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CEBOS PARA EL CONTROL DE LA CUCARACHA ALEMANA Blattella germanica
(DICTYOPTERA: BLATTELLIDAE) FORMULADOS CON HONGOS
ENTOMOPATOGENOS Y ACIDO BORICO

Gabriela Hernandez Ramirez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2013

Blattella germanica (Dictyoptera: Blattellidae) es la especie mas importante de las
cucarachas sinantropicas en el mundo. En este trabajo se evalud la patogenicidad de
aislamientos de Metarhizium anisopliae, M. pingshaense y Beauveria bassiana en ninfas y
adultos de B. germanica. Para ofrecer una alternativa al uso de insecticidas en el manejo
de B germanica, se desarrollo una formulacién de cebo en polvo y pellet. Se determino la
preferencia de adultos de esta cucaracha, a diferentes dosis de azucar glas (0.125, 0.25,
0.5, 0.75M) como fagoestimulante y se evalu6 la compatibilidad del 4cido bdrico con los
hongos M anisopliae y B bassiana en estos cebos. Finalmente, se evaluo via oral, la
virulencia de cebos formulados con azucar glas 0.5 M, acido bdrico (0.5, 1, 2, 4%) y
esporas de aislamientos de M. anisopliae (Ma2, Ma3, Ma7) y M. pingshaense (Ma5) contra
ninfas de quinto instar de B. germanica. Se confirmo la diferencia de susceptibilidad de
ninfas y adultos de la cucaracha alemana a estos hongos y se demostré que las ninfas de
quinto instar de B. germanica son menos susceptibles a la infeccion por estos
entomopatogenos. El valor de CLso para los aislamientos fue de 1 - 3 x 107 esporas / mL.
La concentracion de aztcar glas mas atractiva fue 0.5 M. La combinacion de 2% de
acido borico (AB) con esporas de M. anisopliae y B. bassiana no afectd la viabilidad de
estos hongos. Los resultados de la evaluacion oral de los cebos con acido bdrico y
Metarhizium sobre ninfas de la cucaracha alemana causé mortalidades de 100% y el
mejor TLso fue 10 d para los cebos con 2% de 4cido borico. La mejor formulacion fue,
pellet con 2% AB y 2 x 108 esporas / g de cebo. Estos resultados demuestran un efecto
sinérgico entre el AB y Metarhizium y ofrecen una alternativa potencial para el manejo

de B. germanica.

Palabras clave: cucaracha alemana, hongo entomopatogeno, plagas urbanas, virulencia.



BAIT FOR CONTROL OF THE GERMAN COCKROACH Blattella germanica
(DICTYOPTERA: BLATTELLIDAE) MADE WITH ENTOMOPATHOGENIC FUNGI
AND BORIC ACID

Gabriela Hernandez Ramirez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2013

Blattella germanica (Dictyoptera: Blattellidae) is the most important specie of
synanthropic cockroaches in the world. In this study we evaluated the pathogenicity of
isolates of Metarhizium anisopliae, M. pingshaense and Beauveria bassiana in nymphs and
adults of B. germanica. To offer an alternative to the use of insecticides in the control of
B germanica, developed a bait formulation in powder and pellet. We determined the
preference of adults of this cockroach, at different doses of sugar (0.125, 0.25, 0.5, 0.75M)
as phagostimulant and assessed the compatibility of boric acid with the fungus M
anisopliae and B bassiana on these baits. Finally, we evaluated orally baits virulence 0.5M
formulated with sugar, boric acid (0.5, 1, 2, 4%) and spore of M. anisopliae (Ma2, Ma3,
MA?) and M. pingshaense (MAD5) against fifth-instar nymphs of B. germanica. Differences
in susceptibility of nymphs and adults of the German cockroach to these
entomopathogenic fungi were confirmed and shown that fifth instar nymphs of B.
germanica are less susceptible to infection. The LCso value for the isolates was 1 to 3 x 107
spores / mL. Sugar concentration was 0.5 M more attractive. The combination of 2%
boric acid (AB) with spores of M. anisopliae and B. bassiana did not affect the viability of
these fungi. The oral evaluation results of boric acid baits and Metarhizium on German
cockroach nymphs caused 100% mortality and LTs was 10 d for baits with 2% boric
acid. The best formulation was, pellet with 2% AB and 2 x 108 spores / g of bait. These
results demonstrate a synergistic effect between the AB and Metarhizium and offer a

potential alternative for the management of B. germanica.

Keywords: German cockroach, entomopathogenic fungi, pathogenicity, urban pest
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I. INTRODUCCION GENERAL

La cucaracha alemana, Blattella germanica (L.), es una plaga de importancia econdmica
en areas urbanas porque esta estrechamente asociada con el ser humano, y su presencia
deja la sospecha de una amenaza a la salud humana por los patégenos con los que se
asocia. Entre los organismos patogenos que se han aislado de cucarachas recolectadas
en ambientes domésticos y peridomésticos estan Salmonella, Staphilococcus, Bacillus,
Clostridium, Escherichia coli, Shigella disenteriae y los protozoarios que causan la

Toxoplasmosis parasitica (Brenner, 2002).

Entender la biologia y el comportamiento basico de las cucarachas es esencial para su
manejo. Tradicionalmente, las cucarachas se han controlado usando una variedad de
sustancias toxicas aplicadas como plaguicidas residuales. Estos incluyen insecticidas
organofosforados, carbamatos, e insecticidas de origen botdnico como piretrinas y
piretroides (Pachamuthu y Kamble, 2000). Actualmente, el uso de cebos toxicos se
emplea extensivamente en el control de cucarachas en forma de estaciones cebadas, que
se colocan dentro y fuera de las dreas afectadas, para reducir la exposicion humana a los

agentes quimicos (Gore et al., 2004).

Algunas de las ventajas de los cebos (tabletas o gel) es que se aplican en forma mas
localizada al origen de la plaga, hendiduras, orificios o grietas, y asi las toxinas son
menos diseminadas y riesgosas para el ser humano. Los cebos de acido borico tienen un
largo historial como insecticidas en el manejo de plagas urbanas, y han demostrado ser
una alternativa efectiva a los insecticidas neurotéxicos (Ebeling et al., 1966; Strong et al.,

1983; Cochran, 1995; Gore y Schal, 2004).
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El control biologico también se ha planteado como una alternativa viable para el
combate de las cucarachas. Los hongos entomopatogenos son uno de los grupos con
potencial para su uso como agentes de control bioldgico para insectos vectores de
enfermedades como las moscas, mosquitos y cucarachas (Quesada-Moraga et al., 2004;
Milner y Pereira, 2007, Lopes y Alves, 2011). A pesar de que los hongos
entomopatdgenos tienen la capacidad patogénica para ser agentes potencialmente
efectivos, el tiempo requerido para controlar a las cucarachas es el factor mads
importante que limita su aplicacién. Por esta razdén, surgid la necesidad de reforzar la
actividad bioldgica de los hongos entomopatdgenos con la integracién de dosis

subletales de insecticidas (Pachamuthu ef al., 1999).

Una de las opciones para mejorar la eficacia de los hongos entomopatdgenos ha sido la
combinaciéon con insecticidas organosintéticos como imidacloprid, clorpirifos,
propetamfos y ciflutrin (Kaakeh et al., 1996; Pachamuthu et al., 1999; Pachamuthu y
Kamble, 2000). Asimismo, algunos otros productos como el acido bdrico pueden
intensificar el poder infectivo de patdogenos como Bacillus thuringiensis (Tanada y Kaya,

1993) y Metarhizium anisopliae (Zurek et al., 2002).

Los estudios de compatibilidad in vitro entre entomopatdgenos e insecticidas se han
dirigido sobre todo para el control de plagas agricolas, pero ain no se han evaluado
ampliamente para el control de Blattella germanica. Esta integracion de agentes
biolégicos con concentraciones subletales de insecticidas puede reducir la
contaminacion de los habitats urbanos, mejorando la seguridad del hombre
(Pachamuthu et al., 1999; Pachamuthu y Kamble, 2000; Zurek et al., 2002). En esta
investigacion se planted entender las interacciones de un cebo formulado con azucar
glas como fagoestimulante, dosis subletales de acido bdrico y esporas de hongos

entomopatogenos para evaluar su potencial sobre Blattella germanica.
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Objetivo general

Determinar el efecto del 4cido bdrico, sacarosa como fagoestimulante y los hongos
entomopatdgenos Metarhizium anisopline y Beauveria bassiana sobre su actividad

patogénica contra Blattella germanica.

Objetivos especificos

¢ Determinar la patogenicidad de aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana sobre

ninfas y adultos de B. germanica en condiciones de laboratorio.

e Evaluar el efecto del acido bdrico sobre la actividad patogénica de M. anisopliae y

B. bassiana.

e Determinar la efectividad de cebos formulados con diferentes concentraciones
de acido borico y esporas deM. anisopliae y M. pingshaense, contra ninfas de

quinto instar de B. germanica.

Hipotesis

La combinacidon de hongos entomopatdgenos, acido borico y un fagoestimulante en un
cebo contribuye a incrementar la actividad de virulencia de estos agentes de control
biologico, al incrementar mortalidad y reducir el tiempo letal medio (TLso), sobre

Blattella germanica.

Xiv



CAPITULO 1

REVISION DE LITERATURA

1.1 Las cucarachas. Las cucarachas son los insectos mas primitivos que existen, se sabe
que han estado presentes en la tierra desde hace aproximadamente 350 millones de
anos, a partir del periodo Siluriano, y comparten el mismo ancestro comun con los
mantidos y las termitas (Brenner, 2002). Las cucarachas se clasifican dentro del Orden
Blattaria y la mayoria de especies no estdn directamente asociadas con el hombre, solo
algunas han evolucionado en proximidad a los asentamientos humanos. Sus habitos
omnivoros han contribuido a su estrecha relacion fisica entre poblaciones con los seres

humanos (Appel, 1995).

Hay mas de 4,000 especies de cucarachas en el mundo, alrededor de 50 se encuentran en
interaccion con humanos, 17 de estas especies son plagas con diferentes grados de
importancia econdmica y cinco familias de especies de cucarachas son consideradas
plagas domésticas e incluyen a la mayoria de especies de las familias Blattidae,
Blattellidae y Blaberidae y solo algunos miembros de las familias Polyphagidae y
Cryptocercidae, que raramente llegan a ser considerados como plagas urbanas (Bennett

et al., 1997).

1.1.1 Descripcién de Blattella germanica. La cucaracha alemana, Blattella germanica
(L.) (Dictyoptera: Blattellidae), procede de Africa o de Asia, pero se ha diseminado
mediante el intercambio comercial a todo el mundo. Es de color café claro, los adultos
miden de 10 a 16 mm de largo y tiene antenas largas. Esta especie se distingue por tener

2 lineas oscuras en el pronoto. Requiere de condiciones hiimedas y cdlidas (30 a 33 °C)



proximas a alimento. Principalmente se encuentran en ambientes urbanos como cocinas
y alacenas, con focos secundarios en bafios y otras estructuras (Brenner, 2002). Su alta
capacidad adaptativa alimenticia (omnivora) y de comportamiento la hace una de las

plagas mas resistentes a plaguicidas (Bennett et al., 1997).

1.1.2. Biologia y reproduccion. Blattella germanica se caracteriza por ser un insecto
hemimetabolo, es decir, de metamorfosis incompleta y su ciclo de vida presenta tres
estados de desarrollo: huevo, ninfa y adulto. Los sexos pueden separarse facilmente
porque existe dimorfismo sexual, la hembra presenta una coloraciéon oscura y es de

mayor tamafo (Ross y Mullins, 1995).

Huevo. La cadpsula de huevos u ooteca se parece a una pequefa bolsa esclerosada, color
marron. Mide 8 mm de largo, 3 mm de alto, y 2 mm de ancho. Los embriones se
encuentran en compartimentos individuales, dos en cada lado en la ooteca a excepcion
de los huevos individuales que estan en los extremos. Las ootecas se comprimen
lateralmente, son convexas en la superficie exterior y planas en la superficie interior.
Poseen pequefios espacios de aire con aberturas a la superficie exterior o en forma de
quilla, que proporcionan aire a los embriones que se desarrollan dentro (Bennett et al.,

1997).

El namero de embriones en el interior de una ooteca varia con la cepa de cucarachas, la
edad de la hembra y de las condiciones del medio ambiente. El nimero de embriones
presente en la primera y segunda ootecas de una hembra es generalmente similar, pero
tiende a disminuir a partir de la tercera, cuarta y quinta, donde frecuentemente tienen

menos de 30 embriones.



La ooteca permanece unida al cuerpo de la hembra hasta que las ninfas se incuban y son
liberadas poco antes del periodo embrionario que va de 20 a 30 dias; sin embargo, en
algunas ocasiones las ninfas neonatas pueden romper la ooteca, mientras atin esta
pegada al cuerpo de la hembra. Normalmente una ooteca llega a producir de 30 a 40
ninfas y las hembras durante su vida producen alrededor de 4 a 8 ootecas, aunque

algunas de éstas seran infértiles (Ross y Mullins, 1995).

Ninfa. Esta especie presenta 5 a 6 instares ninfales e infrecuentemente exhibe un
séptimo instar, el cual se puede presentar por la pérdida de antenas o patas durante los
primeros estadios. El nimero de mudas de B. germanica se determina a partir de la
tercera etapa ninfal, donde las cucarachas son relativamente pequenas. La etapa de
ninfa tiene una duracion de aproximadamente 50 a 60 dias en condiciones normales y es

afectada por la variacion de la temperatura (Ross y Mullins, 1995).

Adulto. Los adultos emergen de la ultima muda ninfal, y existe un claro dimorfismo
sexual entre macho y hembra. La maduracion sexual de ambos sexos ocurre en los
primeros 7-10 dias del estado adulto. Los machos son de color amarillo marrdn, de
abdomen largo y delgado que frecuentemente se extiende mads alla de las alas. Las
hembras tienen alas oscuras con pelos que cubren totalmente el abdomen. Las hembras
son receptivas a los 5-6 dias de la muda. Los machos copulan varias veces y las hembras
solo una sola vez (Cochran, 1989). Las hembras presentan mayor longevidad, la cual
varia de 140 a 280 d; en cambio, los machos viven aproximadamente de 90 a 140 d (Ross

y Mullins, 1995).

Uno de los rasgos mas interesantes y significativos evolutivamente de la biologia en las
cucarachas es la reproduccion. Estos insectos forman una estructura de proteccion

denominada ooteca y de acuerdo al tipo de reproduccién pueden clasificarse en



oviparas, ovoviviparas y viviparas. B. germanica presenta una reproduccion ovipara. La
hembra retiene la ooteca dentro de su cdmara genital y se distingue porque es mucho
menos rigida que la de otras cucarachas; ademads, es permeable al agua, la cual es
proporcionada por la hembra para conservar la viabilidad de los embriones.
Posteriormente, la hembra deposita la ooteca sobre un sustrato bajo condiciones de alta
humedad para que suceda la eclosion, la emergencia de las ninfas y de esta manera

evitar muerte por desecacion (Roth, 1985).

1.1.3. Comportamiento y habitat. B. germanica es muy activa principalmente durante el
atardecer y la noche, ya que permanece en sus refugios durante los periodos diurnos. La
cucaracha alemana segrega un semioquimico que genera la atraccion de una colonia de
su especie, denominado feromona de agregacion, el cual hace que los individuos de esta
especie manifiesten un comportamiento gregario. Los individuos con este tipo de
comportamiento regularmente se encuentran en agregaciones multigeneracionales de la

misma especie (Bennett et al., 1997).

