los obtiene del néctar de las flores o frutos (Clement, 1992). EI macho es
atraido por el sonido que hace la hembra por el movimiento de sus alas y en el aire la
engancha con sus genitales y la fecunda (Christophers, 1960).

Los adultos suelen ser alados y dimorfos; 24 horas después de emerger estan en
capacidad de aparearse y viven entre 10 y 18 dias (Carbajo, 2003; Velandia-Romero et al.,
2017).

2.1.4 Ecologia del mosquito vector Ae. aegypti

Se antecede que Ae. aegypti era un mosquito zoofilico llamado Ae. aegypti formosus.
La forma doméstica de Ae. aegypti es genéticamente distinto con nichos geograficos
discretos. Se plante6 la hipotesis de que, debido a las duras condiciones junto con el inicio
de la trata de esclavos, Ae. aegypti fueron introducidos en el Nuevo Mundo desde Africa,
desde donde posteriormente fue extendido a nivel mundial a diferentes partes tropicales del
mundo (Brown et al., 2011, -2014). Sin embargo, la deforestacion e invasion de habitats
propios de los mosquitos, por el hombre, los ha obligado a utilizar sitios, ademas de botellas,
recipientes pequefios, llantas, piletas, barriles, tambos, etc. para ovipositar (Fernandez, 2009).

Estudios realizados anteriormente evidencian que las hembras adultas de Ae. aegypti
se alimentan preferentemente por la sangre humana, mientras que los adultos machos se
alimentan por néctar o jugo de frutas. Estos semblantes ecologicos del vector han sufrido
modificaciones por la repercusion del humano en los ecosistemas, debido al almacenamiento
del agua en contenedores a lo largo del tiempo, incluyendo en temporadas de sequia, lo que
tuvo como resultado un importante nicho de reproduccion y desarrollo de larvas de Ae.
aegypti. En consecuencia, las hembras fueron mostrando preferencia por sangre humana para
su alimentacion, ya que esta era la fuente de mayor disponibilidad en su nuevo entorno,
originandose asi la domesticacién del mosquito vector a lo largo de los seis continentes
(Powell y Tabachnick, 2013; McBride et al., 2014).



2.1.4 Importancia sanitaria en México

La propagacion de este vector comenzé a partir del siglo XVI, con la esclavizacion
de africanos nativos, de donde probablemente se trajo a Ae. aegypti y se diseminé el virus de
la fiebre amarilla (Eltis y Richardson, 2010). Para el afio 1648, ya habian ocurrido epidemias
de fiebre amarilla en el nuevo mundo. Desde entonces han acontecido estas epidemias virales
causadas por la transmision por mosquitos como lo son el dengue, Zika y chikungunya, tanto
en regiones tropicales como subtropicales del mundo (Powell, 2018). Las hembras de esta
especie permiten que los virus se mantengan viables, por lo que se le considera el vector mas
eficiente para los arbovirus, debido probablemente a su historia co-evolutiva con el humano
(Ritchie, 2014).

2.1.4.1 Arbovirus

Los arbovirus son un grupo de virus que se encuentran principalmente en la
naturaleza, debido a la propagacion bioldgica entre huéspedes vertebrados, como mamiferos
0 aves, y vectores que se alimentan de sangre (Arredondo-Garcia et al., 2016). Existen
cientos de virus transmitidos por artropodos, generalmente por mosquitos y garrapatas (Fauci
y Morens, 2016).

Las infecciones arbovirales transmitidas por artropodos son un importante problema
de salud publica y causan una considerable morbilidad y mortalidad en humanos y ganado
en todo el mundo. Hay mas de 100 arbovirus que causan enfermedades en los seres humanos,
incluidos los miembros de las familias Faviviridae, Bunyaviridae y Togaviridae (Diaz-
Baldillo et al., 2011).

En el mundo existen mas de 3500 especies de mosquitos, de los cuales los géneros
Aedes, Anopheles y Culex son los mas abundantes vectores de enfermedades. Los agentes
son virus ARN encapsulados de cadena simple: Chikungunya (Alphavirus), dengue y Zika
(Flavivirus); Comparten vectores en comun como Ae. aegypti y Ae. albopictus (Marcondes
y Ximenes, 2016).

El dengue, es uno de los arbovirus con mayor incidencia en México y es una

enfermedad viral la cual es transmitida por mosquitos, principalmente por la especie Ae.



aegypti, ya que esta especie vive en ambientes densos hechos por el hombre y la reciente
urbanizacion en todo el mundo ha acelerado la propagacion de este virus (Brady, 2019).
Esta enfermedad es endémica en mas de 100 paises en regiones tropicales y
subtropicales del mundo, y se ha estimado que se producen entre 50 y 100 millones de
infecciones por dengue cada afio, y en 2010, se originaron mas de 2,2 millones de casos y

un aproximado de 20,000 muertes en todo el mundo (Sarti et al., 2015).

2.2 Control de Ae. aegypti

Debido al incremento en el desarrollo de los casos de las enfermedades causadas por
este vector, se han implementado distintas maneras para el control de Ae. aegypti en las cuales
se han utilizado los métodos tanto de control quimico, cultural y biolégico (Garcia-Gutiérrez
etal., 2012).

2.2.1 Control quimico

Los insecticidas son comunmente utilizados para el control de este vector, ya sea
como larvicidas agregandolos a los criaderos o por aplicaciones de aulticidas espaciales
residuales o con el tratamiento e impregnacion de materiales (Vontas et al., 2012). Los cuatro
principales grupos de insecticidas mas utilizados para el control han sido los organoclorados,
introducidos en la decada de 1940; organofosforados, en la decada de 1950; metilcabarmatos,
en 1960 y piretroides, en los 70s (Ranson et al., 2010). Sin embargo, se ha observado que
este método no es suficiente para la eliminacion o control de este vector.

En el afio 2014 se realizo una evaluacion a la resistencia a diversos insecticidas en
Ae. aegypti tales como temefos, fenitrotion, deltametrina, cipermetrina, lambdacialotrina y
clorpirifos, se encontrd que aun siguen siendo susceptibles tanto en larvas como en adultos
para todos los productos. Sin embargo, las larvas de Ae. aegypti ya han demostrado alta
resistencia a los temefos, mientras que los adultos a la lambdacialotrina y Aqua K-Otrina 2
EW (Bisset-Lazcano et al., 2014; Rodriguez et al., 2016), los cuales son insecticidas de

primera eleccion para controlar al mosquito vector.



A pesar de que los productos quimicos son utilizados principalmente para tratar los
habitats larvarios de Ae. aegypti, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) este
debe de considerarse como un método adicional y solo utilizarse en caso de emergencia como
en recipientes que no puedan eliminarse o tratarse de otra forma. Los larvicidas que sean
aplicados en los recipientes de agua no deben de modificar el sabor, olor o color de esta 'y no

deben de ser toxicos para otras especies (OMS, 2019).

2.2.2 Control cultural

Este tipo de control tiene como objeto destruir, alterar, retirar o reciclar los recipientes
no esenciales en los cuales se puedan encontrar y desarrollar huevos, larvas o pupas. Se
alienta a los miembros de la familia y la comunidad a que participen en la eliminacion y
control de criaderos de mosquitos, transformando los habitos para que los individuos sean
capaces de reconstruir y transformar su espacio y prevenir enfermedades. Asimismo, se
realizan campanas de difusion en radio, en escuelas, en eventos politicos, ademas de talleres
de capacitacion a técnicos de salud y a los miembros de las comunidades (Galvan, 2016).

Segun la OMS es importante llevar a cabo la modificacion y manipulacion ambiental.
En el caso de la modificacion esta seria llevada a cabo con la instalacion de canalizaciones
para el abastecimiento seguro de agua que incluyan las conexiones domiciliarias.
Posteriormente en el caso de la manipulacién ambiental implicaria vaciar y limpiar con
frecuencia los recipientes donde se almacena agua, los jarrones y los sistemas para refrigerar
estancias vacias; limpiar los canalones; guardar los neumaticos al abrigo de la lluvia; reciclar
o eliminar debidamente los recipientes y los neumaticos que no vayan a usarse mas y
ocuparse de las plantas que se encuentren cerca de las viviendas y en cuyas se acumule agua.
No obstante, también es importante las acciones destinadas a reducir el contacto entre las
personas, y los vectores, como la instalacion de tela metélica en puertas, ventanas u otros

puntos de acceso o el uso de mosquiteros y trampas para mosquitos (OMS, 2019).



2.2.3 Uso de trampas

La expansion intensiva de las arbovirosis resalta la necesidad de un control efectivo
del mosquito vector. Aunque los intentos de captura masiva no han recibido mucha atencién
por ser ineficientes en comparacion con la aplicacion de insecticidas, los niveles de
resistencia a estos Gltimos se han incrementado en los ultimos afios, a la par que se he
impulsado el desarrollo de trampas accesibles y sencillas que matan a hembras de Ae. aegypti
gravidas, lo que representa una buena area de oportunidad en el &mbito del control de Ae.
aegypti (Johnson et al., 2017).

Ae. aegypti tiene habitos domésticos y se reproduce en una gran variedad de
recipientes que almacenan agua limpia cercanos a la vivienda de los humanos. El
conocimiento sobre las preferencias de los sitios de oviposicion ha resultado en el desarrollo
de ovitrampas para el monitoreo de las poblaciones y para la evaluacion de las medidas de
control.

A partir de las primeras ovitrampas se han realizado modificaciones en ellas con la
finalidad de aumentar su efectividad. La incorporacion tanto de atrayentes como de
reductores de poblaciones modifica la funcidon de las ovitrampas, convirtiéndolas de un
sistema de monitoreo pasivo, a una medida de control bajo el concepto de atraer y matar
(Torres-Estrada y Rodiles-Cruz, 2013).

2.2.3.1 Ovitrampa letal (LO):

Las ovitrampas o trampas de oviposicion son unos recipientes donde las hembras de
los mosquitos depositan sus huevos, que crecen hasta convertirse en larvas, pupas y
mosquitos adultos. Se encuentran compuestas principalmente por un vaso negro de plastico
en el cual se le agrega una combinacion de insecticidas, sustratos de ovipostura como toalla,
dacrén o franela e infusiones atrayentes como heno y agua declorada para matar a las hembras
atraidas para ovipositar. Las ovitrampas letales podrian contribuir de forma practica en

estrategias costo-efectivas para el control vectorial (Quimbayo et al., 2014; OMS, 2019).
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2.2.3.2 Ovitrampa pegajosa

La ovitrampa pegajosa se desarrollo para la solucién del frecuente problema de la
resistencia a los insecticidas, utilizando la misma estrategia de atraer y eliminar a las
hembras, pero con la diferencia de que no emplea insecticidas, sino que contiene una tira
adhesiva que sirve para capturar y matar a las hembras que ovipositan en ella. Estas
ovitrampas resultaron ser muy eficientes para la atraccion y muerte de mosquitos hembra
(Chadee y Ritchie, 2010).

2.2.3.2 Ovitrampa autocida gravida (CDC-AGO) y trampa gravida Aedes
(CDC-GAT)

La CDC-AGO consiste en dos cilindros de polietileno unidos, uno superior que sirve
como ingreso a la trampa y camara de captura cubierto por una superficie pegajosa de
polietileno. Es una paila negra que contiene una infusion creada con agua y heno. El color
oscuro de la paila 'y el olor de la infusion atrae a los mosquitos Ae. aegypti hembra que estan
buscando un lugar con agua acumulada para poner sus huevos.

Los mosquitos entran en la camara de captura, pero una malla evita que los mosquitos
lleguen al agua. Cuando los mosquitos Ae. aegypti hembra estan listas para poner sus huevos
aterrizan en una superficie pegajosa en la camara de captura y se quedan atrapados en la
misma (Rodriguez-Gonzalez, 2018; WHO, 2003).

La CDC-GAT estad compuesta por un recipiente que contiene una infusion creada con
agua y heno. El olor de esta infusion atrae a la hembra del mosquito Ae. aegypti que esté lista
para poner sus huevos. EI mosquito entra a la cAmara de captura transparente, la cual esta
cubierta con aceite de canola. Una malla sirve de barrera entre el mosquito y el agua, de tal
manera que el mosquito no puede alcanzar el agua para poner sus huevos. Cuando el
mosquito aterriza en la superficie transparente se cubre de aceite, dandole peso al mosquito
impidiendo que pueda volar (UCVPR, 2019).
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2.2.4 Control biolbgico

El control bioldgico es definido como la reduccion de la densidad de indculo o de la
actividad de un patdgeno o parasito, ya sea en su estado activo o durmiente, que se logre de
manera natural o a través de la manipulacion del ambiente, de antagonistas o del hospedero
del patdgeno o plaga que se desea controlar (Moreno-Velandia et al., 2018).

Los metodos de control bioldgico del mosquito consisten basicamente en el uso de
insecticidas biorracionales, AEP y agentes entomdfagos. El uso de biorracionales suele ser
eficaz para prevenir o reducir el desarrollo de etapas acuaticas inmaduras de importantes
especies de vectores de mosquitos. Un ejemplo seria el uso de insecticida biorracional
Spinosad, producido durante la fermentacion de un actinomiceto. Es una mezcla de dos
neurotoxinas de espinosinas que son altamente toxicas para ciertos tipos de insectos, incluido
Diptera como Ae. aegypti y Ae. albopictus, Anopheles gambiae, An. pseudopunctipennis, An.
albimanus, Culex. pipiens y Cx. quinquefasicatus, entre otros (Marina et al., 2012). Sin
embargo, tiene muy poca toxicidad para los vertebrados y ha sido aprobado para su uso como
larvicida de mosquito en el agua potable (WHO, 2010).

Por otro lado, los AEP que infectan al insecto y se reproducen en el hasta causarles la
muerte y clasificarse en cinco grandes grupos: bacterias, hongos, nematodos, protozoarios y
virus (Marina, 2018). Entre los virus que afectan a Ae. aegypti se encuentran los densovirus,
virus de la poliedrosis citoplasmatica (VPC) y los virus iridiscentes de invertebrados. Sin
embargo, en la actualidad no existen formulaciones comerciales para la utilizacion en campo
de ninguno de estos virus (Lopez et al., 2008).

Respecto a las bacterias que mas se emplean para el control de mosquitos son Bacillus
thurigensis serovariedad israelensis (Bti) y Bacillus sphaericus, utilizados como
bioinsecticidas por su eficacia reduciendo o eliminando las poblaciones de mosquito (WHO,
1982; Fernandez, 2009). Su capacidad insecticida se debe a un cristal proteinico que se forma
junto a la espora. Su modo de accién se relaciona con la ingestion de esporas y cristales
toxicos que producen paralisis intestinal y envenenamiento de la fase larvaria del mosquito.
(Martinez et al., 2008).

Tambien se ha empleado el control biologico de mosquitos mediante la utilizacion de

entomdfagos entre los cuales se encuentran algunos enemigos naturales o depredadores de
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Ae. aegypti, entre ellos destacan algunas especies de invertebrados como Toxorhynchites sp.,
algunos peces larvivoros entre los mas usados bajo condiciones de laboratorio se encuentra,
Gambusia sp. y Poecilia reticulata, ranas y patos que se alimentan de los estadios inmaduros
del mosquito, sin embargo, ain no se usan programas de control por su complejo manejo en
casa habitacion (WHO, 1982; Costero et al., 1998; Wang et al., 2000; Duque et al., 2004;
Kay y Nam, 2005).

2.2.4.1 Uso de hongos entomopatdgenos

Los hongos se consideran bioinsecticidas de contacto, ya que penetran en los
mosquitos a través de su cuticula externa y aberturas naturales como boca, espiraculo y ano.
Los insectos infectados por la aplicacion inicial del HEP mueren y la enfermedad se disemina
a medida que los insectos muertos liberan de nuevo el inoculo. Los dos géneros mas
importantes que invaden a las larvas de mosquitos son Coelomomyces y Lagenidium
(Martinez et al., 2008).

Los HEP conforman el mayor grupo de importancia en el control biologico de
insectos plaga, se presentan de forma natural en el medio ambiente como en el suelo, en
restos de cultivos y sobre los cadaveres de insectos, nutriéndose de estos o de materia
organica. A pesar de que se conocen mas de 750 especies de hongos que infectan a insectos,
solo algunas se han desarrollado de manera comercial en Estados Unidos, Europa, América
Latina y China. ComUnmente, estos hongos son de accion lenta (Martinez et al., 2008). Entre
los géneros mas importantes y utilizados en el control de insectos plaga causantes de dafios
en cultivos de importancia econdémica, se encuentran B. bassiana, Metarhizium anisopliae,

Lecanicillium lecanii, Isaria fumosorosea e Hirsutella thompsonii (Ramirez et al., 2014).

2.2.4.2 Beauveria bassiana (Bals.) Villemin

Se conoce a B. bassiana como un hongo filamentoso de la clase Hyphomycete,
division Deuteromicetes (Fungi imperfecti o Fungi asexual). Al igual que los deméas HEP, es
un organismo eucariotico heterotrofo que posee células quitinizadas y parasita otros insectos,

gracias a sus mecanismos fisicos y quimicos de infeccion (Echeverria-Beirute, 2006).
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Morfol6gicamente, B. bassiana se caracteriza por presentar un crecimiento lento de
colonias, circular, llegando alcanzar 20 mm de diametro en 10 dias, en un rango de 0.6 a 2.3
cm de diametro. El aspecto de su colonia es lanoso en forma de polvo debido a los abundantes
conidios, es de color blanco en un principio, y posteriormente se torna amarillenta en la parte
del centro, de textura blanda y superficie plana. Posee hifas cenociticas, lisas, con células
conididgenas formando densos racimos irregularmente agrupados, las fidlides se encuentran
hinchadas en la base que asemeja la estructura de un frasco sub-globoso y se adelgazan hacia
la parte que sostiene las esporas llamado raquis en forma de zigzag. EIl tamafio de las células
conididgenas es de 3.8-7 x 1.3-1.8 um, el raquis de 2.2-4.2 x 1 um. Los conidios de B.
bassiana son hialinos, lisos, de forma globosa a elipsoidal con un tamafio de 2.2-3 um de
diametro (Domsch et al., 1993; Alean, 2003; Garcia et al., 2014).