La copula en la cucaracha alemana es precedida por un complejo comportamiento de
cortejo que es vital para el apareamiento. Los sexos se unen por medio de una feromona
sexual volatil emitida sélo por las hembras receptivas, las cudles muestran un
comportamiento tipico de llamado. Tras el contacto de las antenas del macho con la
cuticula de la hembra, éste muestra el cortejo caracteristico, se rota 180° en posicion
opuesta a la hembra y levanta sus alas, para exponer las glindulas tergales dorsales; que
sirven como reservorios de nutrientes en el séptimo y octavo terguitos, y dirige estas
glandulas a antenas de la hembra y los 6rganos gustativos. Las secreciones de estas
glandulas (proteinas, lipidos y azticares) sirven como atrayentes y fagoestimulantes

(Metzger, 1995).



Cuando el macho monta a la hembra esta se alimenta de la secrecidn, y se coloca en una
posicion adecuada para la cdpula y el macho se fija mediante broches caudales de la
genitalia de la hembra. El proceso de la copula se realiza en una hora o mas y durante
este tiempo se forma un espermatoforo, el cual es pasado a la camara genital de la

hembra (Metzger, 1995; Eliyahu, 2009).

La cucaracha alemana afecta la economia porque tiene habitos alimenticios omnivoros y
por su amplia distribucion. Los hdbitos omnivoros de las cucarachas son posibles
porque poseen enzimas denominadas celulasas enddgenas, producidas por bacterias y
protozoarios endosimbidticos metanogénicos ubicados principalmente en su intestino
medio. Estos protozoarios les permiten sintetizar moléculas complejas como la celulosa.
Los microbios estdan densamente empaquetados dentro del intestino, pero de una
manera predecible de disposicion espacial, la comida se procesa secuencialmente por

grupos de microbios especificos.

Los acidos grasos volatiles (AGV) estan presentes en el intestino grueso, lo que sugiere
la degradacion de celulosa y otros polisacaridos vegetales. La pared del intestino
posterior de las cucarachas es permeable a los acidos organicos, lo que indica que las
cucarachas pueden beneficiarse directamente de los productos de la fermentacion

microbiana (Sabree ef al., 2009).

1.1.4. Importancia econdmica y médica de Blattella germanica. La cucaracha alemana
es la especie sinantrdpica mas abundante y con una distribucién cosmopolita (Schal y
Hamilton, 1990). Se ha encontrado en todos los continentes en asociaciéon con los
humanos, su comida y su basura. Esta especie prefiere habitats con abundante

humedad (Appel, 1995).



Su principal caracteristica, que les infiere la importancia econdémica como plagas en
areas urbanas, se debe a que infestan los lugares que habitan los seres humanos y sus
areas de trabajo, representando una asociacion mas intima y cronica que la mayoria de

las otras plagas de importancia médico-veterinaria (Milner y Pereira, 2007).

Altas poblaciones de cualquier especie de cucaracha puede afectar adversamente la
salud humana en varias formas. Estas incluyen, contaminaciéon de alimentos con sus
excrementos, diseminacién de patdgenos, induccion de alergias y estrés psicoldgico

(Brenner, 1995, 2002; Bennett, 1997).

La cucaracha alemana lleva consigo un sinnimero de organismos patogenos (Brenner,
1995) y los puede transferir a los alimentos y superficies que tocan, ademas de las heces
fecales que dejan a su paso. Sin embargo, el riesgo para la salud asociado con la mayoria
de infestaciones de cucarachas es la producciéon de alérgenos. Estos alérgenos se

acumulan y son transportados por el aire, e inhalados por los residentes (Brenner, 2002).

La importancia médica de B. germanica es controversial, a pesar de tener la capacidad
para transportar bacterias (Alcaligenes faecalis, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus wulgaris, Salmonella bredeny), hongos (Aspergillus niger,
Mucor sp, Geotrichum candidum), protozoarios (Entamoeba histolytica, Giardia sp),
helmintos (Ascaris sp, Enterobius vermicularis) y virus (Poliomielitis, Hepatitis) nocivos
en humanos no necesariamente quiere decir que funge como vector (Brenner, 1995).
Aislar patogenos de las cucarachas, simplemente es indicativo de la fauna y flora
microbiana en los alrededores del ambiente doméstico. No obstante, puede causar

disturbios psicologicos y diferentes niveles de estrés mental (Milner y Pereira, 2007).



1.2 Manejo de Blattella germanica

El control de las poblaciones de cucarachas se ha logrado principalmente con el uso de
insecticidas residuales de contacto, inhibidores metabdlicos y reguladores de
crecimiento con diferente grado de toxicidad, que se aplican en sus sitios de refugio o

zonas de forrajeo (Schal y Hamilton, 1990).

El uso reiterado o continuo de estos insecticidas a menudo ha resultado en el desarrollo
de la resistencia en poblaciones de cucarachas (Schal y Hamilton, 1990; Zurek et al.,
2002; Quesada-Moraga et al., 2004). La resistencia a los insecticidas es un obstaculo
importante en la aplicacion de programas de manejo integrado de esta plaga. El
aumento de los niveles de resistencia a los insecticidas ocasiona tratamientos multiples
y cantidades excesivas de aplicaciones, que han generado preocupaciones por la salud
humana y el ambiente. Ademads, el nimero de insecticidas aprobados para combatir
estos insectos probablemente se reducird en el futuro por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los EE.UU., la Comision Reguladora en la Unién Europea y por la Ley de
Control de Agroquimicos de Corea del Sur (Chang et al., 2012).

Estos problemas fundamentan la necesidad para el desarrollo de alternativas de control
de B. germanica, particularmente a los insecticidas con accion fumigante, por lo dificil de
alcanzar los refugios profundos y que muchos de estos no se pueden aplicar en
entornos sensibles, como los lugares ptblicos, instalaciones industriales de alimentos y
hospitales (Schal y Hamilton, 1990; Zurek et al., 2002; Chang et al., 2012). Aunque se han
realizado propuestas para la inclusion de agentes de control bioldgico, la colocacion de
trampas y cebos toxicos que puedan integrarse en programas de manejo de cucarachas,
aun no son de uso difundido. Sin embargo, el potencial existe y se debe buscar mejoras
en las formulaciones que permitan incluir a estas alternativas de control (Quesada-

Moraga et al., 2004).



1.2.1. Insecticidas convencionales. Los insecticidas convencionales son productos de
origen quimico u organico, formulados con ingredientes de diferentes modos de accion.
Los mas empleados en el manejo de cucarachas son los de accidon neurotoxica, que
afectan su sistema nervioso, causandoles fallas locomotoras y respiratorias. Otros son
los inhibidores metabodlicos, que entran al intestino durante la ingestion y son
absorbidos dentro del cuerpo donde acttian sistematicamente, afectando el sistema
nervioso u otros procesos fisiologicos. Ademads, estos pueden actuar por contacto,
produciéndoles un efecto de derribo en un tiempo corto (dos minutos o menos),
mientras que los efectos cronicos que producen, se manifiestan en periodos mas
prolongados (una hora a varios dias) y generalmente finalizan con la muerte del insecto

(Rust, 1995).

Dentro de los insecticidas que se utilizan para el control de B. germanica se incluyen a
los organofosforados, carbamatos, insecticidas de origen botdnico como piretrinas y
piretroides, también otros compuestos como; hidrametilona, sulfuramida y reguladores
del crecimiento, cuyas formulaciones incluyen polvos humectables, concentrados
emulsionables, aerosoles para hendiduras, polvos y cebos (Schal y Hamilton, 1990; Rust,
1995; Gondhalekar y Scharf 2012). Sin embargo, varios factores como el estado de
desarrollo, sexo, capacidad reproductiva y status nutricional pueden influir en la
toxicidad de los insecticidas y mortalidad de los insectos (Suiter et al., 1993; Ross, 1997).
Abd-Elghafar et al. (1990), sefialan que la accidon de los insecticidas es afectada por el
sexo de las cucarachas y con sus estudios comprobaron que las hembras no gravidas de
B. germdnica son mas tolerantes a la aplicacion de insecticidas como amidinohidrazonas,
carbamatos, organofosforados, piretroides y piretrinas que los machos, ya que estos
fueron mas susceptibles a dichas aplicaciones. De igual manera, Koehler ef al. (1993)
reportaron que los ultimos instares ninfales de B. germanica fueron mas tolerantes a los

insecticidas Bendiocarb, Cipermetrina y Clorpirifos que los adultos y que las hembras



adultas son mas resistentes a estos insecticidas que los machos. Ellos concluyeron que la
susceptibilidad de las ninfas se debe a las diferencias de peso, tipo de insecticida y cepa

de la que provienen.

Qian et al. (2010), realizaron pruebas con los insecticidas Diclorvos y Propoxur con
aplicaciones tdpicas a una poblacion colectada en campo de B. germanica. Ellos
demostraron que las ninfas de seis semanas de edad fueron mas tolerantes a la accion
de estos productos que los individuos de otras edades (ninfas de cuatro y cinco
semanas). Esto se debe a que la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) decrece

conforme aumenta la edad de las cucarachas.

Dentro de los insecticidas empleados para el control de cucarachas, también podemos
mencionar a los reguladores del crecimiento, que pueden ser utilizados en el control de
esta plaga para evitar que las ninfas de cucarachas lleguen al estado adulto. Entre los
reguladores de crecimiento mas utilizados se encuentran los analogos de la hormona
juvenil y los inhibidores de la sintesis de quitina. Los andlogos de la hormona juvenil
regulan la maduracion morfoldgica y el proceso de reproduccion del insecto. Son
especificos de artropodos, tienen una baja toxicidad a mamiferos y son efectivos a bajas
concentraciones. Entre estos compuestos se mencionan al hidropreno y el fenoxicarb.
Los inhibidores de la sintesis de quitina evitan la formacion normal de quitina durante
la muda. Los machos que pasan al estado adulto usualmente tienen una vida corta;
mientras que las hembras tienden a abortar las ootecas. Ejemplos de algunos

inhibidores en el mercado son las polioxinas y benzoilfenilureas (Rust et al., 1995).

1.2.2. Insecticidas inorgdnicos y polvos. Los insecticidas inorganicos comenzaron a
utilizarse antes y durante la segunda Guerra Mundial para el control de cucarachas.

Entre los compuestos mas utilizados se encuentran los que contienen boro y fltor;



principalmente borax, acido borico y el fluoruro de sodio, los cuales han sido
formulados y aplicados en forma de polvos en los refugios de B. germanica (Appel,

1986).

El acido borico (HsBOs) es un polvo no volatil, y es de accion lenta cuando se ingiere
(aplicado como polvo fino o en solucidén diluida), dafia la cuticula de las cucarachas,
debido a que es un potente abrasivo y les puede causar severas heridas en el epitelio de
su intestino medio, matandolas a través de la interferencia en la absorcion de nutrientes
o reduccion cuticular de lipidos, lo que les provoca desecacion. Estos efectos son
causados principalmente en adultos, ya que las ninfas pueden acelerar el proceso de
muda, con lo cual evitan que el polvo se adhiera a la cuticula y les pueda causar la
muerte. Ademas el uso del acido borico ofrece las ventajas de no ser absorbido a través
de la piel y su toxicidad en mamiferos es relativamente baja, lo que ha contribuido a su

favorable historial de seguridad como insecticida (Habes, 2006).

Otro material con propiedades insecticidas empleado para el control de B. germanica es
la silica inorganica, que tiene la capacidad de absorber la humedad, lo que reduce los
lipidos cuticulares y causa desecacion en el insecto blanco (Appel, 1990). En
investigaciones realizadas por Ebeling (1971) y Akbar et al. (2004) se indicd que la
toxicidad de las diatomdaceas depende principalmente de sus propiedades fisicas, y no
de su composicion quimica. Faulde et al. (2006) concluyen que la absorcion eficaz de los
lipidos y acidos grasos epicuticulares de los insectos son el principal modo de accion de
los polvos formulados con tierras diatomeas, que provocan la desecacion de los
artropodos. Los polvos inorganicos presentan ventajas como larga duracion, bajo olor,
que no son volatiles, son estables, no se absorben en superficies porosas como papel y

madera, ademads no generan repelencia (Appel et al., 2004).
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1.2.3. Cebos y Atrayentes Los cebos son mezclas de insecticidas con alimento o agua
que atraen a las cucarachas y las matan después de que comen o beben en pequenas
porciones, o bien, son combinaciones de insecticidas con comida, olor o feromona que
mata a los insectos atraidos si entran en contacto con el ingrediente activo (Reierson,
1995). Los cebos para el control de cucarachas se han evaluado por décadas, y pueden

reducir la dependencia del uso de tratamientos a base de polvos y aerosoles.

Cebos que contienen algun ingrediente activo de insecticidas se han empleado
extensivamente en el control de cucarachas en forma de “estaciones cebadas”, éstas se
colocan dentro y fuera de las areas afectadas para reducir la exposiciéon humana a los
agentes quimicos (Reierson, 1995). Otras formulaciones de cebos en gel o en pasta se
usan en puntos mas dirigidos, como hendiduras y grietas o rendijas, para hacerlas
inaccesibles al contacto con nifios y mascotas (Gore y Schal, 2004). Algunos compuestos
inorganicos, tales como sulfato de talio, arsénico y fésforo, ademas del acido borico,
borax y el fluoruro de sodio se han utilizado en los cebos, los cuales han sido mezclados
con comida o agua y colocados en los sitios donde se encuentran o refugian las

cucarachas (Reierson, 1995).

Los cebos toxicos en gel se utilizan cada vez mads para controlar poblaciones de
cucarachas. Para ser eficientes, las formulaciones en gel deben ser apetecibles y no
repelentes, faciles de consumir y con suficiente toxicidad. El nivel de explotacién de una
fuente alimenticia depende de las necesidades nutricionales del recolector, asi como de
los factores externos no relacionados tales como la ubicacion, la cantidad, la calidad, la
accesibilidad y los factores ambientales como temperatura, luz, humedad y olores

(Durier y Rivault, 2003).
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B. germanica consume una amplia gama de alimentos. Una fuente de alimento puede ser
explotada, ya sea por un individuo o como generalmente es el caso, por un grupo de
cucarachas. La probabilidad de interacciones agresivas se incrementa cuando el nimero

de cucarachas que se alimentan juntas aumenta (Reierson, 1995).