En la actualidad, se conoce que los mosquitos adultos de Ae. aegypti, Anopheles
albimanus y Culex son susceptibles a las infecciones por este patdgeno. Se ha evaluado la
mortalidad de los mosquitos adultos mediante métodos de infeccion con B. bassiana que
involucran conidios secos y formulados con aceite. Sin embargo, también podria ser
diseminado por los machos virgenes hacia las hembras en el caso del vector del dengue Ae.
aegypti debido a la tendencia de los machos a aparearse varias veces con diferentes hembras
(Garcia-Mungia et al., 2011). En un estudio realizado por Foster y Lea (1975) observaron
gue un macho virgen de Ae. aegypti es capaz de aparearse e inseminar hasta siete hembras

después de los primeros treinta minutos de encierro en una jaula.

2.2.4.2.1 Ciclo de infeccién de B. bassiana

El ciclo de infeccion comienza mediante la union de los conidios a la cuticula del
huésped a través de fuerzas fisicas seguidas de la germinacion y penetracion de las capas
cuticulares con la ayuda de enzimas hidroliticas, presién mecéanica y otros factores. Cuando
las hifas en crecimiento alcanzan la hemolinfa rica en nutrientes, B. bassiana es capaz de
brotar en blastosporas unicelulares, las cuales son estructuras especializadas para proliferar
y explotar nutrientes agilmente, colonizar tejidos internos y evadir al sistema inmunitario

del huésped (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013; Mascarin y Jaronski, 2016).
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Posteriormente, durante la colonizacion se produce una variedad de metabolitos
toxicos como péptidos antimicrobianos, los cuales estan involucrados en la supresion
inmune del huésped, acompafiados por la destruccion de los tejidos internos y el
agotamiento de nutrientes, que como consecuencia conducen a la muerte del huésped (Ortiz
-Urquiza et al., 2010; Gibson et al., 2014).

2.2.5. Formulaciones de bioinsecticidas

El uso de ETP al paso del tiempo ha necesitado aditivos que ayuden a mantener su
efectividad, conservando, coadyuvando, incrementando la eficiencia, etc. Se puede mezclar
algun material inerte y carecer de actividad bioldgica, lo cual ayuda a no afectar la actividad
del ETP y cuya mezcla no debe ser dafiina para el ambiente. Ademas, el desarrollo de un
formulado ayuda a facilitar el empleo del ETP (Khosravi y Ghiassi, 2014).

La formulacion debe contener componentes que no dafien al microorganismo,
considerando también las condiciones de almacenamiento del producto final, resultando en
el éxito del formulado, ya que de esto dependera la viabilidad del ETP (Figueroa et al., 2007).
Por ejemplo, uno de los métodos mas utilizados en la encapsulacion de conidios de hongos
ETP,

Existen diversos métodos para formular hongos entomopatdgenos, uno de ellos es la
encapsulacion, en el cual intervienen, ademas de los conidios del hongo, micronutrientes,
enzimas. El prop6sito de una encapsulacion es proteger y preservan a los conidios del
ambiente, asi como incrementar el tiempo de viabilidad al protegerlos de factores adversos
como la temperatura, la actividad del agua o Aw (por sus siglas en inglés) baja y la radiacion
ultravioleta (Hinestroza-Cordoba y Lépez-Malo, 2008). Esta técnica ya se ha utilizado para
microencapsular virus, bacterias (Tamez-Guerra et al.,, 2000a, -2000b), y hongos
entomopatdgenos en estudios recientes en el laboratorio, obteniendo resultados 6ptimos
(Castillo, 2018).
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3. HIPOTESIS

Las formulaciones a base de atrayentes y B. bassiana en trampas son efectivas para el control
de Ae. aegypti (L.) en laboratorio y campo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar diferentes formulaciones a base B. bassiana mas atrayentes en trampas, para el

control de Ae. aegypti (L.) en laboratorio y campo.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Desarrollar y comprobar la atraccién y efectividad de biocontrol de adultos de Ae.
aegypti de formulados microgranulares y solidos, con propagulos de B. bassiana, en
combinacién con atrayentes, en pruebas a nivel laboratorio.

4.2.3 Determinar la vida de anaquel de B. bassiana en los formulados combinados con
atrayentes.

4.2.4 Disefiar un dispositivo y evaluar la atraccion de biocontrol de adultos de Ae. aegypti
en una trampa (dispositivo + agente activo formulado + atrayente), en condiciones de
laboratorio.

4.2.5 Comprobar la efectividad de biocontrol de Ae. aegypti a nivel de campo, evaluando una

trampa seleccionada a nivel de campo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cria de Ae. aegypti

Se utilizaron jaulas entomolégicas (Carolina® Biological Supply Company, China)
para mantener a la cria en fase adulta, para el apareo y ovoposicién. El pie de cria partio de
100 huevecillos de Ae. aegypti proporcionados por el Laboratorio Entomoldgico de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (UANL).
Tanto hembras como adultos se alimentaron con una solucién de sacarosa refinada al 5%
provista en algodon. Las hembras de Ae. aegypti se alimentaron con sangre dos veces a la
semana con el fin de facilitar la produccién de huevos (Secretaria de Salud 2016). Las larvas
recién eclosionadas y hasta el cuarto estadio se alimentaron con hojuelas de pescado basicos
(WARDLEY®, Grupo Acuatico Lomas S. A. de C. V., Cuajimalpa, México). Y se
mantuvieron en recipientes de 2 L en bandejas de plastico. Las pupas se transfirieron a jaulas
para la emergencia de adultos. La cria se mantuvo bajo condiciones de 28°C (x 2°C), 70-
80% de humedad relativa (HR) en un fotoperiodo de luz: oscuridad de 12:12 h. La mayoria
de los insectos adultos que emergieron (de 5 a 8 dias de edad) se alimentaron con sacarosa al
5% y se separaron en una jaula adicional con el uso de un aspirador entomolégico mediante

la técnica de succion para su posterior uso en bioensayos.

5.2 Produccion semi-masiva de B. bassiana

La cepa BBPTG4 de B. bassiana que se evalu6 en este proyecto fueron previamente
aisladas de cucarachas infectadas, provenientes de Nuevo Leon, proporcionadas por el
laboratorio de Inmunologia y Virologia en la Unidad de Formulacién de bioldgicos de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. La cepa se encuentra identificada morfoldgica,
bioldgica y genéticamente (Tamez-Guerra et al., 2013; Cuevas, 2020). Las cepas se
reactivaron a partir de los bancos monospdéricos conservados en aceite mineral, se tomo una
muestra con un asa bacteriologica del cultivo conservado y se inoculd por estria en placas de
Agar Papa Dextrosa (PDA, BD Difco, Ciudad de México), después de 6 dias de incubacion

de las placas, se tomé una muestra de conidios de una de las placas, con ayuda de un asa
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bacterioldgica y se inoculd en caldo nutritivo papa dextrosa (PDB, BD Difco, Ciudad de
México) en un matraz Erlenmeyer, para la obtencion de blastosporas y se mantuvo a 120 rpm
durante 8 dias. La produccion de blastosporas se utilizé para la produccion semi-masiva de
conidios. La produccion semi-masiva de conidios se obtuvo mediante la fermentacion solida,
la cual se realiz6 con el siguiente procedimiento: se utilizaron blastosporas de la cepa
BBPTG4, la cual nombraremos desde ahora como ingrediente activo (Al) y se realizo
siguiendo el procedimiento de Jaronski y Jackson (2012). Se utilizaron 100 g de granos de
arroz precocido, como sustrato sélido, se colocaron en vaso de precipitado de vidrio de 500
mL, donde se adicion6 30 mL de solucion de hidratacion [KH2PO4 (0.97 g/L); H.SO4 (410
uL/L); extracto de levadura (0.31 g/L)]. El vaso que contenia el arroz estéril he hidratado, se
esterilizd en autoclave durante 20 min. Después de la esterilizacién se inocul6 el arroz con 1
x 108 blastosporas/mL de suspension y se incubd el medio a 25-27°C durante 8-12 dias en la
oscuridad. Durante la incubacion, el cultivo sélido de arroz en botellas se mezclé diariamente

con una espatula para airear y homogenizar la mezcla en condiciones estériles (Fig. 1).

’
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Cultivo monosporico Tocubacida 28-27°C ¢ @
PDA &2 dias o @
—_—
3‘; PR Y]
o o e
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Arréz hidratado estéril

Produccion Obtencion de
blastosporas conidios
PDB

Figura 1. Produccién de conidios de B. bassiana, mediante fermentacién sélida a base de
arroz (elaboracion original).

Los conidios producidos en arroz se cosecharon usando un tamiz de No. 40 (tamafio
de apertura de 426 um) y se cuantificaron tomando una muestra de 15 mg, se suspendieron

en 0.5% de INEX-A® (agente emulsionante). Para calcular la concentracion de conidios por
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gramos, se utiliz6 la camara de Neubauer y se almacenaron a 4 °C para preparar

formulaciones microgranulares.

5.3 Vida de anaquel de B. bassiana en un formulado microgranular humectable

y otro sélido en combinacion con atrayentes

5.3.1 Compatibilidad de conidios de B. bassiana con atrayentes y conservadores.

Para validar la compatibilidad de los atrayentes o conservadores que se utilizaron en
formulaciones con B. bassiana, se realizaron ensayos previos de viabilidad. La viabilidad de
los conidios se evalu6 inmediatamente después de mezclar con atrayentes (tiempo cero) y
después del almacenamiento a 25 + 2°C a los 5 y 30 dias. Se prepararon suspensiones con
conidios y se utilizo un control negativo (sin atrayente o conservador). Todos los tratamientos
se prepararon con una solucion de INEX-A® al 0.5% y se ajustaron a 4.3 x 10® conidios/mL.

Se probd tres atrayentes quimicos y dos conservadores a tres concentraciones, como sigue:

Atrayentes o conservadores Concentraciones Abreviacion
Acido lactico 2,4y8ug/mL AL
Sacarosa 1%, 5% y 10%, peso/vol Sc
Acetona 1 %, 5% y 10% vol/vol AC
Acido boérico 1%, 5% y 10%, peso/vol AB
Miel 1%, 5% y 10%, peso/vol M
Spirulina 3.8% peso/vol Esp

Se evaluaron tres réplicas de cada tratamiento (19 tratamientos con conidios del 1A y 2
controles). Se determind el porcentaje de germinacién, utilizando como referencia la
germinacién del tubo germinativo, la viabilidad de conidios se determiné en medio de PDA
en placas de Petri por recuento de unidades formadoras de colonias (UFC), seleccionando las
diluciones de conidios a evaluar, en funcion de los resultados de porcentaje de viabilidad.

Las medias de UFC de los datos entre los tratamientos mantenidos a 28 + 2°C, se realiz6 un
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analisis de normatividad de los datos, y posteriormente los métodos estadisticos

correspondientes.

5.3.2 Preparacion de formulados

Para el desarrollo de formulado microgranular (FMG) se utiliz6 una matriz a base de
harinas y grasa vegetal descrita en la Tabla 1. Para el FMG solo y con Spirulina (FMGsSp),
respectivamente, se agregaron los componentes liquidos en un vaso de precipitado y
posteriormente los conidios de B. bassiana con una concentracion ~ 1 x 10*° conidios/g, se
adicionaron los gramos correspondientes para ajustar a la concentracion deseada de 1 x 108
con/g, se mezclaron los liquidos perfectamente con ayuda de una espatula y se adicionaron
lentamente los solidos hasta obtener una mezcla homogénea (Fig. 2, Tabla 1). Los
microgranulos se obtuvieron con el uso de un tamiz fino No. 40 (apertura de 426 um), los
granulos que se obtuvieron fueron de un tamafio de particula que permita pasar por ese tamiz
(Fig. 2). Para preparar el tratamiento a base de fibra de coco, denominado formulado sélido
con Spirulina sp. o FSSp, se mezclaron los ingredientes sélidos (sacarosa pre-pulverizada,
grasa vegetal y Spirulina) a la mezcla se incluy6 en la fibra de coco, la cual se moli6

finamente y esteriliz6 antes de mezclarse con el resto de los ingredientes (Tabla 1).

5.3.3 Evaluacion de la accion atrayente de Spirulina sp. en un formulado

granular

Para el desarrollo de la FMG y FS (Fig. 2); se realizaron diferentes pruebas
preliminares. Se probd la accidn atrayente solos: i) sacarosa refinada y sacarosa al 2% grado
laboratorio (Tabla 2). Para esto, se utilizaron adultos hembras y machos de Ae. aegypti y se
transfirieron a una jaula de mariposas (Carolina® Biological Supply Company, China) y
dentro de la jaula se colocd una trampa para mosquitos doméstica convencional en forma de
embudo, el cual a su vez contenia el tratamiento en un algodon. La trampa casera
convencional consistio en una botella de refresco de plastico vacia de 2 L, cortando un tercio

del area superior para lograr un recipiente con forma de embudo y se coloco boca abajo en
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el lado superior de la botella cortada. Se contd el nimero de mosquitos que se encontraban

dentro de la trampa doméstica después de 48 h (Morato et al., 2005).
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Figura 2. Preparacion de formulaciones granulares A) Granulado con IA. B) Granulados
con 1A mas atrayentes (elaboracion original).

Tabla 1. Ingredientes para el desarrollo de formulaciones a base de B. bassiana

Ingredientes FMG FMGs FS
Conidios B. bassiana (1A, 1 x 108 conidios/gramo)
Conidios 099 099 09g¢
Harina de maiz 215¢g 8.14¢g -
Fécula de maiz 2159 8.14¢g -
Agua purificada 30 mL 30 mL -
Aceite 16 mL 16 mL -
Sacarosa (1%) - 0.9 099¢
Grasa vegetal (25%) - 225¢ 22.5¢
Spirulina (3.8%) - 349¢ 349
Fibra de coco - - 62.3 g
Total 90g

FMG = Formulado microgranular, FMGs = Formulado con atrayentes y conservadores, FS

= Formulado soélido.

22



En un segundo experimento, ii) se desarrollaron dos FMG utilizando harina y fécula
de maiz, aceite y agua purificada estéril y todos estos componentes se mezclaron
perfectamente en combinacién con atrayentes y/o accion conservadora de viabilidad de
conidios (FMGs) (Tabla 2). Cada FMGs se obtuvo bajo la metodologia anteriormente
mencionada y con los ingredientes (Fig. 2, Tabla 1). Cada tratamiento se coloco dentro de
trampas domésticas, como se menciond anteriormente en la prueba de atrayentes solos.

Se selecciond el FMGs que presentd los mejores resultados para el siguiente
experimento, iii) preparando los tratamientos descritos en la Tabla 2, FMG + atrayente +
Spirulina (3.8%) secado por 17 h y el segundo tratamiento fue: FMG + atrayente + Spirulina
(3.8%) secado por 17 h'y se humedecid con 6 mL de agua purificada estéril, simulando a un
producto comercial granulado humectable. El conteo de mosquitos dentro de las trampas
domeésticas se determind después de 48 hy se obtuvo el porcentaje de atraccion.

Tabla 2. Tratamientos preliminares de evaluacidon de atrayentes sobre adultos de Ae.
aegypti

N° de prueba Tratamiento mL/g Rep | N°adultos
preliminar utilizados Ae.
aegypti/rep
i) Sacarosa Sacarosa 2% comercial 4 mL
Sacarosa 2% grado laboratorio
i) FMG mas FMG + sacarosa (2%) (FMGs)
atrayentes FMG + sacarosa (2%) + Spirulina 3 15
(3.8%) (FMGsSp) 69
i) FMGsSp seco y | FMG + atrayente + Spirulina
himedo (3.8%) seco
FMG + atrayente + Spirulina
(3.8%) humedo

5.3.3.1 Evaluacién de viabilidad de un formulado microgranular con Spirulina

sp.

Al formulado con mejores caracteristicas de atraccion se le incluyd una suspension

de B. bassiana a una concentracion final de 2.6 x 10* conidios/g con una viabilidad inicial
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de 70% y se prepararon de cuatro a seis réplicas para cada temperatura de almacenamiento a
28 °C (Ta) y a 4 °C (Tr). Para la evaluacion de vida de anaquel del formulado, se tomaron
50 mg de cada una de las réplicas del FMGsSp-1A y se resuspendieron en 1000 pL de INEX-
A® 0.02%, manejandolo como solucidn stock; a partir de ésta se prepararon diluciones 1/10
de cada stock, las cuales se emplearon para realizar las pruebas de porcentaje de germinacion,
utilizando el método de micro cultivo. Para lograrlo, en un trozo de 1 cm? del medio papa
dextrosa agar (PDA) solidificado, colocando en un portaobjetos y encima del trozo de PDA,
se adicionaron 10 pL de la dilucion preparada. Pasadas 17 h de incubacion a temperatura
ambiente, se realizo el conteo de conidios viables y no viables; se consideraron conidios
viables aquellos que tenian un tuvo germinativo dos veces mas grande que su diametro. Las
evaluaciones se realizaron en los tiempos: 0, 15, 30 y 45 dias en ambas temperaturas de
almacenamiento. EI formulado con mejores resultados se selecciond para su evaluacion de
vida de anaquel por mayor tiempo y se tomaron en cuenta los atrayentes con mejores

resultados para la preparacion del FMG y FS a base de fibra de coco.

5.3.4 Vida anaquel de un formulado microgranular en polvo y uno sélido.

Los tratamientos consistieron en la matriz de harinas, agua y aceite anteriormente
mencionada, asi como el mismo de preparacion y las variantes consisten en adicion de grasa
vegetal o bien en la adicion de fibra de coco molida y estéril para la formulacion solida y su
preparacion se realizd conforme a la metodologia descrita en la Fig. 2 (Tabla 1). Los
formulados FMG y FS se envasaron al vacio, con ayuda de una maquina de vacio de uso
doméstico (Tabla 3).