Gore y Schal (2004) evaluaron en laboratorio soluciones de acido boérico y aztuicares en
diferentes concentraciones para el control de B. germanica. Ellos determinaron la
efectividad de tres boratos (tetraborato de sodio, octaborato disddico tetrahidratado y
acido bdrico) a las concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5%. En concentraciones mayores al
2% de acido borico el tiempo letal TLo se redujo a 4 dias, mientras que para el
tetraborato y el octaborato el TLo fue de 6 y 7 dias respectivamente. Los mismos autores
probaron la efectividad de monosacaridos y disacaridos como fagoestimulantes, ellos
expusieron machos o hembras de B. germanica durante 24 o 48 horas para elegir entre un
vial con agua limpia y otro con 0.1 M de 13 azucares (como la fructosa, sacarosa,
maltosa, glucosa, ribosa, xilosa, galactosa y trealosa, entre otras), combinadas con acido
borico al 1%. La maltosa y la sacarosa ocasionaron que los insectos consumieran
cantidades letales de acido bdrico durante las 24 horas en las que estuvieron expuestos.
El control fue sometido a soluciones de 4cido bdrico de 0.5, 1.0 y 2.0 % sin aztcares,
causando una mortalidad con TLs=5.8 dias en la combinacién con el acido borico 2% y
los valores de TLa rebasaron los 15 dias al disminuir la concentracién de acido borico.
Los autores seleccionaron concentraciones de 0.01 al 2.0 M de los aztcares (maltosa,
sacarosa, glucosa y fructosa) para combinarlas en un cebo en solucion acuosa con acido
borico a concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0%. En sus resultados observaron que con las
combinaciones de acido bdrico al 2%, y concentraciones de azticar mayor a 1 M, los
cebos fueron rechazados por las cucarachas y en consecuencia se incrementaron los
valores de TLo. Los tratamientos con sacarosa y maltosa fueron los mas efectivos para

causar mortalidad.
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1.3. Control bioldgico de cucarachas. El control de insectos en areas urbanas es
deseable pero la exposicion a insecticidas quimicos en los hogares y jardines es de gran
inquietud para el publico. El problema es que hay muy pocas alternativas biologicas a
los insecticidas quimicos disponibles para el uso publico (Quesada-Moraga et al., 2004).
En ambientes urbanos, las cucarachas no se encuentran asociadas a sus enemigos
naturales, y sus poblaciones son reguladas principalmente por los factores abioticos y

algunos patdgenos que han logrado coevolucionar (Schal y Hamilton, 1990).

Se han descubierto formas de control bioldgico para el manejo de cucarachas como el
uso de los parasitoides Comperia merceti (Himendptera: Evaniidae) y Aprostocetus
hagenowii (Himendptera: Eulofidae), avispas parasiticas o parasitoides, nematodos
entomofilicos, bacterias, virus, protozoarios depredadores y hongos entomopatdgenos
(Milner y Pereira, 2007). Los patogenos de insectos son una alternativa posible al uso
comun de los insecticidas altamente toxicos. La literatura sobre los patdgenos de
cucarachas fue revisada por Suiter (1997), €l concluyé que la patogenicidad de muchos
de los patdgenos descritos no se ha probado en campo, y que los agentes con mas
potencial para el control de estas plagas son los hongos por su dispersion pasiva,
seguridad al ambiente, su alto potencial de especificidad y porque no son detectados en

los hogares.

1.3.1 Hongos entomopatdgenos. La cucaracha alemana contribuye significativamente al
asma infantil, la transmisién de patdgenos entéricos, y disminucion de bienestar
psicoldgico. La forma mas eficiente para superar estos problemas asociados con la
cucaracha alemana es a través de un control eficaz. Sin embargo, la resistencia a los
insecticidas es un factor limitante en el control eficiente de esta plaga (Zurek et al., 2002;

Quesada-Moraga et al., 2004; Lopes y Alves, 2011).
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El uso de insecticidas biologicos basados en hongos entomopatdgenos resulta ser una
alternativa potencial para el manejo de poblaciones de B. germanica, porque son indcuos
para el ser humano, no hay reportes de que generen resistencia en las poblaciones de
esta plaga, pueden ser agregados a formulaciones en cebos (Lopes y Alves, 2011), tienen
la capacidad de ser transmitidos de cucarachas enfermas a insectos sanos mediante la
coprofagia lo que puede facilitar su diseminacion a las poblaciones (Kaakeh et al.,

1996).

Los hongos entomopatogenos requieren de una humedad alta para poder infectar a su
huésped, por lo que las epizootias naturales son mas comunes durante condiciones de
alta humedad (Tanada y Kaya, 1993). Estos microorganismos acttan por contacto, ya
que causan la patogenicidad por invasion a través del integumento del insecto, por
medio de la adhesidon de las unidades infectivas (conidia y espora) a la superficie
cuticular. En condiciones favorables de humedad y temperatura (H.R. 270 % y 27-
32°C) las esporas que logran alcanzar al insecto forman un tubo germinativo, buscando
puntos que faciliten su penetracion. Esta penetracion es ayudada por la formacion de
células apresoriales, mismas que ejercen presion fisica sobre el exoesqueleto, ademas de
la produccion de enzimas proteoliticas, proteasas, quitinasas y lipasas, que pueden
degradar la cuticula y entrar en forma mecdnica y actuar de manera sinérgica para

digerir y penetrar la epicuticula (Ferron, 1978; Hajek y St. Leger, 1994).

Las principales areas de penetracion son la regién bucal, el ano, las regiones
intersegmentales y los espirdculos, sitios donde existe alta humedad que promueve la
germinacion de las esporas y permite la facil penetracion de las hifas. Posteriormente
ocurre la invasion del hemocele y tejidos, que se produce a través de cuerpos hifales entre
las 24 y 48 horas siguientes, lo cual finaliza con la muerte del hospedante, debido a las

micotoxinas segregadas y a los dafios mecdnicos; luego producen sustancias
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bactericidas que permiten el crecimiento de hifas en el caddver, aprovechando los

nutrientes para su desarrollo y esporulacion al exterior (Hajek y St. Leger, 1994).

Dentro de los hongos entomopatdgenos se encuentran especies que han sido
clasificadas como generalistas (Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae) y especificas
(Aschersonia aleyrodis, Hirsutella thompsonii, Entomophthora spp) (Tanada y Kaya, 1993).
Se considera que los hongos generalistas tienen la capacidad de infectar diferentes
ordenes de insectos, mientras que en los especificos, la actividad se restringe a una
especie, familia o un grupo de insectos. Los estudios han demostrado que los hongos
entomopatogenos Hyphomycetes producen toxinas insecticidas importantes. Una
toxina microbiana se puede definir como un veneno bioldgico derivado de un
microorganismo; la mayoria de estas toxinas producidas por los patdégenos son
péptidos, pero varian ampliamente en términos de estructura, toxicidad y especificidad.
Los diferentes efectos de las toxinas producidas por B. bassiana y M. anisopliae se han

observado sobre diferentes especies de insectos.

1.3.1.1 Aplicacion de Beauveria bassiana en el manejo de la cucaracha alemana. B.
bassiana es un hongo entomopatdogeno con un amplio rango de hospederos con
incidencia mas comun que Metarhizium sp., en los trépicos, condiciones que comparte
con el desarrollo de la cucaracha alemana. Ademads, se ha reportado infectando a la

cucaracha americana (P. americana) y a B. germanica (Mohan et al., 1999).

Se sabe que Beauverian produce toxinas de naturaleza peptidica, (beauvericina,
beauverolide H, bassianolide, isarolide A, B, y C) a las que les atribuyen propiedades
insecticidas y antimicrobiales. En cuanto a los efectos producidos por las toxinas, se ha
observado que éstas influyen sobre una serie de aspectos fisiologicos del insecto e

incitan una progresiva degeneracion del tejido a causa de la deshidratacion de sus
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células. Se ha senalado que tales toxinas, ademds de producirle la muerte al insecto,
pueden alterar procesos vitales en la metamorfosis y en la fecundidad (Taborsky, 1992).
Zukowski y Bajan (1996) examinaron la patogenicidad de cepas de Beauveria bassiana
contra B. germanica, el estudio incluyd cepas obtenidas por pases o reaislamientos de la
cucaracha alemana. La aplicaciéon de los tratamientos se realizo via oral, utilizando
cucarachas de diferentes sexos, adultos y ninfas de diferentes edades. Estos autores
sefialaron diferencias en la patogenicidad de las cepas de B. bassiana sobre las
poblaciones estudiadas. El porcentaje de mortalidad de las cucarachas lo atribuyeron a
las propiedades patogénicas de las cepas, la concentracion de esporas de hongos en el
alimento y al sexo de los insectos. Ademas, indicaron que las cepas reaisladas de B.

germanica fueron mas eficaces en su accion sobre las cucarachas que antes de los pases.

Steenberg et al. (1998) trabajaron con aislamientos pertenecientes a seis especies de
hyphomycetes (Beauveria bassiana, B. brongniartii, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
(=Isaria)  fumosoroseus), —Paecilomyces farinosus (=Isaria  farinosa) 'y Verticillium
(=Lecanicillium) lecanii) seleccionados por ser infectivos contra cuatro especies de
cucarachas sinantrépicas (B. germanica, B. orientalis, P. americana y S. longipalpa). Ellos
reportaron que todos los aislamientos fungicos fueron infectivos, pero B. orientalis fue
notablemente menos susceptible, comparada con las otras especies. A su vez Indicaron
que M. anisopliae (aislado de un escarabajo) fue mas virulento en ninfas, hembras y
machos de B. germanica, comparados con el homdlogo de I fumosoroseus.
Adicionalmente senalaron que para ambas especies de hongos, las hembras de B.
germanica fueron menos susceptibles a la infeccion que los machos. Sin embargo, la
esporulacidn de los cadaveres de hembras adultas fue significativamente mas alta para
P. fumosoroseus, que produjo 10 veces mas conidia por cadaver, comparado con M.

anisopliae.
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Mohan et al. (1999) evaluaron la patogenicidad de tres aislamientos de Beauveria bassiana
contra P. americana, basandose en los habitos gregarios de estos insectos, para promover
una infeccidn inicial y una subsecuente diseminacion. Zukowski et al. (1999) evaluaron
la susceptibilidad de B. germanica con una aplicacion mixta de los hongos
entomopatdgenos B. bassiana y 1. farinosa. En la primera etapa del experimento las
cucarachas fueron infectadas con esporas de B. bassiana y mas tarde con esporas de I.
farinosa con una secuencia de tiempo de 24 y 72 horas. La mortalidad de las cucarachas
infectadas con hongos de dos especies diferentes fue mayor que en los insectos
infestados con un solo hongo. Sin embargo, estos autores reportaron un efecto muy
lento causando mortalidad de 90% en hembras y 100% en machos después del

transcurso de 50 dias.

1.3.1.2 Aplicacion de Metarhizium anisopliae en el manejo de la cucaracha alemana.
Pocos estudios han examinado el potencial de Metarhizium anisopline como agente de
control de insectos de importancia urbana, tales como termitas, hormigas y cucarachas
(Kaakeh et al., 1997). M. anisopliae es un ejemplo de un hongo que afecta ciertas especies
de cucarachas. Este hongo se ha administrado a cucarachas por un nimero de métodos,
incluyendo la aplicacion directa por aspersion topica, inmersion, inyeccion y por la
aplicacion del hongo en lugares donde viven los insectos (Kaakeh et al., 1996, 1997;
Pachamuthu y Kamble, 2000; Zurek et al., 2002; Quesada-Moraga et al., 2004; Lopes y
Alves, 2011).

Kaakeh et al. (1996) reportaron de 26 a 30 dias para obtener una mortalidad del 90% con
M. anisopliae, probado en la cucaracha alemana, por el método de contacto. Ellos
utilizaron la cepa del producto comercial Bio-Path® por EcoScience Corp. (Worcester,
MA). Debido a la acciéon lenta de este hongo, la formulacion comercial de M. anisopliae

estuvo a la venta por algunos afios y después se descontinud (Pachamuthu y Kamble,
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2000). Kaakeh et al. (1996) evaluaron la transmision horizontal de M. anisopliae y el
insecticida hidrametilona en poblaciones de ninfas de la cucaracha alemana. Estos
autores reportaron que la principal via de transmision horizontal fueron las heces
fecales contaminadas con ambos agentes. Esto lo demostraron combinando las heces
contaminadas con la dieta de laboratorio de las cucarachas, y exponiendo a insectos
sanos a su ingesta. Ellos reportaron mortalidades acumuladas de 100% (registrada a los
28 dias) y un valor del TLso de 10.1 dias para M. anisopliae, y de 12.5 dias para la
hidrametilona. Ademads, sefialaron que la transmision horizontal de ninfas muertas por
ambos agentes causo una tasa de mortalidad mas lenta y en menor proporcion para M.
anisopliae (77% de mortalidad y TLsc de 20 d) y para la hidrametilona (67% de
mortalidad y TLso de 14 d).

Kaakeh et al. (1997) evaluaron la actividad bioldgica del Imidacloprid, junto con M.
anisopliae, sobre poblaciones mezcladas de ninfas y adultos de Blattella germanica. Estos
autores reportaron mortalidades del 100% con las combinaciones de imidacloprid (500 6
1000 ppm) mas las concentraciones altas de Metarhizium anisopliae (2.5 x 107 y 2.5 x 10°
esporas / mL) en un periodo de 17 dias. Sin embargo, indicaron rechazo a los cebos de, y
concluyeron que los cebos solos con ese insecticida tienen un potencial limitado para el
manejo de la cucaracha alemana. A pesar de ello, consideraron que la combinacion de
Metarhizium y el insecticida pudieran tener un buen potencial de control, si ambos
agentes se combinan en una formulacion adecuada, que permita la dispersion del

patdgeno.

Pachamuthu et al. (1999) estimaron la virulencia de M. anisopliae (cepa Esc-1) sobre
machos adultos de la cucaracha alemana, B. germanica, y su compatibilidad con
insecticidas de uso comercial (propetanfos, clorpirifos y ciflutrin). Ellos inocularon 1 pL

de esporas (8x107 a 2x10° esporas/ mL), obteniendo un maximo de mortalidad de 86.3%
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a la maxima concentracidon y reportan un valor de DLs de 4.18 x10 8 esporas/ mL.
Ademas sefialaron que la combinacion de los insecticidas con M. anisopliae puede
afectar negativamente su crecimiento y esporulacion. Por lo tanto, recomiendan realizar
estudios in vitro para seleccionar la concentracion de insecticida adecuado que evite la

inhibicion en el desarrollo de este patogeno.

Zurek et al. (2002) combinaron la actividad del hongo entomopatoégeno M. anisopliae con
el acido bdrico contra B. germanica. Estos autores realizaron aplicaciones topicas de M.
anisopliae y del &cido bdrico de manera independiente. La concentracion de 0.2 g de
acido borico/m? caus6 una mortalidad del 100% en 15 dias (TLso= 5 dias), mientras que
las concentraciones mas bajas 0.1, 0.05 y 0.25 mataron el 88, 385 y 9.5%
respectivamente, durante los 28 dias del bioensayo. La concentracion mas alta de M.
anisopliae (0.40 g= 8.96x10° conidia/m?) eliminé al 92.5% de las cucarachas, mientras que
la mas baja (0.04= 8.96 x 10® conidia/m?) mato6 al 36.5%. Ademads, utilizaron diferentes
combinaciones de acido borico y M. anisopliae o polvo de harina, aplicandose a una
concentracion alta (0.2g de acido borico x 0.4 g de hongo o de harina /m?), a
concentracion media (0.05g de acido bdrico x 0.4 g de hongo) y a concentracion baja
(0.025g de 4cido borico x 0.04 g de hongo/m?) y obtuvieron mortalidades mas altas, que
con su aplicacidon por separado, matando el 100% de los insectos en 8 dias (TLso= 3 dias

para la concentracion alta y TLso=5 dias para la concentracion media).