Todos los formulados se prepararon bajo condiciones de esterilidad y de cada
formulado se preparé la cantidad en gramos suficiente para obtener tres replicas de 90 g
c/una; se separaron en alicuotas de cada réplica en porciones de 10 g c/u, de manera que cada
alicuota sirvieran para cada evaluacion que se hizo tanto de vida de anaquel, como de
efectividad que fueron evaluados en diferentes tiempos (0 y 30 dias). Los tratamientos que
se analizaron se describen a continuacion (Tabla 3).

Los formulados evaluados fueron: FMGsSp, FMGs, FSSp, FS, y se almacenaron en

dos condiciones de temperatura: 28°C y 4°C (Tabla 3).
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Tabla 3. Tratamientos de formulaciones microgranulares y solidos a dos temperaturas
de almacenamiento (4°C y 28°C).

Tratamientos Nombre abreviado

FMG + 1A + sacarosa + grasa veg. + Spirulina (FMGsSp) FMGsSp28 FMGsSp4

FMG + IA + sacarosa + grasa veg. (FMGs) FMGs28 FMGs4
FS + IA + sacarosa + grasa veg. + Spirulina + fib. coco FSSp28 FSSp4
(FSSp)

FS + IA + sacarosa + grasa veg. + fib. coco (FS) FS28 FS4
Control positivo (INEX-A 0.5% + |A) C(+)281A C(H)4lA
Control negativo (INEX-A 0.5%) C(-)28 C(-)4

FMG= Formulado microgranular, FMGsSp= Formulado microgranular con Spirulina, FS=
Formulado so6lido, FSSp= Formulado sélido con Spirulina, 1A= Ingrediente activo.

Las evaluaciones de viabilidad de conidios de los diferentes tratamientos se realizaron
a los 0 dias (17 h post-preparacion), a los 15, y 120 dias. Para cada evaluacion, se tomo una
muestra de 50 mg de cada tratamiento y réplica en un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril. Al
tubo se le adiciond 1000 pL de solucion de INEX-A® al 0.5% y se mezclo6 agitando cada
tuvo por un lapso de 30 segundos, después se realizaron tres diluciones sucesivas 1:10 y de
la dltima dilucién se tomaron 100 pL y se inocularon en placas de PDA. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante 5 a 6 dias y se procedié a obtener el conteo de
UFCs de cada tratamiento.

5.4 Efectividad insecticida de los formulados contra adultos de Ae. aegypti, en pruebas

de laboratorio.

Los formulados a evaluados fueron los mismos desarrollados para la evaluacion en
anaquel; FMGsSp, FMGs, FSSp y FS en ambas temperaturas (Tabla 3). La efectividad de los
formulados se evaluo realizando tres réplicas y 10 mosquitos adultos para cada réplica de
cada tratamiento y se expusieron durante 48 h a cada tratamiento y posteriormente se

sustituy6 el formulado por un algodén con sacarosa al 5%, la sobrevivencia se obtuvo
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diariamente durante 16 dias. Para la manipulacion de mosquitos se inmovilizaron durante 5
min a 4 °C. Los sistemas de infeccidn consistieron en un bote de 1 L y la tapa del contenedor
se le quito la mayoria de la superficie para recubrir con una malla fina, donde se colocé de 5
g de cada formulado o el algoddn con sacarosa, cuando paso el tiempo de exposicion a cada
tratamiento. Las evaluaciones se realizaron al tiempo cero (24 h después de la preparacion
de los tratamientos) y a los 30 dias. A los mosquitos que murieron se les realizé un lavado
con hipoclorito de sodio al 2% y después con agua estéril, para eliminar cualquier
microrganismo oportunista, posterior a esto se colocaron en cAmara himeda para detectar
crecimiento micelial del hongo y corroborar la mortalidad por B. bassiana (Tamayo-Mejia
et al., 2016).

5.5 Disefio y evaluacion de trampas a nivel laboratorio.

En el disefio de la trampa, se realizd usando como referencia las trampas
convencionales forradas con tela he impregnadas con conidios de HEP (Mackay et al., 2013;
Unlu et al., 2014; de Paula, 2018). Para el desarrollo del prototipo se consideraron factores
como la capacidad atrayente para hembras gravidas, asi como la adicion de un formulado
guimio-atrayente de hembras y machos, a base de B. bassiana (Fig. 3). El formulado tiene
la bi-funcionalidad de atraer e infectar por contacto a las hembras o machos al entrar a la
trampa y, lograr la transmision del hongo en caso de que la tengan la oportunidad de un
segundo apareamiento (Reyes-Villanueva et al., 2011). Y Para el desarrollo del sistema de
infeccion, se utilizé una trampa la cual constaba de la unién de dos mallas plésticas de 33 x
27 cm cada una como soporte formando un cilindro y forradas por una tela impermeable.
Dentro del cilindro se encontraban 8 bolsas de tela en las cuales se colocaron 20 g de
formulado por bolsa, se coloco un techo de hule pléstico para proteccion de factores adversos
del ambiente, tales como la lluvia, y por dentro, al centro del hule se colocé una tira de
pegamento para la captura de mosquitos.

Con base en los mejores resultados previos de atraccion de mosquitos y mortalidad a
una formulacion granular o sélida a base de B. bassiana, se evalu6 en el sistema bifuncional

trampa-formulado. Se usé una concentracion de 1 x 10® conidios/g de formulado.
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Para la evaluacion de atraccion del sistema bifuncional trampa-formulado la cual

contenia una tira de pegamento en medio, para atrapar a los mosquitos atraidos, se expusieron

50 mosquitos en una jaula con dimensiones 80 x 80 x 150 cm y los mosquitos se colectaron

a los 5 dias de exposicion.
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Figura 3. Prototipo de sistema de infeccion para hembras gravidas, adicionado con un formulado quimio-
atrayente de hembras y machos, a base de la cepa B. bassiana BBPTG4 (elaboracién original)

5.6 Evaluacion de trampas a nivel de campo.

El formulado con mejores resultados de atraccion y efectividad, asi como el prototipo

de trampa desarrollado se evaluaron en campo. Se seleccionaron 20 casas de dos colonias

con incidencia de mosquitos de un municipio en Nuevo Leon. Cada colonia estara por lo

menos a 200 m de distancia. Las zonas que rodeaban a cada sitio donde se realiz6 cada control

bioldgico, se efectud una previa descacharrizacion, eliminado cualquier foco de crianza de
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larvas. Ademas, en coordinacién con la Secretaria de Salud del Estado, se aplic6 en zonas
que rodeaban a las seleccionadas para el manejo biologico, insecticida quimico, generando
barreras para posterior evaluacion de los formulados. Se coloco 1 trampa por cada casa, y
estas se asperjaron durante un mes con una solucién de sacarosa al 5% los lunes de cada
semana, y con agua los dias miércoles y viernes para mantener la humedad. Asimismo, de
ambas trampas se realizdé un muestreo de mosquitos semanal, el cual consistio en retirar las
tiras de pegamento en las cuales se encontraban mosquitos atrapados.

Los mosquitos que se obtuvieron en cada semana se les realiz6 un lavado con
hipoclorito de sodio al 2% y después con agua estéril, para eliminar cualquier microrganismo
oportunista superficial, posterior a esto se colocaron en cAmara himeda para detectar si habia
crecimiento miceliar del hongo (Tamayo-Mejia et al., 2016). A los mosquitos positivos se
les tom6 una muestra con un asa bacterioldgica y se diluyé en INEX-A® al 0.5%, para
posteriormente sembrarlo en PDA y se comprobar la presencia de B. bassiana mediante de

la morfologia tipica de la cepa utilizada.

5.7 Andlisis Estadistico

Para los datos de numero de UFC de los ensayos que se realizaron de compatibilidad
de conidios con diferentes aditivos de los 18 tratamientos se analizaron en cada tiempo (0, 5
y 30 dias de almacenamiento) mediante un andlisis de varianza de un factor (ANOVA),
seguido de una prueba prueba HSD de Tukey, (P = 0.05). En cuanto a los experimentos de
la evaluacion de la accion atrayente de Spirulina sp., los datos de porcentajes de moscos
atraidos por sacarosa refinada o sacarosa pureza de laboratorio, la evaluacion de porcentaje
de atraccion a formulados con adicion de sacarosa o de Spirulina sp., la evaluacion del
namero de UFC de los ensayos y la vida anaquel del formulado granular con mejores
resultados de atraccion y con la adicién de B. bassiana almacenados a Tay Tr, y para evaluar
el porcentaje de mortalidad ocasionado por el formulado sin y con adicion de B. bassiana se
realizo la prueba t de Student.

Para los ensayos de vida de anaquel de los formulados desarrollados; FMGsSp,

FMGs, FSSp y FS, que se almacenaron en dos condiciones diferentes de temperatura y se
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evaluaron a los 0 dias (17 h post-preparacion), a los 15, 30 y 120 en cada tiempo para una
misma temperatura se realiz6 un analisis estadistico ANOVA de una via, y para la separacion
de medias de los seis tratamientos se uso un analisis no paramétrico HSD de Tukey (P <0.05).
Para validar el efecto de temperatura sobre los formulados se realizé en cada tiempo para
cada tratamiento un andlisis estadistico, con los datos del niumero de UFC obtenido en cada
temperatura mediante la pruebe t de Student.