Quesada et al. (2004) evaluaron cuatro concentraciones de esporas de la cepa EAMa
01/121-Su del hongo M. anisopliae sobre B. germanica. (4 x 10%, 4 x 107, 4 x 10% y 4 x 10°
esporas/ mL.) y reportaron una DLso de 1.4 x 10’esporas/mL (56,000 esporas/cucaracha).
Los valores mas cortos de tiempos letales medios (TLso) se obtuvieron a las dosis de
4x10® y 4 x 10° esporas/ mL respectivamente, con 14.8 y 5.3 dias. Ademads, evaluaron la

capacidad de transmision de hongos entre cucarachas infectadas y sanas y reportaron
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porcentajes de mortalidad de insectos infectados de 87.5% en una proporcion de 1:10
(infectado: sano), con valor de TLso de 12.2 dias, lo que indicd que esa cepa se transmitio
de manera horizontal y es posible que se propague rdpidamente la infecciéon en la
poblacién. También evaluaron el efecto de dosis subletales (DLso) de M. anisopliae,
realizando aplicaciones topicas sobre la cucaracha alemana. De esta manera, este
patogeno causd la reduccion en el nimero de ootecas producidas (solo 46 a 49%
respecto a testigo), viabilidad (48 - 85%) y nacimiento de ninfas de cada ooteca (22 —

35%).

Lopes y Alves (2011) encontraron diferencias de susceptibilidad en adultos y ninfas de
B. germanica (L.) por M. anisoplize, a través de un experimento de virulencia del
aislamiento ESALQ1037 (aislado de la hormiga de fuego Solenopsis invicta). Estos
autores determinaron la patogenicidad del aislamiento mediante la exposicion de los
insectos a una superficie contaminada o en cebo comercial, combinado con esporas de
M. anisopliae bajo condiciones de laboratorio. Ellos indicaron valores de DLso de 2,69 x
105 conidia por adulto, 15 dias después de la inoculacion, mientras que para las ninfas la
mortalidad maxima fue inferior al 50%. Ademas, los cebos con esporas de M. anisopliae

no tuvieron un efecto repelente sobre las cucarachas.

La mortalidad de adultos expuestos a los cebos fue inferior al 25%, y las ninfas no
fueron susceptibles. Ellos concluyeron que la diferencia de susceptibilidad pudo
relacionarse con la muda en la etapa de ninfa, que fue especialmente relevante cuando
el patogeno se inoculé inmediatamente antes de la ecdisis o cuando el intervalo de

tiempo entre ecdisis fue corto.
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CAPITULO 2

Susceptibilidad de ninfas y adultos de Blattella germanica (Dictyoptera:
Blattellidae) a Metarhizium (Ascomycota: Hypocreales) y Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill

2.1 INTRODUCCION

La cucaracha alemana, Blattella germanica (Dictyoptera: Blattellidae), representa
alrededor del 80% de las infestaciones de cucarachas sinantrdpicas en el mundo. Su
habilidad de asociacion con humanos y de contaminar los alimentos con sus heces y
fluidos corporales hace a esta especie de importancia econdmica y médica (Brenner,
2002). B. germanica se controla principalmente con insecticidas organosintéticos
(organofosforados, carbamatos, piretroides, neonicotinoides), pero se han presentado
casos de resistencia a estos productos en algunas poblaciones de esta especie

(Pachamuthu y Kamble, 2000; Chai y Lee, 2010).

Para reducir el uso y la exposicion a los plaguicidas en ambientes domésticos se han
explorado estrategias de control biologico para el manejo de cucarachas, entre las cuales
destaca el uso de los hongos entomopatdgenos como Metarhizium anisopliae (Gunner et
al., 1991; Andis, 1994; Pachamuthu et al., 1999; Quesada-Moraga et al., 2004; Hernandez-
Ramirez et al., 2007; Lopes y Alves, 2011) y Beauveria bassiana (Zukowski y Bajan, 1996;
Mohan et al., 1999; Herndndez-Ramirez et al., 2007). De estos trabajos se puede concluir
que aunque M. anisopliae y B. bassiana tienen el potencial de ser agentes de control
efectivo, su accion lenta ha limitado el uso eficaz de estos agentes bajo condiciones de
campo. Se ha indicado inconsistencia en efectividad y variaciones de mortalidad de 17

a 100% en el uso de B. bassiana para el manejo de P. americana (Mohan et al., 1999).
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La cepa ESC-1 de M. anisopliae se formulé comercialmente como Bio-Path® para el
control de cucarachas por Ecoscience, pero se interrumpio su comercializacion debido a
que ocasiona mortalidad inconstante. Al respecto, Kaakeh et al. (1996) informaron que
esta cepa requiere 28 d para causar 85% de mortalidad sobre la cucaracha alemana. Por
lo tanto, entender la biologia y el comportamiento de las cucarachas es esencial para su
manejo. Factores como el estado de desarrollo, el sexo, la capacidad reproductiva y el
estado nutricional de los insectos, pueden influir en la toxicidad de los insecticidas
(Suiter et al., 1993; Ross, 1997) o la capacidad infectiva de los hongos entomopatdgenos
y como consecuencia causar inestabilidad y variaciones en la mortalidad de las

cucarachas (Inglis et al., 2001).

Las posibles limitaciones de los hongos entomopatdgenos en el combate de B. germanica
son superadas por sus ventajas, principalmente inocuidad al ser humano. Por estas
razones, resulta necesario explorar la actividad patogénica de aislamientos de estos dos
hongos entomopatogenos en ninfas y adultos de esta cucaracha. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la susceptibilidad en ninfas y adultos de B. germanica a M.
anisopliae, M. pingshaense y B. bassiana para seleccionar los aislamientos mas virulentos

sobre B. germanica.

2. 2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Insectos. El pie de cria de B. germanica se obtuvo de una cepa susceptible a
insecticidas de la Universidad de Florida, Gainesville, FL. EE.UU., y se ha sido
mantenido e incrementado por cinco anos en el insectario del Posgrado en Fitosanidad
del Colegio de Postgraduados. Las colonias se conservaron en recipientes de plastico
(1.2 x 0.8 x 0.6 m), se les suministr6 agua en un bebedero de 500 mL, y en cada
recipiente se colocaron nueve cilindros de cartén plisado (20 x 32 cm) para refugio de

las cucarachas, estas se alimentaron con el producto comercial PROLAB 2500 Rodent
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Diet®. La cria se mantuvo a 27 + 2 °C, HR = 60% y fotoperiodo de 12:12 h (luz:
oscuridad). Con el fin de obtener grupos de edad homogéneos, las hembras con ootecas
se recolectaron y colocaron en un recipiente nuevo para esperar la emergencia de las

ninfas.

Para el bioensayo se establecieron tres grupos de edades representativas en la poblacion
de B. germanica. El primer grupo incluyé a ninfas de 15 d de edad, este grupo se
denomind E1 (ninfas de segundo instar aproximadamente); el segundo grupo fueron
ninfas de seis semanas de edad, E2 (quinto instar aproximadamente) y el tercer grupo
fueron adultos en proporciéon 1:1 (hembras y machos) de una semana de edad y se

denomind E3.

Cuadro 1. Aislamientos de Metarhizium empleados en esta investigacion.

Estad
Aislamiento Clave Huésped . .s a, (,) Origen
fisiologico
ETL Mal" Metamasius spinolae Adulto  Tlalnepantla, Morelos
Producto comercial
Destruxin Ma2" Coledptera y Homoptera Adulto LAVERLAM®
Meta-Savem Ma3" Plagas rizofagas — CESAVEM*
. Puruagua, Jerécuaro,
GC 002 Ma4 Phyllophaga sp. Larva Guanajuato, México
. Puruagua, Jerécuaro,
GC 001 Mab Phyllophaga sp Larva Guanajuato, México
Producto de Colegio
Saligreen Ma6" Aeneolamia postica Adulto de Postgraduados
23 Col Ma7" Phyllophaga sp. Larva Colima, México

* Metarhizium anisopliae
* Metarhizium pingshaense
*Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de México
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2.2.2. Obtencidn del indculo. Se emplearon cinco aislamientos de M. anisopliae, dos de
M. pingshaense (Cuadro 1) y 12 de B. bassiana (Cuadro 2), estos se propagaron en el
medio de cultivo SDAY (Sabouraud Dextrosa Agar + Extracto de Levadura 1%) y se
incubaron durante 20 d a 25 + 2 °C. Una vez que esporularon en el medio de cultivo, las
esporas se recolectaron con un pincel sintético No.2 estéril (120 °C y 1.2 atm de presion).
Con 0.3 g de esporas de cada aislamiento se preparé una suspension en 10 mL de

solucidn estéril de Tween 80® 0.03%.

Cuadro 2. Aislamientos de Beauveria bassiana utilizados en esta investigacion

Estado

Aislamiento Clave Huésped e otg s Origen
fisiolégico
Bb 107° Bbl Producto Comercial NOCON i Colima, México
Cepa Col-P
A9 (Bb88) Bb2 Periplaneta americana Adulto Reaislado en laboratorio
A12 Pic Bb3 Metamasius spinolae Adulto Tlalnepantla, Morelos
A7 (Bb 88)" Bb4 Hypothenemus hampei Adulto Costa de Oaxaca
Bb 105 -
.EE.UU.
(GHA) Bb5 Cepa GHA® Laverlam Corp. E
A1l Pic Bb6 M. spinolae Adulto Tlalnepantla, Morelos, México
A1l Pic Bb8 M. spinolae Pupa Tlalnepantla, Morelos, México
A2 Pic Bbl1l M. spinolae Larva Tlalnepantla, Morelos, México
A10 Pic Bb12 M. spinolae Larva Tlalnepantla, Morelos, México
S. ]. Sabinos, Pénjamo,
GC 015 Bb13 Phyllophaga sp Larva Guanajuato, México
S. ]. Sabinos, Pénjamo,
GC 018 Bb14 Phyllophaga sp Larva Guanajuato, México
A4 (GHA)' Bbl6 Cepa GHA ® ] Laverlam Corp. EE.UU.

L . o
Aislamientos monosporicos
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Para homogeneizar las suspensiones, se agitaron vigorosamente usando un vortex
(Genie II®) durante 5 minutos. La concentracidon de las esporas de cada suspension se
determind con una cdmara de Neubauer y se ajusto a 2 x 108 esporas/mL. El porcentaje

de germinacion se cuantificé a las 24 h.

2. 2. 3. Virulencia de Metarhizium en tres edades de B. germanica. Siete aislamientos
de Metarhizium (Cuadro 1) se evaluaron sobre los tres grupos de edades (E1, E2 y E3)
de B. germanica. Para inocular a los insectos estos se inmovilizaron a -4 °C por 3, 5y 7
min, respectivamente. La aplicacion se realiz6 de manera topica, depositando 2 pL de la
suspension de esporas (2 x 10 esp/mL) entre las coxas posteriores de cada insecto. Se
inocularon 10 cucarachas por tratamiento, en el testigo solo se trataron con 2 pL de una
solucion de Tween 80® 0.03% estéril. Después de la aplicacion, cada insecto se coloco de
manera individual en recipientes de plastico de 150 mL con alimento, agua y refugio a
27 +2 °Cy 60 + 10% H.R. Cada recipiente previamente se perforo de la tapa y se cubrio6
con tela de organza para permitir la ventilacion. La mortalidad se registrd cada 24 h

durante 20 d. Todo el experimento se repitié dos veces en el tiempo (n= 480 insectos).

2. 2. 4. Virulencia de Beauveria bassiana en tres edades de B. germanica. Con los 12
aislamientos de B. bassiana (Cuadro 2) se realizd la misma metodologia descrita
anteriormente para la obtencion del indculo y la evaluacion de virulencia sobre los tres
grupos de edad de B. germanica, bajo las mismas condiciones ambientales. La
mortalidad se registré cada 24 h durante 20 d y todo el experimento se repitié dos veces

en el tiempo (n= 780 insectos).

2.2.5 Dosis-Respuesta de Metarhizium aplicados a ninfas de quinto instar (E2) de B.
germanica. Los aislamientos Ma2, Ma3, y Ma7 de M. anisopliae y Ma5 de M. pingshaense

se seleccionaron por su virulencia y se probaron contra quinto instar (E2) de
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B. germanica. Para preparar las suspensiones se utilizé la metodologia descrita
previamente. De cada aislamiento se prepararon cinco concentraciones de conidia (2 x
106, 2 x 107, 2 x 108, 2 x 10° y 2 x 10, esporas / mL) diluidas en 10 mL de Tween 80®
0.03% estéril. Para la inoculacién, las cucarachas se inmovilizaron a -4 °C (durante 5
min) y se les aplicd topicamente 2 uL de una suspension de esporas entre las coxas
posteriores de cada insecto. En el testigo, las ninfas se trataron con 2 pL de una solucion
de Tween 80® 0.03% estéril. En todos los aislamientos se trataron 10 cucarachas por
cada concentracion y el experimento se repitio dos veces en el tiempo. Después de la
aplicacion, cada ninfa se colocd de manera individual en recipientes de plastico de 125
mL con alimento, agua y refugio bajo las condiciones descritas en el experimento

anterior. La mortalidad se registré cada 24 h durante 20 d.

2.2.6. Analisis estadistico. Con los datos de virulencia de los siete aislamientos de
Metarhizium y los 12 de B. bassiana se determinaron las curvas de supervivencia. Se
empleo el método Kaplan-Meier con PROC LIFETEST para calcular el tiempo medio de
supervivencia (T > t")= 50) o TLso producido por cada aislamiento en los tres grupo de
edad de la cucaracha. Ademas, se realiz6 la prueba de rangos Log-Rank para comparar
los siete aislamientos y las tres edades evaluadas (P < 0.05). Los datos de mortalidad del
experimento dosis-respuesta se analizaron con PROC PROBIT para estimar las CLs0 de
los aislamientos de M. anisopliae y M. pingshaense contra ninfas de la edad E2. Todos los
andlisis re realizaron usando el programa estadistico SAS para Windows V 9.2 (SAS,

2009).

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Virulencia de Metarhizium en tres edades de B. germanica. El porcentaje de
germinacion de las esporas en los cinco aislamientos de M. anisopliae y los dos de M.

pingshaense fue mayor a 93% en todos los casos.
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Cuadro 3. Mortalidad de ninfas y adultos de B. germanica tratados con M. anisopliae (Mal, Ma2,
Ma3, Ma6, Ma7) y M. pingshaense (Ma4, Mab)

TLso L. L L. S.

Aislamiento Edad  Mortalidad (%) (dias) = P-value

Mal El 80 5.00 3 13
E2 60 12.00 6 ND  0.0134*
E3 45 - - -

Ma2 E1l 80 5.50 2 16
E2 60 16.50 8 ND  0.0157%
E3 95 8.00 3 10

Ma3 E1l 80 9.00 3 18
E2 70 13.00 5 ND 0.2849
E3 95 10.00 6 13

Ma4 El 65 6.50 3 ND
E2 40 - - - 0.0171*
E3 85 11.50 7 16

Mab E1l 55 12.00 6 ND
E2 75 7.00 4 19 0.0902
E3 90 7.00 4 13

Maé El 90 6.50 3 12
E2 70 13.50 8 - 0.0087*
E3 100 7.00 5 9

Ma7 El 85 5.00 4 10
E2 100 5.50 4 9 0.2745
E3 100 5.00 5 6

*Indica diferencias significativas de cada aislamiento en las tres edades (P<0.05) n= 420 cucarachas.
E1 ninfas del 2° instar, E2 ninfas de 5° instar, E3 adultos. Inoculacién tépica con una dosis de 2 x 105
esporas / insecto.