De los mismos tratamientos sefialados en el parrafo anterior, se obtuvo la efectividad
insecticida, mediante el porcentaje de mortalidad de los cuatro tratamientos en dos tiempos
diferentes; al tiempo cero (24 h después de la preparacion de los tratamientos) y a los 30 dias,
los cuales no se sometieron al andlisis estadistico correspondiente, debido a que solamente
se contaba con dos réplicas de cada tratamiento. Para analizar el efecto de temperatura de
almacenaje de cada tratamiento se realizé una prueba t de Student.

Para el experimento del disefio de trampas se evaluaron una trampa de disefio propio, un
control con el formulado sin B. bassiana y otra con el formulado mas efectivo, y los datos
obtenidos de atraccion de mosquitos a cada trampa se analiz6 mediante una prueba t de
Student). Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS Version 21.0
(2008).
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6. RESULTADOS

6.1 Vida de anaquel de B. bassiana en un formulado microgranular

6.1.1 Compatibilidad de conidios de B. bassiana con atrayentes y conservadores.

Las mezclas de conidios en concentraciones de 4.8 x 108 conidios/mL en mezcla
diferentes aditivos, como; acetona, miel, acido borico y sacarosa (1, 5y 10%) y acido lactico
(2, 4y 8 ug/uL), en general mostraron no tener un efecto negativo sobre la concentracion de
conidios al inicio del experimento, sin embargo hay un efecto en la reduccion de la viabilidad
de conidios alos 5y 30 de exposicion a los diferentes tratamientos a los que fueron expuestos,
mostrando un rango reducido de 7.58 x 10°a 1.8 x 10*y 4.5 x 10° a 0, de UFC,

respectivamente.

No se observo una toxicidad al tiempo cero de los diferentes aditivos utilizados, a
excepcion del acido borico al 5% y al acido lactico a los 8 pg/uL, los cuales mostraron
diferencia significativa (P <0.05) con respecto al resto de los tratamientos con un numero de
3.2 x 108y 3.51 x 108 UFC, respectivamente (Fig. 4).

La viabilidad de los conidios a los cinco dias, los aditivos mostraron una pérdida de
la viabilidad hasta 3 veces en los tratamientos con &cido borico (10, 5y 1 %), miel (10 y 5%)
y acido lactico (8 y 2 pug/mL), mientras que los tratamientos que mostraron una mayor
viabilidad fueron los conidios en mezcla con sacarosa (5 y 1%), acetona (10, 5y 1%) y &cido
lactico (4 pg/mL) manteniéndose de 6 x 10%a 7 x 10° UFC (Fig. 5).
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Figura 4. Viabilidad de conidios al tiempo cero en unidades formadoras de colonias (UFC)
de la cepa B. bassiana BBPTG4 (4.3 x 108 conidios/mL) en solucion INEX-A al 0.5%
mezclados con acido bérico (AB), sacarosa (Sc), miel (M), acetona (AC) (1%, 5% y 10%)
y &cido lactico (AL) (2, 4 y 8 ug/mL). Las medias en cada columna seguidas de una letra
mindscula diferente son diferentes estadisticamente (prueba HSD de Tukey, P <0.05).
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Figura 5. Viabilidad de conidios después de 5 dias de almacenamiento (25° £ 2°C.) en
unidades formadoras de colonias (UFC) de la cepa B. bassiana BBPTG4 (4.3 x 108
conidios/mL) en solucion INEX-A al 0.5% mezclados con acido bérico (AB), sacarosa
(Sc), miel (M), acetona (AC) (1%, 5% y 10%) y acido lactico (AL) (2,4 y 8 ug/mL). Las
medias en cada columna (letras minusculas) seguidas de una letra diferente son diferentes
estadisticamente (prueba HSD de Tukey, P <0.05).

A los treinta dias de almacenamiento, la viabilidad de los conidios se perdi6 hasta 1
a 4 veces en la mayoria de los tratamientos. Sin embargo, la acetona (1 y 5%), sacarosa y
miel al (1%) mantuvieron la viabilidad de conidios en concentraciones en un rango de 4.89

x 10* — 1.04 x 10° conidios/mL, con respecto al control (0 conidios/mL) (Fig.6).
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Figura 6. Viabilidad de conidios después de 30 dias de almacenamiento (25° = 2°C.) en
unidades formadoras de colonias (UFC) de la cepa B. bassiana BBPTG4 (4.3 x 108
conidios/mL) en solucion INEX-A al 0.5% mezclados con acido bérico (AB), sacarosa
(Sc), miel (M), acetona (AC) (1%, 5% y 10%) y acido lactico (AL) (2,4 y 8 ug/mL). Las
medias en cada columna (letras minusculas) seguidas de una letra diferente son diferentes
estadisticamente (prueba HSD de Tukey, P <0.05).

Con base en los resultados de viabilidad obtenidos anteriormente, se seleccion¢ a la
sacarosa, para su adicién a los formulados granulares ya que, en ensayos preliminares, se
demostro que tiene un mayor efecto atrayente en mosquitos, aungque en nuestro estudio no se

detectaron diferencias significativas de viabilidad entre conidios expuestos a sacarosa, miel
0 acetona al 1% (Castillo, 2018).
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6.1.2 Pruebas, preliminares de distintos atrayentes

6.1.2.1 Evaluacion de la accion atrayente de dos aditivos: sacarosa o de
Spirulina sp. a un formulado microgranular.

Los resultados de la accion atrayente de la sacarosa refinada y de laboratorio, ambas
al 2%, muestran un mayor porcentaje de atraccion de mosquitos a la de nivel laboratorio con
un 61.11%, en comparacion con sacarosa refinada con 45.8%, aunque estos no mostraron
diferencias significativas (P > 0.05) (Fig. 7A).

&
O
~

[$a) (2]
o o

w I
S S
QD

(Media + EE)
i

N
o

Porcentaje de Atraccién (%)

=
o

Porcentaje en Formulados (%)

«©

Tratamientos Tratamientos
SCR2% ™ ScL 2% FMGs-IA B FMGsSp-IA

c)
50
45 a
40
35
30
25
20
5| 1

10

1

Porcentaje de Atraccion
(%)
Media + EE

Tratamientos

FMGsSp-IA g  FMGsSp-IA
Seco Hdmedo

Figura 7. Porcentaje de atraccién de adultos Ae. aegypti utilizando diferentes tratamientos a) sacarosa nivel
laboratorio (Sc L 2%) y sacarosa refinada comercial (Sc R 2%), b) FMG + sacarosa 2% (FMGs-1A) y FMG +
sacarosa al 2% + Spirulina (FMGsSp-1A), ¢) FMG + sacarosa al 2% + Spirulina (FMGsSp-1A) seco y
himedo. Las medias representan el promedio de tres repeticiones (prueba t-Student, P <0.05).



En cuanto al experimento ii, el FMG + sacarosa (2%) + Spirulina sp. mostré 20%
mas de atraccion comparado con FMG + sacarosa (2%) (P <0.05) (Fig. 7B). Sin embargo, al
probar el tratamiento que dio mejores resultados (FMGsSp-1A); no se encontraron
diferencias significativas (t= -2.121, gl= 2) entre el formulado himedo o seco (Fig. 7C),
aungue el FMGsSP-IA himedo fue un 20% mayor (Fig. 7C).

6.1.3 Evaluacién de viabilidad de un formulado microgranular con adicion de
sacarosa y Spirulina sp.

Los ensayos realizados en la vida de anaquel del FMG a base de conidios de B.
bassiana con sacarosa y Spirulina sp. (FMGsSp-1A), no mostré reduccion en el porcentaje

de germinacién del hongo tanto a temperatura ambiente como en refrigeracion (Fig. 8).
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Figura 8. Porcentaje de germinacion de B. bassiana después de 0, 15, 30 y 45 dias de
adicionar los tratamientos FMG + sacarosa + Spirulina (FMGScSp-1A) a temperatura
ambiente (28 °C £ 2 °C) y en refrigeracion (4 °C £ 2 °C). Los valores seguidos de letras
mayusculas diferentes en barras gris claro o gris obscuro, fueron significativamente
diferentes (P < 0.05). Los valores seguidos de letras mindsculas diferentes son
estadisticamente diferentes para las comparaciones en cada tiempo de evaluacion de los dos
formulados (P < 0.05).
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6.1.4 Vida anaquel de un formulado microgranular en polvo y uno solido.

Se realizaron cuatro distintos tratamientos, los cuales se almacenaron en refrigeracion
(4°C % 1°C) y a temperatura ambiente (28°C £ 2°C). Al evaluar la viabilidad de los
formulados al tiempo cero de almacenamiento, los diferentes tratamientos almacenados a
ambas temperaturas mostraron una menor concentracion (4.8 x 107, 3.8 x 107, 2.9 x 10" y
4.5 x 107 UFC/qg) el cual resulto altamente significativo (P < 0.01), en comparacion con el
control (1.2 x 108 UFC/g).