En la presente investigacion se comprob¢ la capacidad infectiva de los aislamientos de
M. anisopline (Mal, Ma2, Ma3, Ma6 y Ma7) y M. pingshaense (Ma4 y Mab) sobre tres

edades diferentes de B. germanica.
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Figura 1. Curvas de Supervivencia de aislamientos de M. anisopliae (Mal, Ma2, Ma3, Ma6, Ma7) y M.

pingshaense (Ma4, Mab) sobre los grupos de edad E1, E2 yE3 de B. germanica

La efectividad de aislamientos de M. anisopliae sobre esta plaga se ha documentado en

mas de una ocasion (Gunner ef al. 1991, Andis 1994, Zukowski y Bajan 1996, Mohan et

al. 1999, Pachamuthu et al. 1999, Quesada-Moraga et al. 2004).
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La virulencia de los aislamientos contra B. germanica resulté diferente (Log-Rank
<0.0001). El aislamiento que causé mayor mortalidad sin diferencias significativas en
las tres edades evaluadas fue el Ma7 (Cuadro 3). Ademas, este aislamiento registr6 los
TLso mas bajos; 5 d (E1 y E3) y 5.5 d (E2). Se observaron valores de TLso similares para la
E1l con los aislamientos Mal y Ma2 (5 y 5.5 d respectivamente). El aislamiento Ma4
causo la menor mortalidad en los adultos (40%), y el Mal la menor mortalidad (45%) de

ninfas de quinto instar (E2).

En la mayoria de los aislamientos se observaron diferencias de susceptibilidad en las
tres edades. Sin embargo, la infeccién causada por los hongos no fue diferente en todos
los casos (Figura 1). La mortalidad causada por Ma3, Ma5 y Ma7 en las tres edades no
mostro diferencias estadisticas (P-value = 0.2849, 0.0902 y 0.4139, respectivamente). Los
aislamientos Ma2, Ma3, Ma4, Ma5, y Ma6 provocaron menor mortalidad en las ninfas
del quinto instar (E2). Ademas, los valores de TLso mayores para esta edad fueron los de
los aislamientos Ma2 con TLs0=16.5 d y para Ma6, TLs0=13.5 d (Cuadro 3). A diferencia
de los TLso calculados para las ninfas de segundo instar (E1), TLs0=5.5 d para Ma2 y
TLs=6.5 d para Maé.

La patogenicidad es la habilidad cualitativa de un patégeno para causar enfermedad, y
es determinada por una variedad de factores que incluyen la fisiologia del hongo, del
huésped y el ambiente (Inglis et al., 2001). Zimmermann (2007) afirmo que el origen, la
distribucion geografica, y el genotipo de los aislamientos de Metarhizium son factores
que influyen en la especificidad de este hongo. El complejo Metarhizium consiste en un
grupo diverso de especies de hongos entomopatogenos asexuales (Roberts y St. Leger,

2004).
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M. anisopliae es la especie mas abundante y ampliamente distribuida en el género y esta
presente en el suelo de diferentes entornos (Zimmermann, 2007). Este patogeno se ha
registrado infectando de manera natural a mas de 200 especies de insectos

econOmicamente importantes (Hajek y St. Leger, 1994).

Ferron (1978) indico que existen cepas de M. anisoplize con adaptaciones muy estrictas
para su huésped original, y otras pueden tener un espectro de actividad heterogéneo.
En otras palabras, aislamientos individuales o especies cripticas pueden exhibir
diferencias en su rango de hospederos (Bischoff et al., 2009). Las variaciones en la
patogenicidad y virulencia causadas por M. anisopliae y M. pingshaense sobre B.
germanica podrian estar relacionadas con esta diversidad de especies, es decir, la
susceptibilidad de ninfas y adultos de la cucaracha alemana a los aislamientos de

Metarhizium puede estar relacionada con la variabilidad intraespecifica de este género.

Otro factor que afecta a la mortalidad puede ser lo mencionado por Hajek y St. Leger
(1994). Ellos indicaron que las poblaciones del insecto blanco no son genéticamente
estaticas en su respuesta a la infeccion por los hongos, dicho de otro modo, el insecto
huésped puede ejercer una presion de selecciéon que favorezca a pocos genotipos del
patdgeno. Por lo tanto, la diferencia de susceptibilidad registrada en las tres edades de
B. germanica a M. anisopliae y M. pingshaense puede estar vinculada con la diversidad

genética en la relacion patdgeno-huésped.

2.3.2 Virulencia de Beauveria bassiana en tres edades de B. germanica. Los doce
aislamientos de B. bassiana resultaron ser patogenos para las ninfas y adultos de la
cucaracha alemana. Todos los aislamientos causaron mayor mortalidad que el testigo

(5% en la E1), excepto Bb13 que provoco solamente el 5% de mortalidad en la E3.
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Se observé una tendencia generalizada de resistencia en las ninfas de la E2 (quito
instar) a la infeccidén por B. bassiana, ya que todos los aislamientos causaron porcentajes
de mortalidad menores al 40% (Cuadro 4), excepto los aislamientos Bb2 y Bb12 (50%,
85% respectivamente). La diferencia de susceptibilidad en las ninfas de la E2 también se
observod en la mortalidad causada por los aislamientos de M. anisopliae y M. pingshaense

(Cuadro 3).

En los tratamientos de B. bassiana sobre la E2, se observaron valores de TLso mayores a
12 d (Figuras 2 y 3). La mayoria de los aislamientos de B. bassiana fueron mas virulentos
para los adultos, causando la maxima mortalidad de 95% el aislamiento Bb8. En cambio,
los aislamientos Bb5 y Bbll causaron mayor mortalidad sobre la E1 (70 y 75%
respectivamente). Si se comparan estos resultados con los obtenidos en el experimento
con Metarhizium, se confirma esta misma tendencia sobre la mortalidad en los adultos
con mortalidades mayores a 85%, excepto el Mal que solo matd el 40% de las

cucarachas tratadas.

Existe un complejo conjunto de factores bidticos y abidticos que influyen en la
susceptibilidad de los insectos plaga a los hongos entomopatdgenos. Por ejemplo; la
densidad de poblacidn, el comportamiento, la edad, la nutricion, genética y el modo de

exposicién a los patogenos (Siva-Jothy et al., 2005; Inglis et al., 2001; Ferron, 1978).

La edad y el estado fisioldégico de las cucarachas pudieron influir en la eficacia y
patogénesis de los aislamientos de Metarhizium y B. bassiana. Fue claro que se
presentaron diferencias en la susceptibilidad a los aislamientos dependiendo de la edad
(Figuras 1, 2 y 3). Preponderantemente los adultos (E3), y en menor proporcién las
ninfas jovenes (E1, segundo instar) resultaron mas susceptibles a la infeccion por estos

entomopatogenos que las ninfas desarrolladas (E2, quinto instar).
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Cuadro 4. Mortalidad de ninfas y adultos de Blattella germanica tratados con Beauveria bassiana

Tiempo de Supervivencia

. . (Dias) .
Aislamiento Edad Mortalidad P-value
TLso L. C. (95%)

El 135 (7-N.D.) 65 +1.58

Bb1 B2 . - 20 +0 0.0017*
E3 11.5 (7 -17) 75+ 4.7
El 8.5 (3-N.D.) 65 +1.58

Bb2 E2 - - 50 +6.32 0.0528
E3 13 (10 - 15) 90 +3.16
E1l - - 25+1.58

Bb3 E2 - - 25 +1.58 0.0001*
E3 12.5 (8-18) 85 +1.58
El - - 50 +3.16

Bb4 E2 - - 40 +3.16 0.0037*
E3 11.5 9 -17) 90 +3.16
El 13 (6-N.D.) 70+0

Bb5 E2 - - 20+3.16 0.0052*
E3 - - 50 + 6.32
El 8 (3-13) 80 +3.16

Bb6 E2 - - 40 £6.32 0.0109*
E3 10 (8 - 15) 85 + 4.74
El 13 (6-17) 90+0

Bb8 E2 - - 30 +3.16 0.0002*
E3 13 (8-17) 95 +1.58
El 9 (7 - 16) 75 +1.58

Bb11 E2 - - 20 +3.16 0.0009*
E3 14 (3-N.D.) 70 +3.16
El - - 85 +1.58

Bb12 E2 12 (8 - 15) 85+ 1.58 0.1321
E3 15 (9-N.D.) 65 +1.58
El - - 45 + 4.74

Bb13 E2 - - 5+1.58 0.0046*
E3 18 (15-N.D.) 55 + 1.58
El . . 75+7.91

Bb14 E2 . . 30 +3.16 0.2097
E3 18 (12-N.D.) 60+0
El 95 (3-N.D.) 60 +3.16

Bb16 E2 - - 35+ 1.58 0.0757
E3 15 (9-N.D.) 70 + 3-16

*Indica diferencias significativas de cada aislamiento en las tres edades (P<0.05) n= 780 cucarachas.

E1 ninfas del 2° instar, E2 ninfas de 5° instar, E3 adultos. Inoculacién tépica con una dosis de 2 x 105

esporas / insecto.
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Figura 2. Curvas de Supervivencia de aislamientos de Beauveria bassiana sobre los grupos de edad E1, E2'y

E3 de B. germanica

La diferencia de susceptibilidad de acuerdo con el estado fisiologico del huésped puede
estar relacionada con la muda de la cuticula en los estados ninfales. Este proceso es un
importante mecanismo de resistencia que emplean los insectos contra la infeccién por
hongos, eliminando el indculo a través de la exuvia, particularmente cuando los
intervalos de tiempo entre ecdisis sucesivas son cortos, o por el gasto energético

durante la digestion de la procuticula (Fransen ef al., 1987; Reynolds y Samuels, 1996).
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Figura 3. Curvas de Supervivencia de aislamientos de Beauveria bassiana sobre los grupos de edad E1, E2'y

E3 de B. germanica

En algunos casos los estados inmaduros son mas susceptibles a la infeccion que los
insectos maduros. Por ejemplo, larvas jovenes del barrenador del maiz (Ostrinia

nubilalis) son mas susceptibles a B. bassiana que las larvas del tltimo instar (Feng et al.,
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1985). Por el contrario, los adultos del trips occidental (Frankliniella occidentalis
Pergande) fueron mas susceptibles a Lecanicillium (=Verticillium) lecanii que las larvas
(Vestergaard et al., 1995). Vey y Fargues (1977) infectaron larvas de Leptinotarsa

decemlineata con Beauveria bassiana y demostraron que algunos insectos mueren en el
inicio del proceso de muda, mientras que otros tienen éxito en escapar de la infeccion
por la accion litica de los fluidos producidos durante la muda. Feng et al. (1985) también
atribuyeron la disminucién de la capacidad del hongo entomopatdgeno, para penetrar
la cuticula de los ultimos instares, como consecuencia del incremento de sustancias anti-
tingicas producidas durante el transcurso de la muda, mismas que podrian inhibir el

proceso de germinacion y penetracion del hongo.

La diferencia de susceptibilidad que se observo en los resultados de este estudio en B.
germanica también se presenta con insecticidas. Kaakeh y Bennett (1999) probaron la
actividad bioldgica de diferentes ingredientes activos de cebos en varios estados y sexos
de dos poblaciones de la cucaracha alemana, una susceptible y otra resistente. Ellos
concluyeron que las ninfas maduras fueron menos susceptibles a los cebos que las
ninfas jovenes y que factores fisiologicos, de comportamiento, estado de desarrollo,
género, edad, capacidad reproductiva y estado nutricional pueden influir en la
toxicidad causada por insecticidas a estos insectos. Koehler et al. (1993) mencionaron
que en la distribucion de clases de edad, en las poblaciones naturales de B. germanica,
las ninfas representan de 60 a 80% y estas son responsables de la dispersion y
movimiento entre las colonias. El gran movimiento de ninfas, en contraste con la
relativa inmovilidad de los adultos, asegura que éstas tienen mayor contacto con las
aplicaciones residuales y cebos para su manejo. Probablemente por esta razon, la
diferencia de susceptibilidad entre clases de edad de ninfas a insecticidas puede
explicar una de las mas frecuentes situaciones en el control de plagas urbanas, se

combaten adultos pero sobreviven ninfas de los tltimos instares.
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En este estudio se confirmo esta informacion, ahora aplicada al uso de los hongos
entomopatdgenos Metarhizium y B. bassiana como agentes causales de mortalidad, y se
considera que una apropiada formulacion y desarrollo de estrategias de liberacion
pueden lograr que estos patdgenos lleguen a ser un importante agente de control para
el manejo de B. germanica. Se logrd observar las diferencias de susceptibilidad en las tres
edades de la cucaracha alemana, y se registro mayor mortalidad con los aislamientos de
Metarhizium. Los resultados de este trabajo de investigacion coinciden con lo reportado
por Lopes y Alves (2011), y se demuestra que las ninfas de los ultimos instares
sobreviven en mayor proporcion a la infeccion causada por M. anisopliae. Esta diferencia
puede ser el resultado de la inhibicidn al tratamiento con este patdgeno a través del
proceso de muda, especialmente cuando el hongo se ha inoculado antes que suceda la

“ecdisis”.

Estos efectos en la mortalidad indican que la edad de la cucaracha puede ser un factor
determinante para la eficacia de su manejo con hongos entomopatdgenos, y se debe
remarcar la importancia de elegir un aislamiento que ocasione mayor mortalidad sobre
las ninfas de la E2 (quinto instar), que fueron las menos susceptibles. El aumento de
mortalidad en las ninfas de la E2 tratadas con Metarhizium en contraste con las bajas
mortalidades causadas por B. bassiana podria estar relacionado con lo expuesto por
Reynolds y Samuels (1996). Ellos resaltaron la importancia de la actividad de las
enzimas proteoliticas, producidas por M. anisopliae durante el proceso de penetracion de

la cuticula con el éxito de la infeccion.

El hongo necesita penetrar la cuticula tan rapido como le sea posible, y aprovechar las
lesiones tegumentarias producidas en la histdlisis de la hipodermis y el
desprendimiento de la exuvia. Esto explicaria la rdpida mortalidad causada por Ma7 en

un lapso de 5 dias, pues su valor de TLso fue el menor de todos los aislamientos
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probados sobre la cucaracha alemana, y ademas se observd que en las ninfas de la E2
tratadas con este aislamiento al menos un 45% murieron cuando efectuaban su proceso

de muda.

2.3.3. Dosis-Respuesta de Metarhizium aplicados a ninfas de E2 (quinto instar) de B.
germanica. Se seleccionaron tres aislamientos de M. anisopliae (Ma2, Ma3 y Ma7) y uno
de M. pingshaense (Ma5), los mds virulentos en un experimento anterior sobre E2 de B.
germanica, para establecer la dosis-respuesta en este estado de desarrollo que se
considera el mas resistente. El porcentaje de viabilidad de esporas fue mayor a 95% para
los cuatro aislamientos utilizados. Ma6 provocd una mortalidad de 86.67%, pero al ser
reproducido en placa presentd esporulacion muy baja, situacion por la cual se descarto
para su evaluacion en este bioensayo. De las suspensiones del aislamiento Ma2, la
concentracion de 2 x 10 esp / mL causd la mayor mortalidad (95%). Se puede observar
que la aplicacion de la concentracion mas baja (2 x 10° esp / mL) caus6 mortalidades

menores, de 15% a 35% (Figura 4).