Con los datos obtenidos de los formulados almacenados a 4 °C se observo que los
tratamientos FMGsSp4 y FMGs4 mostraron diferencias altamente significativas (P < 0.01)
en su viabilidad con una concentracion de 4.51 x 10" UFC/g y 3.89 x 10’ UFC/qg,
respectivamente. Las viabilidades de los tratamientos FMGs4 y FMGs28 (3.8 x 10’ UFC/g)
tanto como FS4 y FS28 (4.81 x 10" UFC/g) en el tiempo 0 de almacenamiento no mostraron
diferencias contra ninguno de los otros tratamientos. Por otro lado, el tratamiento FSSp4
mostré una disminucion en la viabilidad (2.92 x 10" UFC/g) altamente significativa (P <
0.01) al compararlo con el tratamiento FSSp28 (3.2 x 10" UFC/g). La viabilidad observada
en FMGsSp28 (4.5 x 107 UFC/g) fue significativamente mayor (P < 0.05) al FSSp28 (3.8 x
107 UFC/g) y FSSp (3.2 x 107 UFC/g) mostro un rango reducido altamente significativo (P
< 0.01) con la viabilidad del tratamiento FS (4.18 x 10" UFC/qg) (Fig. 9).

En cuanto a los 15 dias de almacenamiento de los formulados, se encontr6 que todos
los tratamientos tanto a 4 °C como a 28 °C, tuvieron diferencias altamente significativas (P
<0.01) en su viabilidad a comparacién con el control. El tratamiento FMGsSp4 aumentd su
viabilidad a 1.1 x 108 UFC/g, lo cual resultd altamente significativo (P <0.01) con la
viabilidad de los tratamientos FMGs4, FSSp4 y FS4 de 7.49 x 107, 2.83 x 107 y 3.9 x 107
UFC/g, respectivamente.
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Figura 9. Viabilidad de conidios al tiempo cero en unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de
formulado de la cepa B. bassiana BBPTG4 en 4 distintos formulados almacenados a 4 °C y a 28 °C (prueba
HSD de Tukey, P <0.05).

Respecto los tratamientos almacenados a 28 °C, FMGsSp28 (1.1 x 108 UFC/g) mostro
una viabilidad mayor que resulté altamente significativa (P < 0.01) comparada contra la de
los tratamientos FS28 (5.2 x 107 UFC/g) y FSSp28, el cual perdi6 totalmente su viabilidad
(0 UFC/g). La viabilidad de los conidios en el tratamiento FMGsSp28, no mostré diferencia
con ningun otro tratamiento.

Los formulados FMGsSp4 (1.1 x 108 UFC/g) y FMGsSp28 (1.1 x 108 UFC/g), no
mostraron diferencias significativas entre ellos, mientras que la concentracion en la
viabilidad de FMGs4 fue significativamente menor (7.4 x 10’ UFC/g) (P < 0.05) comparada
con la de FMGs28 (1.1 x 108 UFC/g). Las concentraciones de conidios en los tratamientos
FSSp4 y 28 (2.8 x 10’ — 0 UFC/g), FS4 y 28 (3.9 x 10’ — 5.2 x 10" UFC/g) y el control
positivo (1.2 x 108 — 1.3 x 10® UFC/g) fueron altamente significativos entre los mismos
tratamientos a diferentes temperaturas (Fig. 10).
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Figura 10. Viabilidad de conidios después de 15 dias en unidades formadoras de colonias
por gramo (UFC/g) de formulado de la cepa B. bassiana BBPTG4 en 4 distintos
formulados almacenados a 4 °C y 28 °C (prueba HSD de Tukey, P <0.05).

En los resultados obtenidos a los 30 dias de almacenamiento se encontré que las
viabilidades de todos los tratamientos tanto a 4 °C como a 28 °C de almacenamiento a
excepcion de FMGsSp28 (7.4 x 10" UFC/gr), tuvieron diferencias altamente significativas
(P<0.01) con el control positivo (6.5 x 107 — 6.8 x 10’ UFC/g). La concentracion de FMGsSp4
(5.2 x 10" UFC/g) tuvo una diferencia altamente significativa (P <0.01) entre FMGs4, FSSp4
y FS4, con una viabilidad de 1.8 x 108, 3.5 x 10’y 0 UFC/g, respectivamente.

La viabilidad de los conidios en el tratamiento FMGsSp28 resulté mayor (1.1 x 108) (P
<0.01) comparado con los tratamientos FMGs28 (7.4 x 107 UFC/g), FSSp28 y FS28 (no se
detecto viabilidad), los cuales perdieron la viabilidad en su totalidad. La viabilidad de
FMGsSp4 tuvo una disminuciéon significativa (P <0.05) en comparacién con las
concentraciones de los tratamientos FMGsSp28 (1.1 x 108 UFC/g), FMGs4 (1 x 108 UFC/qg),
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y FMGs28 (7.4 x 107 UFC/g). La concentracion de conidios en el formulado FSSp28
disminuyd en su totalidad, caso contrario a lo observado con el tratamiento FSSp4, que
mostré una concentracion significativamente mayor (3.5 x 10’ UFC/g) (Fig. 11).
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Figura 11. Viabilidad de conidios al tiempo 30 dias en unidades formadoras de colonias
por gramo (UFC/g) de cuatro distintos formulados con conidios de la cepa B. bassiana
BBPTG4, almacenados a 4 °C y 28 °C (prueba HSD de Tukey, P <0.05).

En cuanto a los 120 dias de almacenamiento todos los tratamientos almacenados a
28°C incluyendo el control a excepcion de FMGs28 con 7.2 x 10° UFC/g, perdieron su
viabilidad al 100%, no obstante, la concentracion de FMGs28 tuvo una diferencia altamente
significativa (P < 0.01) menor que la concentracion de FMGs4 (1.6 x 108 UFC/g). Ademas,
entre las concentraciones de los formulados almacenados a 4°C, FPS4 (1.4 x 108 UFC/g)
mostré diferencia altamente significativa con la concentracion de FP4 (1.6 x 108 UFC/g) (Fig.
12).
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Figura 12. Viabilidad de conidios después de 120 dias, en unidades formadoras de colonias
por gramo (UFC/g) de formulado de la cepa B. bassiana BBPTG4 en cuatro distintos
formulados almacenados a 4 °C y 28 °C (prueba HSD de Tukey, P <0.05).

6.1.5 Efectividad insecticida de los formulados contra adultos de Ae. aegypti, en pruebas
de laboratorio.

Al evaluar la efectividad de los cuatro formulados expuestos por 48 h en adultos de
Ae. aegypti, se mostré una tendencia de mortalidad en todos los casos. Al dia 5 de ser
expuestos, el control positivo (C+), el cual era una solucién de conidios al 1 x 10°
conidios/mL de la cepa B. bassiana BBPTG4 mostrd un porcentaje de sobrevivencia de
6.25%, mientras que el formulado en polvo con Spirulina (FMGsSp) y el formulado solido
con Spirulina (FSSp) un 40 y 20% respectivamente. El resto de los tratamientos (FSSp, FS)

a los cinco dias mostraron una sobrevivencia por arriba del 65%.

Para el dia 9, estos mostraron la disminucion de la sobrevivencia en su totalidad. En

cuanto a los tratamientos sin presencia de Spirulina, para el dia 16 el formulado en polvo
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(FP) mostré una sobrevivencia del 5%, mientras que el formulado sélido (FS) una
sobrevivencia del 10% (Fig. 13).
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Figura 13. Porcentaje de sobrevivencia de adultos Aedes aegypti expuestos a cuatro
distintos formulados de la cepa B. bassiana BBPTG4 al tiempo cero de almacenamiento.

Los resultados de los formulados a los 30 dias de almacenamiento, mostraron una
efectividad en la mortalidad de los mosquitos. EI FMGsSp fue el mas efectivo, ya que a los
7 dias después de la exposicion, ya que no mostrd porcentaje de sobrevivencia, a diferencia
de los demas, ya que FSSp y FS mostraron una sobrevivencia del 10%, y por otro lado FMGs
y el C+ mantuvieron una sobrevivencia del 20%. ElI C+, FS y FSSp disminuyeron la
sobrevivencia en su totalidad hasta los 11, 14 y 15 dias, respectivamente, a diferencia del

control negativo, el cual al dia 16, mantuvo una sobrevivencia del 33.3% (Fig. 14).
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Figura 14. Porcentaje de sobrevivencia de adultos Aedes aegypti expuestos a cuatro
distintos formulados de la cepa B. bassiana BBPTG4 almacenados por 30 dias.