En las curvas dosis-respuesta (Figura 4) se observa que la mortalidad de las cucarachas
se incrementa a medida que se aumenta la concentracion de esporas. El aislamiento que
caus6 mayor mortalidad fue el Ma2, con un promedio de mortalidad del 63%, y su DLso
también fue la mas baja 5.34 x 10* esporas / cucaracha (Cuadro 5). La media de los
porcentajes de mortalidad de las cinco concentraciones evaluadas fue mayor al 50%,
excepto la provocada por el aislamiento Ma5 (42%). Ademas, este aislamiento requirié
una concentracion alta de esporas para causar mortalidad, pues su DLso fue 3.53 x 107
esporas/cucaracha, comparada con los otros tres aislamientos donde su DLso oscilo

entre 5.34 x 10*y 9.55 x 10* esporas/cucaracha.
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Al probar los tres aislamientos seleccionados de M. anisopliae (Ma2, Ma3 y Ma?7), y uno
de M. pingshaense (Ma5), contra ninfas de B. germanica con las cinco suspensiones de
esporas se observd un incremento de la mortalidad de insectos debido al aumento de

concentracion del hongo.

Aislamiento = Ma2 Aislamiento = Ma3
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Figura 4. Curvas de Dosis-Respuesta de Metarhizium anisopliae (Ma2, Ma3, Ma7) y M. pingshaense (Mab)
sobre ninfas de la edad E2 (quinto instar) de B. germanica
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Estos resultados concuerdan con lo realizado por Quesada-Moraga et al. (2004) con
concentraciones que iban de 4.2 X 10° a 4.2 X 10° esporas/mL, ellos reportaron
mortalidades de 42.3 a 93.3%, y valores DLsode 1.4 x 107 esporas /mL (56,000 esporas por
cucaracha). Sus resultados fueron similares a los obtenidos con el aislamiento Ma2, con
mortalidades de 35 - 95% y un valor de DLso de 3.30 x 10* esp /mL (65,902 esporas por
cucaracha), y el Ma7 con una mortalidad de 35% a 85% y su valor de DLso de 6.82 x 10*

esp /mL (68,204 esporas por cucaracha).

Cuadro 5. Mortalidad, y CLsode Metarhizium anisopliae y M. pingshaense en ninfas de quinto instar de

Blattella germanica

Aislamiento CLso Limites Fiduciales Mortalidad + E.E.
(esp/mL) 95% (%)
Ma2 2.6707 x 107 (3.6033 x 106 - 1.0116 x 108) 63.0 £ 1.9494
Ma3 4.7763 x 107 (1.5892 x 106 - 3.3880 x 108) 57.0 £1.303
Ma5 1.7650 x 1010 (1.2906 x 10?- 3.5892 x 109) 42.0+1.1180
Ma7 3.4102 x 107 (1.2961 x 106 - 2.0894 x 108) 59.0 £ 0.7416

n=480 cucarachas

Considerando estos resultados se puede decir que los mejores candidatos para el
manejo de poblaciones y desarrollo de una formulacion eficaz contra la cucaracha

alemana fueron los aislamientos Ma2, con un TLso de 8.2 dias y el Ma7 con TLso 3.8 dias.
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CAPITULO 3

Toxicidad del acido borico sobre Blattella germanica y la actividad
patogénica Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana en cebos
formulados con azucar glas como fagoestimulante

3.1. INTRODUCCION

La cucaracha alemana, Blattella germanica L., es una especie ampliamente distribuida,
que sobrevive en asociacion con entornos humanos que le proporcionen calor,
humedad y comida (Bennett et al., 1997). Estos insectos son controlados principalmente
con el empleo de insecticidas organosintéticos (organofosforados, carbamatos y
piretroides), pero factores como la resistencia a insecticidas, los riesgos a la salud
humana y ambiental, y el costo excesivo para el desarrollo de nuevas formulaciones
neurotoxicas han intensificado la busqueda de métodos de control efectivos y con

menos riesgos asociados (Quesada-Moraga et al., 2004; Milner y Pereira, 2007).

Una de las posibles alternativas al uso de insecticidas organosintéticos incluye a los
hongos entomopatdgenos como Metarhizium anisopliae (Kaakeh et al., 1996; Lopes y
Alves, 2011) y Beauveria bassiana (Zukowski y Bajan, 1996, Mohan et al., 1999). Aunque
estos hongos poseen el potencial para el control de plagas en ambitos urbanos, se ha
limitado su uso por su modo de accion lenta (Kaakeh et al., 1997; Pachamuthu et al.,
1999; Quesada-Moraga, 2004). Por esta razon, se comenzaron a explorar alternativas
para incrementar su actividad biologica. Por ejemplo, estos patdgenos se pueden
integrar en un cebo que se mezcla con insecticidas inorganicos como acido boérico
(Zurek et al., 2002). Este ejemplo se ha empleado para el combate de plagas urbanas
como la cucaracha alemana (Ebeling, 1966; Strong et al., 1993; Kaakeh et al., 1996; Zurek
et al., 2003; Gore y Schal, 2004).
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La mezcla de acido bodrico con hongos entomopatogenos se ha combinado,
frecuentemente, con fagoestimulantes, como el aztcar, para evitar la repelencia de las
cucarachas. Gore y Schal (2004) evaluaron cebos liquidos con &cido boérico y aztcares, a
diferentes concentraciones, contra B. germanica. Ellos encontraronque 0.1 a 1 M de
sacarosa aumentaba la atraccién a los cebos formulados con 4cido boérico. Zurek et al.
(2002) determinaron el sinergismo entre M. anisopliae y el acido borico aplicados en
polvo y solucion acuosa. La aplicacion del hongo solo requirié 28 dias para causar 92%
de mortalidad en cucarachas (TLs= 10 d). En contraste, la combinacién de acido borico

(12.5%) - M. anisopliae causaron el 100% de mortalidad de cucarachas en 8 d.

La integracion de un aislamiento fungico con un insecticida requiere conocimiento de la
compatibilidad entre estos, particularmente en el porcentaje de germinacién de las
esporas (Pachamuthu et al., 1999, 2000). Aunque la compatibilidad in vitro entre
entomopatogenos e insecticidas como clorpirifos, propetamfos y ciflutrin, se ha
evaluado para el manejo de Blattella germanica, esta relacion no se ha determinado con el
acido bdrico y los hongos entomopatogenos. La evaluacion de combinaciones de acido
borico y aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana proporcionara informacion basica
para seleccionar las dosis de acido borico que pueden favorecer el efecto de los hongos

entomopatogenos in vivo.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar la concentracion de azucar glas como
fagoestimulante, evaluar la toxicidad del acido bodrico sobre ninfas de 5to instar de
Blattella germanica y determinar in vitro (porcentaje de germinacion de esporas) la
compatibilidad de B. bassiana y M. anisopliae con diferentes concentraciones de acido

bédrico.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Blattella germanica. El pie de cria de B. germanica se obtuvo de una cepa
susceptible a insecticidas de la Universidad de Florida, Gainesville, FL. EE.UU., y se ha
sido mantenido e incrementado por cinco afios en el insectario del Posgrado en
Fitosanidad del Colegio de Postgraduados. Para la realizacion de los experimentos se
utilizaron ninfas de seis semanas de edad (quinto instar aproximadamente). La cria se
mantuvo a 27 + 2 °C, HR < 60% y fotoperiodo de 12:12 h (luz: oscuridad). Las colonias
de B. germanica se conservaron y alimentaron en condiciones descritas previamente en

el Capitulo 2.

3.2.2. Aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana. Se emplearon dos aislamientos; uno
de M. anisopliae (Ma2) y uno de B. bassiana (Bb2). En estudios preliminares ambos
crecieron y esporularon en medio de cultivo Agar Dextrosa Saboraud suplementado
con extracto de levadura 1% (SDAY), y adicionado con dcido borico (1, 2, 4%). El cultivo
y propagacion de los hongos se realizo en el medio de cultivo SDAY y se incubaron

durante 20d a 25 + 2 °C.

3.2.3 Preferencia de adultos de B. germanica a cebos formulados con azucar glas. Se
probd la preferencia de machos y hembras de B. germanica a dos tipos de cebos, polvo y
pellet, formulados con diferentes concentraciones de aztcar glas como fagoestimulante.
La formulacion en polvo consistié en una mezcla de alimento molido PROLAB 2500
Rodent Diet®, grenetina 12% y aztcar glas a las concentraciones de 0.125 M, 0.25 M, 0.5
M y 0.75 M. El cebo en pellet (pequefios comprimidos de alimento) se prepard
utilizando los mismos ingredientes del cebo en polvo, pero se adicioné agua destilada

25% (P/V). Esta mezcla se puso a calentar en un frasco de cristal (50 mL) con tapa para
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evitar la evaporacion del liquido y con esta se rellenaron popotes de plastico. Cuando se

solidifico el comprimido este se dividio en porciones de 1 cm de largo (0.5 g de peso).

El experimento se realizo dentro de una caja de cristal (40cm x 25cm x 22cm), se
distribuyeron en la periferia, de forma aleatoria, ocho cebos a las diferentes
concentraciones de azucar glass (cuatro en polvo y cuatro en pellet). Una vez que se
establecio esa arena se coloco en el centro de la caja una cucaracha, una vez introducido
cada ejemplar se registrd, por un periodo de 10 min, el nimero de veces que se
desplazo hacia los cebos, y el tiempo de ingesta de cada cebo. Cada individuo se
consider6 una repeticion, y se realizaron 60 repeticiones (30 hembras y 30 machos).
Debido a que Blattella germanica es de habitos nocturnos durante los ensayos se coloco
papel celofan color azul sobre la lampara que proporcionaba luz en la habitacion, donde

se realizo el experimento, para simular el periodo nocturno.

3.2.4 Dosis-respuesta del acido bdrico sobre ninfas de quinto instar de B. germanica.
Para medir la toxicidad del acido bdrico (AB), y determinar si las concentraciones altas
causan repelencia sobre ninfas de quinto instar de la cucaracha alemana, se evaluaron
los cebos en polvo y pellet del experimento anterior. A cada cebo se le adicion6 azucar
glas 0.5 M y AB a las concentraciones de 1, 2, 4, 8, 10 y 16%. Estas concentraciones se
determinaron en base a la sugerencia de la presentacion comercial de dcido bdrico
Roach Kill® (4.88 g/m?), el cual se utiliz6 en todos los experimentos. En cada
tratamiento se coloco una racion (1g) de los cebos (polvo o pellet) y el equivalente en
una porcién del alimento PROLAB 2500 Rodent Diet® como comida alternativa
(testigo) Después de la colocacion de los cebos las cucarachas se mantuvieron a 27 + 2
°Cy 60 + 10% H.R. En el testigo absoluto, solamente se colocaron los cebos sin acido

boérico y el alimento alternativo. La mortalidad se registré cada 24 h durante 15 d. Cada
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tratamiento tuvo 5 réplicas por concentracion de acido borico (n=700 insectos). Todo el

experimento se repitié dos veces en el tiempo.

3.2.5 Efecto del acido borico (AB) sobre la germinacion de M. anisopliae y B. bassiana.
Para evaluar el efecto del acido bdrico (AB) sobre la germinacion de esporas y la
viabilidad de los hongos entomopatdgenos, M. anisopline (Ma2) y B. bassiana (Bb2), se
determind el porcentaje de germinacién en los cebos formulados (polvo y pellet). Se
combinaron esporas de Ma2 o Bb2 con AB a las concentraciones 1, 2 y 4%. La
concentracion de esporas (indculo) en los pellets o en el polvo se determind preparando
una suspension con 1 g de cebo diluido en 10 mL de Tween 80® 0.03%, la cual se
homogeneizd en el vortex durante 1 min. La cuantificacion de esporas, en ambos casos,
se determiné utilizando una cdmara de Neubauer. De cada tratamiento se realizaron
diluciones para ajustar la concentracion a 1 x 10° esporas/ mL. Se aplicaron 50uL de la
suspension hongo-Acido borico en el centro de una caja petri (90 mm de didmetro) con
medio de cultivo SDAY y se dispersé con una varilla de cristal, para favorecer la
distribucion uniforme de las esporas y el porcentaje de germinacion. Todos los
tratamientos se incubaron a 25 + 2 °C. Después de 48 h de inoculacion a cada caja se le

agrego lactofenol - azul de metileno, para detener el crecimiento del hongo.

Una vez que se detuvo el crecimiento en el medio de cultivo se extrajeron al azar, con
un sacabocados, tres rodajas (7 mm de didmetro) que se colocaron sobre un portaobjetos
para observar la germinacidon de las esporas en un microscopio compuesto (40x). Se
considerd que la conidia habia germinado si la longitud del tubo germinativo era por lo
menos la mitad de la longitud de la espora. La germinacién se evalu6 a las 24 horas de
haber preparado los cebos y a los 15 dias posteriores. En el transcurso de estos dias los

cebos se mantuvieron a temperatura ambiente.
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3.2.6. Analisis estadistico. En el experimento de preferencia de cebos, formulados con
azucar glas, se efectué un andlisis completamente al azar para evaluar las variables
numero de veces elegido, y tiempo de ingesta de cada cebo (polvo y pellet). Se realiz
un arreglo factorial cebo:concentracion de azucar (2 x 4) para determinar la mejor
concentracion de azucar. Los datos de mortalidad del experimento dosis-respuesta se
analizaron con PROC PROBIT para estimar las CLso del dcido bdrico contra ninfas de

quinto instar de B. germanica.

Los datos de porcentaje de germinacion, registrada en los tiempos de lectura de cada
cebo, se analizaron mediante un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x
2 x 4 (tiempo de lectura-aislamiento-concentracion de AB) y la comparacion de medias
con la prueba de Tukey (P<0.05). Ademas se analizaron las interacciones hongo-
concentracion-tiempo de lectura para ver la tendencia del efecto del acido borico sobre
los dos aislamientos probados antes y después de 15 dias. Todos los andlisis se

realizaron usando el programa estadistico SAS para Windows V 9.2 (SAS, 2009).

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Preferencia de adultos de B. germanica a cebos formulados con aztucar glas. La
eficacia de cebos se determina por la combinacion del rendimiento de sus componentes,
incluyendo los ingredientes activos, ingredientes inertes, la base alimenticia, atrayentes,
y la formulacidon. De ahi la importancia de una adecuada eleccion en la concentraciéon
del fagoestimulante, en este caso el aztcar glas. En los resultados se observé diferencia
en la preferencia alimenticia de hembras y machos de B. germanica a las dos
formulaciones (polvo y pellet), tanto en el nimero de veces que se eligié (P-
value=0.0010), como en el tiempo de ingesta (P-value=0.0364). También se encontraron

diferencias entre las concentraciones de azucar glas en ambos cebos (Figuras 5 y 6).
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Figura 5.Respuesta de eleccion de adultos (ambos sexos) de B. germanica a diferentes concentraciones de

azucar glas en cebos formulados en polvo y pellet.

La concentracion 0.5M del cebo en polvo fue la mas elegida (53 veces) por las
cucarachas. En contraste, en el pellet la concentracion mas atractiva resulto ser 0.75M

(Figura 5).