6.1.6 Evaluacion de trampas a nivel laboratorio.

Se evaluo el porcentaje de atraccion de dos trampas; un control, el cual contenia el
formulado en polvo sin el ingrediente activo (IA) y otra con el formulado FMGsSp, el cual
mostré un mejor resultado, en la viabilidad. En los resultados obtenidos, la trampa con
FMGsSp mostro un 26.5% de atraccion, mientras que la trampa control un 23.4%, aunque

no se mostraron diferencias significativas entre ellos (P > 0.05) (Fig.15).
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Figura 15. Porcentaje de atraccion de adultos de Aedes aegypti expuestos a trampas de

laboratorio con formulados funcionales, t-student.
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6.2 DISCUSION

Se ha documentado la atraccion de mosquitos hacia la acetona, acido lactico y
sacarosa, pero no se ha evaluado la citotoxicidad de estos en combinacion con conidios de B.
bassiana. En el presente estudio los conidios que permanecieron en suspensién con los
diferentes aditivos probados y el surfactante INEX-A al 0.5% no mostraron efecto citotoxico
en el tiempo 0, a excepcion del acido borico al 10%, el cual mostro diferencia significativa
(P <0.05) con respecto al resto de los compuestos (Fig. 4). Después de 5 dias de
almacenamiento a 25 °C * 2 °C, los conidios perdieron significativamente su viabilidad (P <
0.05) independientemente del tratamiento (Fig. 5). Segin Khachatourians y Qazi (2008), este
descenso puede deberse a los cambios en la permeabilidad membranal de los conidios, ya
que estos fueron almacenados en suspension y a temperatura ambiente, lo que permite la
produccion de enzimas, tales como proteasa, quitinasas, lipasas, peptidasas y fosfolipasas,
mismas que tuvieron efecto sobre la degradacion de éstas unidades infecciosas.

Posteriormente, los conidios en el tratamiento control, que se encontraban en
suspension en INEX-A 0.5%, tuvieron una disminucion del 100% de viabilidad a los 30 dias
de almacenamiento (Fig. 6). En un estudio realizado por Mascarin y Jaronski (2016),
mencionan que esto se puede deber a que el surfactante favorece la germinacion de los
conidios, y, por ende, su muerte debido a la escasez de nutrientes y oxigeno.

En un estudio por Luo et al. (2012) mencionan que el estrés osmético puede jugar un
papel importante en la viabilidad de los conidios a lo largo del tiempo, probablemente a la
sobresaturacion y la perdida de turgencia de la pared celular, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos en la viabilidad de los conidios en este estudio, ya que estos la perdieron
significativamente (P < 0.05), independientemente de la sustancia quimica probada, pero
principalmente en los tratamientos con &cido lactico y sacarosa a altas concentraciones; no
obstante, se observo que después de los 30 dias de almacenamiento, los conidios mostraban
una mejor viabilidad en los tratamientos con acetona 1% o 5%, sacarosa y miel al 1% (Fig.
6), resultados que demuestran un posible efecto conservador o de compatibilidad sobre los
conidios. En otros estudios como en el de Faraji et al. (2016) mencionan que puede existir la
compatibilidad de B. bassiana con otras sustancias, incluso con pesticidas quimicos y

semioquimicos, tales como abamectina, deltametrina, imidacloprida y espinosad.
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Por otro lado, Steiner et al. (2018) observaron que, al adicionar sacarosa como cebo
en trampas, estas mostraron un aumento significativo en la atraccién de diferentes arbovirus.
En el presente estudio, al probar la accion atrayente de la sacarosa refinada y la del laboratorio
al 2%, se mostr6 un mayor porcentaje de atraccion de mosquitos a la sacarosa con un 61.11%
en comparacion con sacarosa con un 45.8%, pero estos no mostraron diferencias
significativas (P > 0.05) (Fig. 7A), lo que nos indica de acuerdo a los costos, utilizar sacarosa
refinada para formulaciones posteriores.

Darbro et al. (2012) reportaron una mortalidad aproximadamente del 60% después
de 10 dias de exposicidn con B. bassiana. En el presente estudio, al evaluar la adicion de
Spirulina al FMG + sacarosa 2% con el IA (FMGsSp-1A), este mostrd una atraccion mayor
al 20% (P < 0.05) de Ae. aegypti, también aumentando significativamente su mortalidad en
un 26.7% (Fig. 7B). Al evaluar la formulacion hiumeda, se encontrd que ésta mejora el
porcentaje de atraccion en un 20%, lo cual puede deberse a la reactivacion de los
microorganismos presentes (Spirulinay otros); sin embargo, la diferencia no fue significativa
comparada con el FMGsSp-1A seco (Fig. 7C).

En un estudio realizado por Corréa et al. (2015) utilizaron la fibra de coco en la
formulacién para mejorar la vida de anaquel de Pseudomonas chlororaphis, la cual se pudo
conservar hasta por 32 semanas. No obstante, eso fue lo contrario a lo que se mostr6 en este
estudio, ya que los formulados que tenian como matriz la fibra de coco, mostraron una
disminucion altamente significativa (P < 0.01) de la viabilidad de los conidios de B. bassiana
desde el dia 15 y para los 30 dias ya habian perdido la viabilidad de los conidios en su
totalidad (Fig. 10 y 11), lo que sugiere que probablemente este tipo de sustrato y a pesar de
su previa molienda, no genera una mezcla homogeénea y por lo tanto los conidios quedan mas
expuestos ante factores abidticos que perjudican la viabilidad de este (luz, aumento de
temperaturas, baja humedad, etc.).

Las formulaciones mas efectivas fueron la de los tratamientos FMGsSp4 y FMGs4, a
base de harina, almidon de maiz y grasa vegetal, los cuales mantuvieron la viabilidad de los
conidios de B. bassiana en 1.4 y 1.6 x 108 UFC/g a los 120 dias de almacenamiento (Fig.
12); esto puede deberse a que el uso de los distintos aditivos ayudo a la proteccion de distintos
factores abioticos anteriormente mencionados. Por lo tanto, la adicion de Spirulina aumenta

la atraccion de Ae. aegypti; sin embargo, no otorga ningun beneficio conservador al
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formulado microgranular, como se pudo ver en éste experimento con el tratamiento FMGs4
y a temperatura de 28°C en el mismo tratamiento. En un estudio por McGuire et al. (1995)
realizaron una formulacion pulverizable de Bacillus thuringiensis (Bt), la cual estaba
compuesta por una combinacion de sacarosa y almidon de maiz comercial, y observaron en
sus bioensayos que las hojas donde trataron con las formulaciones mostraron una mayor
actividad residual de Bt después de lluvia en el campo.

Al evaluar la efectividad de los formulados, se observé que al tiempo 0, el control (+)
tuvo una mejor efectividad en cuanto al porcentaje de sobrevivencia de Ae. aegypti, esto se
debid a que los conidios se encontraban mas expuestos a los mosquitos, que en formulacion.
En cuanto a los mejores tratamientos, se encontré que los formulados con adicion de
Spirulina (FMGsSp, FSSp) causaban la mejor disminucion de la sobrevivencia en el tiempo
0. No obstante, el mejor tratamiento al tiempo 30, fue el FMGsSp, ya que a los 7 dias después
de la exposicion causo una mortalidad del 100% a diferencia de los demas tratamientos, lo
cual concuerda con la viabilidad encontrada en dichos tratamientos en un rango de 2 x 107 —
1 x 108 UFC/g (Fig.13 y 14). En un estudio realizado por Darbro et al. (2012) mostraron que
el uso de conidios de B. bassiana en una formulacion liquida con aceite redujo la
sobrevivencia de Ae. aegypti en un 61 — 69 % después de 10 dias de exposicion a ellos en
un sistema semi-campo con jaulas pequefas. De Paula et al. (2018) utilizaron telas negras
impregnadas de conidios de B. bassiana en trampas de plastico PET, ellos observaron un
aumento de la atraccion de Ae. aegypti de 31 a 66% y una disminucion de la sobrevivencia
del 52% en un tiempo de 120 h. En el presente estudio se evalu6 una trampa disefiada de tela
con la adicion de FMGsSp y, se encontrd una atraccion del 26.5% a diferencia del estudio
anterior, esto debido a que el sistema de infeccion implementado genera una volatilizacion
mas acelerada de compuestos atrayentes (sacarosa y Spirulina) en condiciones de semi-

campo utilizando jaulas (Fig.15).
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7. CONCLUSIONES

El uso del &cido bédrico al 5% y al &cido lactico a los 8 pg/uL al tiempo cero,
mostraron una disminucion significativa de la viabilidad de los conidios de la cepa
BBPTG4 de B. bassiana.

La acetona (1 y 5%), sacarosa y miel al (1%) mantuvieron la viabilidad de conidios a

los 30 dias de almacenamiento.

Se lograron identificar aditivos compatibles con conidios de B. bassiana y accion

atrayente de Ae. aegypti.

El formulado microgranular con Spirulina sp. (FMGsSp) mostré una mayor atraccion

comparado con el mismo formulado con sacarosa al 2% (FMGs).

La viabilidad de los conidios de B. bassiana en el FMGsSp no se afectd después de

almacenarse por 45 dias tanto a temperatura ambiente como en refrigeracion.

Los formulados FMGsSp4 y FMGs4 mantuvieron significativamente la viabilidad de

los conidios de B. bassiana PTG4 durante 120 dias.

El formulado FMGsSp fue el méas efectivo en el tiempo O y 30 dias de
almacenamiento en la disminucién del porcentaje de sobrevivencia de Ae. aegypti.
Por lo tanto, fue posible el desarrollo de un formulado con una vida de anaquel
favorable para mantener la viabilidad de conidios de B. bassiana, asi como ser

efectivo para atraer y reducir la sobrevivencia de Ae. aegypti

La trampa con FMGsSp en el laboratorio, mostro un mayor porcentaje de atraccién

en Ae. aegypti.
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