Se considera que un buen fagoestimulante es aquel que promueve la alimentacion
(Nalyanya et al., 2001). La evaluacion de los tiempos de ingestion en los cebos, permitié
determinar que las concentraciones de azucar glas agregada, pueden intensificar la
atraccion de B .germanica. Adicionalmente, se observd una tendencia de atraccion a las
dos formulaciones, a medida que aumento la concentracion de aztcar. No obstante, el
cebo en polvo resulto ser el mas atractivo. Los tiempos de ingestién para este cebo
fueron 34.62 min, a la concentracion 0.5M y 21.20 min para 0.75M. En el pellet, también
se registraron los tiempos de ingestion mas altos para las mismas concentraciones de

azucar, 0.5M=14.82 min y 0.75M=12.95 min (Figura 6).
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Figura 6. Tiempo de ingesta de adultos de B. germanica a diferentes concentraciones de azticar glas en

cebos formulados en polvo y pellet.

Esta diferencia en la atraccion a las formulaciones de los cebos puede estar relacionada
con lo mencionado por Durier y Rivault (1999), ellos atribuyeron el nivel de explotacion
de un recurso alimenticio depende de sus propias caracteristicas, la calidad del recurso,
asi como la energia y necesidades del insecto explotador. Los resultados de esta
investigacion concuerdan con los reportados por Gore y Schal (2004), quienes probaron
la efectividad de monosacaridos y disacaridos como fagoestimulantes, ellos expusieron
machos o hembras de B. germanica durante 24 o 48 horas para elegir entre un vial con
agua limpia y otro con 0.1 M de 13 azucares (como la fructosa, sacarosa, maltosa,
glucosa, ribosa, xilosa, galactosa y trealosa, entre otras). Estos autores indicaron que la
sacarosa fue altamente estimulante para la alimentacion de hembras o machos adultos

de la cucaracha alemana, con las concentraciones 0.1M o 1M.

Appel (1990) menciond que para ser eficaces, las formulaciones deben ser apetitosas, no

repelentes y faciles de consumir. La base alimenticia, incluyendo a los atrayentes o
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fagoestimulantes, comprenden la fraccion mas grande de la formulacion de un cebo y
juegan un papel vital en la eficacia de los ingredientes activos contra la plaga objetivo
(Appel, 1990; Nalyanya et al., 2001). Por lo tanto, la importancia de determinar la
concentracion adecuada de un fagoestimulante es para favorece la eficacia de la

formulacidén de un cebo.

3.3.2 Dosis-respuesta del acido borico sobre ninfas de quinto instar de B. germanica.
Un cebo se define como una sustancia que incorpora un insecticida en un alimento
atractivo y agradable para el insecto blanco (Appel, 1990). En el experimento anterior se

evalud el aztcar glas como atrayente alimenticio en las formulaciones en polvo y pellet.

Para conocer la eficiencia de estos cebos en combinacién con el acido boérico (AB), en
esta parte del trabajo se determind la respuesta de aceptacion y repelencia de B.
germanica a estas formulaciones (polvo y pellet) y se construyeron las curvas de dosis-
respuesta a seis concentraciones de 4cido bdrico (1, 2, 4, 8, 10 y 16%) sobre ninfas de
quinto instar de B. germanica. De las dos formulaciones comparadas, el cebo en polvo
causd la mayor mortalidad (59.14 + 3.43%) sobre las ninfas de B. germanica, y el cebo en
pellet mat6 solo el 51.14 + 2.80%. Con el valor de la CLso se confirmé que el cebo en
polvo fue la formulacion mads eficaz contra ninfas de B. germanica, el valor de CLso fue

2.2% de AB, por otro lado el pellet tuvo una CLso de 3.5% de AB (Cuadro 6).

El 4cido bdrico se ha utilizado, principalmente, como formulaciéon en polvo para el
manejo de las cucarachas. Ebeling et al. (1966) sefialaron que las formulaciones en polvo
tienen la ventaja de que pueden aprovechar los habitos de higiene de estos insectos. De
esta manera el 4cido bdrico se ingiere después de haber sido retirado de antenas y otros
apéndices. Esta explicacion puede ayudar a explicar los resultados favorables de la

formulacién en polvo. Los insecticidas inorganicos en polvo presentan ventajas como
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larga duracidn, bajo olor, no son volatiles, son estables, no se absorben en superficies

porosas como papel y madera, y ademads no generan repelencia (Appel et al., 2004).

Cuadro 6. CLso y mortalidad de ninfas de quinto instar de B. germanica por acido bdrico en dos

formulaciones.
EB
CEBO Mortalidad CLso Limites Fiduciales 95% P-value
(Formulacion) (% AB) (L.I.-L.S.)
Pellet 51.14 +2.80 3.46228 (3.07442 —3.87247 ) <0.0001
Polvo 59.14 + 3.43 2.22503 (1.85158-2.60336 ) <0.0001

En las curvas dosis-respuesta de la formulacion polvo (Figura 7) y pellet (Figura 8), se
observd que la mortalidad de las ninfas de la cucaracha alemana se incrementa a
medida que aumenta la concentracion de acido boérico. Sin embargo, en el cebo en

polvo, la mortalidad no alcanzé el 100%.
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Figura 7. Curvas de Dosis-Respuesta del acido bdrico sobre ninfas de quinto instar de B germanica en la

formulacién de cebo en polvo

La maxima mortalidad en este cebo fue de 91 + 0.57%, ocasionada por la concentracion

de 10% (Cuadro 7). Como el bioensayo se realizé con una fuente alterna de
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alimentacion, el alimento PROLAB 2500 Rodent Diet®, se observd que 16% de AB causé
un efecto de repelencia a las ninfas de la cucaracha y ello provocd disminucion en

mortalidad (88 + 1.14%).

En este caso los insectos evadian el cebo, y prefirieron alimentarse del testigo. A pesar
de que el cebo en pellet s6lo matd el 40% de las cucarachas a la concentracion de 4%, la
concentracion mas alta de AB (16%) causé la mortalidad maxima de 100% y no se

observo repelencia a la formulacion (Figura 8).

Cuadro 7. Mortalidad de ninfas de quinto instar de B. germanica tratadas con acido bérico en dos

formulaciones
Mortalidad + D.E.
Tratamiento Formulacion
Pellet Polvo
0% AB 2+0.42 5+0.7071
1% AB 8 +0.79 26 +1.071
2% AB 36 £0.97 40 +£1.333
4% AB 48 +1.48 74 +1.84
8% AB 75+ 1.27 90 + 0.94
10% AB 89 +1.29 91 £0.57
16% AB 100 88 +1.14

D.E.=Desviacién estandar; AB= acido borico.

Con estos resultados se confirma lo expuesto por Strong et al. (1993), ellos informaron
que el uso de &cido boérico en cebos formulados como comprimidos (pellet) a
concentraciones menores 25% de AB no generaban repelencia sobre B. germanica.
También se insiste en una ventaja del acido bodrico respecto al uso de borax o el
octaborato disddico tetrahidratado (DSOBTH), ya que este no es repelente a la

cucaracha alemana cuando se usa adecuadamente como polvo (Ebeling et al., 1996) o
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como cebo (Strong et al., 1993). Con los resultados de esta investigacion se demostrd que

el acido borico es eficaz como un tratamiento independiente para el manejo de B.

germanica.

Reierson (1995) menciond otra caracteristica del comportamiento de B. germanica que

puede favorecer el uso de cebos. Cuando una cucaracha de esta especie es atraida a una

fuente alimenticia, ésta puede ser explotada por un individuo o, como generalmente es

el caso, por un grupo de individuos. La probabilidad de estas interacciones incrementa

el nimero de cucarachas atraidas. Por lo tanto, la estimulacion de la alimentacion del

cebo con una

combinacion como el aztcar glas pudiera resultar en una mayor

competencia por la fuente alimenticia, o prolongar el periodo de ingestiéon y como

resultado mayor eficacia del cebo.
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Figura 8. Curvas de Dosis-Respuesta del acido borico sobre ninfas de quinto instar de B. germanica en la

formulacién de cebo en pellet.
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3.3.3 Efecto del acido borico (AB) sobre la germinacion de M. anisopliae y B. bassiana.
En estudios preliminares se observd que la germinacién de las esporas con los
tratamientos del dcido bodrico a las 24 horas eran menores al 50%, por esta razon se
decidié tomar las lecturas del porcentaje de germinacién a las 48 h. Este estudio
permitié evaluar la viabilidad de los hongos entomopatogenos, M. anisopliae (Ma2) y B.
bassiana (Bb2), combinados con diferentes concentraciones de acido borico (AB), en una
formulacion de cebo en polvo o pellet y aztcar glas 0.5M (sacarosa) como
fagoestimulante. La combinaciéon de agentes biologicos con dosis de insecticidas
demanda el conocimiento de la compatibilidad entre los dos agentes (Pahamuthu et al.,
1999). El porcentaje de germinacion de M. anisopliae (Ma2) y B. bassiana (Bb2) disminuyd

al aumentar la concentracion de AB en los cebos (Figura 9 y 10).
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Figura 9. Porcentaje de germinacion de M. anisopliae y B. bassiana en el cebo en polvo con diferentes

concentraciones de acido borico.

Ademas, se advirtio que la viabilidad de Ma2 se afecté mas que la de Bb2 al paso de 15
d. El porcentaje de germinacion del Ma2 en el cebo en polvo se redujo a mas de la mitad

(32.33 £ 3.80%) con la concentracion 4% AB, comparado con el testigo (80.39 + 1.34%).
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A pesar de que el efecto del acido borico sobre Bb2 también es visible, este aislamiento
alcanz6 58.02 + 0.51% de germinacion (Figura 9). Una pérdida de viabilidad se presentd
también en la formulacién en pellet, Bb2 y Ma2 disminuyeron su porcentaje de
germinacion a menos del 20% con la concentracion mas alta de acido boérico (Figura 10).
A los 15 d el porcentaje de germinacion de Ma2 disminuyd hasta 8.06 + 0.90% vy las
esporas de Bb2 sélo germinaron 9.3 + 1.66% (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de germinacion de M. anisopliae y B. bassiana en el cebo en pellet con diferentes

concentraciones de acido borico.

La disminucion en la viabilidad de los dos aislamientos (Ma2 y Bb2) estd directamente
relacionada con la combinacion de dosis altas de AB. La viabilidad de M. anisopliae fue
la mas afectada. Al respecto de la mezcla de insecticidas y hongos, St Leger et al. (1989)
afirmaron que en el caso de M. anisoplize podia presentar probelmas en la formacion
del apresorio y la diferenciacion de las hifas. Por lo tanto serd necesario explorar las
interacciones antagonicas; fungicidas o fungiestaticas del acido borico sobre las esporas

de M. anisopliae y B. bassiana a través del tiempo.
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En trabajos futuros sera conveniente evaluar los efectos de esta combinacion sobre la
viabilidad de estos patdgenos y disenar experimentos in vitro para medir el porcentaje
de germinacion, unidades formadoras de colonia, desarrollo micelial y esporulacion. No
obstante, se puede mencionar que si se pretende agregar el acido bdrico a dosis
subletales en los cebos estudiados contra B. germanica, se recomienda trabajar con dosis
maximas de 2%; con esta concentracion se obtuvieron porcentajes de germinacion

mayores a 50% con los dos aislamientos.

Es importante enfatizar que se ha documentado que el acido bdrico aplicado en polvo
es mas efectivo como un veneno estomacal que como insecticida de contacto; el polvo se
adhiere a la cuticula de las cucarachas por carga electrostatica y las mata principalmente
por ingestién durante el acicalamiento, y de manera secundaria por penetracion al
exoesqueleto (Ebeling et al., 1966; Strong et al., 1993). Por lo tanto, se podria sugerir que
el acido borico en concentraciones de 2% es un agente que puede ser integrado a un

cebo combinandolo con un agente bioldgico como M. anisopliae o B. bassiana.

A manera de conclusion, la adicion de fagoestimulantescomo el aztcar glas 0.5M
promueve la atraccion de ninfas de B. germanica a cebos formulados con acido borico.
Ademas, el acido borico formulado en cebos contra las cucarachas ofrece ventajas tales
como baja toxicidad a mamiferos, no se volatiliza y baja absorcion a través de la piel de
los humanos. Finalmente, es posible combinar &cido borico a concentraciones de 2% o

menores con M. anisopliae o B. bassiana en el cebo en polvo.
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CAPITULO 4

Efecto sinérgico del acido borico y hongos entomopatdgenos sobre el
comportamiento y sobrevivencia de ninfas de Blattella germanica
(Dictyoptera: Blattellidae)

4.1 INTRODUCCION

La cucaracha alemana, Blattella germanica (L) (Dictyoptera: Blattellidae), es una plaga
sinantropica que se distribuye a nivel mundial (Bennett, 1997). Para efectuar su control
se han utilizado una diversidad de sustancias tdxicas, aplicadas como plaguicidas
residuales, formuladas con ingredientes de accidon neurotdxica (Pachamuthu y Kamble,
2000). Sin embargo, esta plaga ha generado resistencia a diferentes insecticidas, como
bendiocarb, cipermetrina, permetrina, propoxur y clorpirifos (Cochran, 1989; Phillips et
al., 2010; Gondhalekar y Scharf, 2012). En el manejo de esta plaga, no sdlo se han
utilizado insecticidas, sino también otros productos como el acido bdrico (Schal y
Hamilton, 1990; Gore y Schal, 2004) que cuando es ingerido por las cucarachas dana el
epitelio de su intestino y las mata, probablemente por desecacion (Ebeling et al. 1966;

Habes, 2006; Kilani-Morakchi et al., 2009).

En los ultimos afios para el combate de estos insectos se han empleado cebos
formulados con insecticidas, por su accidn rdpida y actividad residual, como
abamectina, fipronil, hidrametilona, imidacloprid e indoxacarb (Gondhalekar y Scharf,
2012). Sin embargo, el uso de insecticidas quimicos contra la cucaracha alemana
representa un riesgo para la salud humana, por lo cual se ha optado por desarrollar
investigaciones enfocadas hacia alternativas bioldgicas (Zukowski y Bajan, 1996; Mohan

et al., 1999; Quesada-Moraga et al., 2004, Milner y Pereira, 2007), como son el uso de los
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hongos entomopatogenos Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin y Beauveria

bassiana (Balsamo) Vuillemin.

Los hongos entomopatogenos se han utilizado para el control de diferentes plagas de
importancia econdmica (Zimermmann, 2007), incluidas las especies de cucarachas
Periplaneta americana (Zukowski y Bajan, 1996, Mohan et al., 1999) y Blattella germanica
(Quesada-Moraga et al., 2004). La cepa ESC-1 de M. anisopliae se formuld
comercialmente como Bio-Path®, pero su uso se suspendid debido a que causaba
mortalidad inconsistente. (Kaakeh et al., 1996, 1997). Aunque M. anisopliae tiene el
potencial para combatir a B. germanica, el tiempo prolongado para causar mortalidad
puede considerarse desventajoso; quiza también sea el factor mas importante en el
fracaso de la aplicacion de este agente microbiano para el manejo de poblaciones de B.
germanica. Por lo tanto, hay una necesidad critica para mejorar la actividad bioldgica de
estos entomopatdgenos, quizd integrandolos a formulaciones de cebos que pudieran

incrementar su efectividad.

Para mejorar la actividad bioldgica de estos agentes se han combinado con productos
como el acido borico y fagoestimulantes, en ocasiones con resultados satisfactorios
(Zurek et al., 2002); estos autores combinaron la actividad de M. anisopliae con el acido
boérico contra adultos de B. germanica, y obtuvieron mortalidades de 100% en 15 d. Gore
y Schal (2004) evaluaron, en laboratorio, soluciones de acido borico y azticares como
fagoestimulantes para el control de esta cucaracha. Ellos concluyeron que el acido
boérico fue mas eficaz en concentraciones mayores de 2% a 5%. Con base en lo anterior,
el objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad de cebos formulados en polvo y
comprimidos (=pellet), y combinar la accion insecticida del acido boérico y la virulencia

de Metarhizium sp., sobre ninfas de quinto instar de B. germanica.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Insectos. El pie de cria de B. germanica se obtuvo de una cepa susceptible a
insecticidas de la Universidad de Florida, Gainesville, FL. EE.UU., y se ha mantenido e
incrementado por cinco afios en el insectario del Posgrado en Fitosanidad del Colegio
de Postgraduados. Para este bioensayo se emplearon ninfas de quinto instar (E2),
debido a que fue la edad menos susceptible a la infeccion por hongos entomopatdgenos

en las pruebas de virulencia previas (Capitulo 2).

Cuadro 8.0Origen de los aislamientos de M. anisopliae y M. pingshaense utilizados

. . . Estado .
Aislamiento Clave Huésped fisiologico Origen
Producto comercial
Destruxin Ma2"® Coledptera y Homoptera Adulto
ptera y Homop LAVERLAM®
Meta-Savem Ma3*® Plagas rizo6fagas — CESAVEM *
. Puruagua, Jerécuaro,
GC 001 Ma5 Phyllophaga s Larva . .
ylophaga sp Guanajuato, México
23 Col Ma7" Phyllophaga sp Larva Colima, México

* Metarhizium anisopliae

*Metarhizium pingshaense

* Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de México
4.2.2. Obtencion del indculo. Se emplearon tres aislamientos de M. anisopliaze y uno de
M. pingshaense (Cuadro 6). Estos aislamientos se seleccionaron por su virulencia sobre el
quinto instar (E2) de B. germanica (Capitulo 2). Ademas, por su facil propagacion y alta
esporulacidn sobre el medio de cultivo SDAY. Para su desarrollo se incubaron durante
15d a 25 +2°C. Una vez que esporularon, se calculd el porcentaje de germinacion de

cada aislamiento, considerando la formacion del tubo germinativo a las 24 h de haber

sido inoculado.
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4.2.3. Virulencia de cebos formulados con Metarhizium y acido borico sobre B.
germanica. Para evaluar el efecto del acido bodrico (AB) combinado con el hongo M.
anisopliae (Ma2, Ma3, Ma7), y M. pingshaense (Ma5), se utilizaron ninfas de quinto instar
(E2) de B. germidnica. Se formularon dos tipos de cebos; la formulacién se realizd en
polvo (a) o en pellet (b). a) cebo en polvo, este se constituyo de una mezcla de alimento
molido PROLAB 2500 Rodent Dieto 50%, aztucar glas 0.5 M, AB a las concentraciones de
0,0.5, 1,2y 4%, , grenetina 12%, y esporas de M. anisopliae a una concentracion de 3 x
10® esp/g. (b) cebo en pellet (pequefios comprimidos de alimento) este se prepard
utilizando los mismos ingredientes del cebo en polvo, adicionando agua destilada 25%
(P/V). Esta mezcla se puso a calentar en un frasco de cristal (50 mL) con tapa para evitar
la evaporacion del liquido y con esta se rellenaron popotes de plastico. Cuando se

solidifico, el comprimido se dividi6 en porciones de 5 mm de largo de (0.5g de peso).

Con el fin de homogeneizar la concentracién del inoéculo en los cebos, se pesaron
esporas de cada aislamiento (0.4 - 0.6 g) para ajustar la concentraciona 3 x 108 esp /6 g
de cebo. Para cubrir cada pellet con las esporas de los hongos, estos se depositaron en
un tubo de cristal con tapa (1.8 x 15 cm) en donde se encontraban las esporas, se
agitaron en un vortex (Maxi Mix II by Thermolynee) durante 3 min. La concentracion
de esporas en los pellets u en el polvo se calculé agregando el equivalente a 1 g en 10
mL de Tween 80® 0.03%, para formar una suspension de esporas, la cual se
homogeneizd agitando en el vortex durante 1 min. La cuantificacion de esporas en

ambos casos se determind utilizando una camara de Neubauer.

Para aclimatar a las cucarachas, dos dias antes del inicio de los ensayos, las ninfas de 5°
instar de B. germdnica se inmovilizaron a —4 °C (durante 5 min) y cada insecto se coloco
de manera individual en dispositivos que les abastecieran refugio y alimento. Estos

consistieron en recipientes de plastico de 250 mL, con la tapa perforada (orificio de 4
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cm?) y cubierta con tela de organza para proporcionar ventilacion. Dentro de cada
recipiente se coloco agua en un tubo para micro centrifuga de 2 mL (CLG®), tapado con
un algodon hidroéfilo, un pellet de alimento (PROLAB 2500 Rodent Diet®) y un carton
corrugado enrollado (10 cm de largo x 3 cm de ancho) que sirvidé de refugio a las
cucarachas. Transcurrido el periodo de aclimatacion de 48 h, se cambi6 el alimento por

los cebos preparados con AB y M. anisopliae.

Los tratamientos (cebos dos niveles, hongos cuatro niveles y acido bdrico cinco niveles)
se aplicaron de la siguiente manera. En cada cebo (polvo o pellet) se agregaron las
esporas de M. anisopliae (Ma2, Ma3 o Ma?7), M. pingshaense (Ma5) y una concentracion de
acido borico (0, 0.5, 1, 2 0 4%), en total se evaluaron 48 tratamientos, incluyendo el
testigo absoluto (sin AB ni hongo). La unidad experimental fue un insecto con 10
réplicas por tratamiento (n = 480 cucarachas). La exposicion a los cebos se realizo
durante 20 dias y se registrd la mortalidad diariamente. Todo el experimento se repitio
dos veces. Las condiciones de humedad relativa (65.5 + 7.8 %) y temperatura (27 + 1.5

°C) se registraron cada hora (datalogger HOBO®).

4.2.4. Efecto del comportamiento de agregacion de B. germanica en la mortalidad por
cebos formulados con Metarhizium y acido borico. Con el objetivo de evaluar si el
comportamiento gregario de B. germanica tiene efecto sobre la mortalidad, por
exposicién a cebos formulados con M. anisopline y acido borico, se realizd6 un
experimento utilizando grupos de ninfas de quinto instar (E2) alimentadas con cebos
(polvo y pellet) durante 20 dias. Se utilizaron los mismos tratamientos que en el
bioensayo anterior, y bajo las mismas condiciones, pero la diferencia fue que en cada

recipiente de plastico se colocaron 10 cucarachas para poder observar la conducta
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gregaria de esta especie. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones y todo el experimento

se repitio dos veces en el tiempo.

4.2.5 Analisis estadistico. Los datos del registro diario del tiempo de mortalidad en el
primer experimento se utilizaron para establecer las curvas de supervivencia,
empleando el método Kaplan-Meier con PROC LIFETEST, para obtener los valores de
tiempo letal medio (TLso) de los cebos, aislamientos y las concentraciones de acido
borico. Ademas, los datos de la mortalidad acumulada, registrada durante 20 d, se
analizaron mediante un disefio completamente al azar con arreglo tres factorial 2 x4 x5

(cebo-aislamiento-concentracion de AB).

La informacion obtenida del PROC ANOVA, y la comparacion de medias con la prueba
de Tukey (P<0.05), de los efectos principales y las combinaciones de los tres factores se
analizaron para identificar las diferencias entre tratamientos. De acuerdo con Quintela y
Mc Coy (1997, 1998), para evaluar si la combinacion AB + hongo entomopatdgenos
causa un efecto sinérgico o aditivo sobre la mortalidad de las ninfas tratadas, el modelo
se considerd aditivo si en los analisis factoriales de la interaccion AB - aislamiento no
son significativo (P-value > 0.05). Es decir, mortalidad= efecto del hongo + efecto del AB.
En cambio, el modelo se considero sinergista si la interaccion es significativa, entonces
la mortalidad es el resultado de la interaccidon de los dos agentes (mortalidad = efecto de
hongo + efecto de AB + efecto de la interaccion). Todos los andlisis se realizaron usando

el programa estadistico SAS para Windows V 9.2 (SAS, 2009).

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. Virulencia de cebos formulados con Metarhizium y acido boérico sobre B.

germanica. Este estudio permitié evaluar el desarrollo de los aislamientos de M.

73



anisopline (Ma2, Ma3, Ma7) y M. pingshaense (Ma5), combinados con diferentes
concentraciones de acido bdrico (AB) en cebos formulados con grenetina y azudcar glas

como fagoestimulante.

Cuadro 9. Mortalidad y Tiempo Letal Medio (TLso) de ninfas de B. germanica expuestas a cebos

formulados con Metarhizium sp.y acido bdrico.

Tiempo de supervivencia (dias)

Tratamiento 0 idad+E.E.  TLw*E.E. LF.95%)  Log-Rank
Cebo en pellet
Aislamientos
Ma2 73.64 +£9.62 11 £0.05 (9-12) <0.0001
Ma3 71.82+9.78 12 +0.0498 (11-13)
Ma5 54.55 +11.86 16 +0.0498 (14 - 20)
Ma7 65.45 £ 10.42 13 £ 0.0502 (10-15)
Acido bérico
0% AB 47.50 £5.47 - - <0.0001
0.5% AB 47.50+4.77 - -
1% AB 75.00 +2.31 14 +0.0558 (12 - 16)
2% AB 96.25+1.29 11 +£0.0548 (10-12)
4% AB 98.33 £1.02 10 +0.0558 9-11)
Cebo en polvo
Aislamientos
Ma2 46.00 £ 8.59 - - 0.1672
Ma3 59.00 £ 8.36 14.5 £0.05 (10-ND)
Mab 53.00 £ 8.03 18 £0.05 (15-ND)
Ma7 51.00 £4.82 18.5£0.05 (13-ND)
Acido bérico
0% AB 32.50 £3.20 - - <0.0001
0.5% AB 37.50+£1.77 - -
1% AB 42.50 £3.95 - -
2% AB 68.75 £ 5.07 13 +£0.0557 (11-17)
4% AB 78.33+4.3 10 + 0.0556 (9 -13)

TLso se calcul6 con el Método de Kaplan-Meier.
AB: acido borico.

ND: No determinado por el método;

En los resultados del tiempo de supervivencia hubo diferencias de TLso entre los dos
cebos (P-value <0.0001). Por lo tanto, se realiz6 la prueba de rangos (Log-Rank) para

conocer las diferencias entre asilamientos y concentraciones de acido bdrico en cada
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tipo de cebo. Se observaron diferencias de mortalidad y TLso entre los aislamientos del
pellet, Ma2 provocé mayor mortalidad (73.64 + 9.62). Ademas, su valor de TLso fue el
mas corto, de 11 + 0.05 d (Cuadro 9). Por el otro lado, en el caso del cebo en polvo no se
encontraron diferencias entre los cuatro aislamientos. En este caso los valores de TLso
fueron mayores, y se presentaron menores porcentajes de mortalidad (46.00 + 8.59). La
diferencia de mortalidad en los aislamientos de M. anisoplize, comparada con el
aislamiento M. pingshaense puede ser consecuencia de la especificidad de los
aislamientos a partir de su huésped original o su origen geografico. Esto se puede
relacionar con los estudios de Wirebeck et al. (2011); estos autores sefialaron que el
origen de los aislamientos, ya sea por su distribucion geografica o por ser aislados de
cierto género de insectos, muestran asociaciones especificas con algunos huéspedes o

patosistemas.

Con la aplicacion combinada de AB (0.5, 1, 2, y 4%) y esporas de Metarhizium (3 x 108
esp / 6 g de cebo), sobre ninfas de quinto instar de B. germanica, se logré una mortalidad
mas alta y rapida que cuando se suministro el cebo sin acido bdrico (tratamiento testigo:
0% AB + esporas de Metarhizium), esto sugiere que existe compatibilidad entre ambos
agentes. De los dos cebos (polvo y pellet) contra B. germanica, el mejor fue el pellet con
4% AB, causando una mortalidad de 98.33 + 1.02, mientras que el polvo a la misma
concentracion de AB solo mat6 78.33 + 4.3% (Cuadro 9). Un factor que quiza afectd estos
resultados fue la formulacion, se indica esto porque durante los primeros dias de
establecidas las unidades experimentales se observd que las ninfas mostraron un

comportamiento de abstinencia a la ingestion de los cebos en polvo con 4% AB.

Algo similar reportaron Strong et al. (1993), ellos evaluaron cebos con acido borico (6.25
12, 25 y 50%) y alimento para perro formulados en polvo y en comprimidos contra

machos de B, germanica. En su escrito ellos indicaron repelencia a los cebos en polvo,
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excepto en la concentracion de 6.25% AB (TLso = 11.85 d); ademdas mencionaron que la

mortalidad de las cucarachas con este cebo fue causada principalmente por contacto.

Con los comprimidos, a pesar de que no hubo repelencia se observo una TL50 mayor

(TLso mayores a 21 d). Los mismos autores indicaron que se necesito la ingestion de este

cebo para causar la mortalidad.
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Figura 11. Curvas de Supervivencia de ninfas de quinto instar de B. germanica tratadas con
cebos en pellet formulados con &cido borico, y M. anisopliae (Ma2, Ma3 y Ma7) o M.

pingshaense (Mab).

Con los resultados de este trabajo se corroboré que al aumentar la concentraciéon de

acido borico en los cebos, también se disminuyd los valores de TLso para matar a las



cucarachas (Figuras 11 y 12). Los mejores tratamientos fueron a la concentracion de 4%
AB con el Ma3 en polvo, y el Ma7 en pellet que mataron el 100%, la TLso fue de 8.5 *
0.1118 para ambos.

Con estos resultados se puede sugerir que los cebos con acido bdrico, y mezclados con
atrayentes alimenticios, pueden ofrecer una alternativa excepcional para el manejo de B.
germanica. A diferencia de otros insecticidas inorgdnicos y organicos (muchos de accion
rapida), se demostrd que el acido borico no fue repelente para la cucaracha alemana
cuando se usd a bajas concentraciones, ya sea como polvo o pellet. Sin embargo, el

rechazo puede suceder a concentraciones superiores al 25% (Strong et al., 1993).

Una caracteristica importante y adicional del dcido bdrico es que se puede humedecer y
secar en el ambiente sin perder sus propiedades insecticidas, cosa que no sucede con el
borax y otros polvos (Ebeling et al., 1971; Strong et al., 1993). Dicha propiedad también
debe considerarse para contribuir a su eficacia a largo plazo. Ademas, este insecticida
inorgdnico tiene la ventaja de contar con un registro favorable de seguridad en
humanos, y no existen casos de resistencia en la cucaracha alemana (Ebeling et al., 1971;
Zurek et al., 2002). La mezcla de &cido borico con harina o azucares, en cebos de polvo o
liquido, se ha reportado como una estrategia para aumentar su atraccion e ingestion
(Strong et al., 1993; Gore y Schal, 2004). Los resultados del bioensayo desarrollado en
este trabajo evidenciaron la ventaja de este tipo de mezclas a partir de cebos formulados
con acido bdrico (2% y 4%), aztcar glas 0.5 M, y hongos entomopatdgenos. Ademds, no
se detectd actividad repelente por esas concentraciones, pues en todos los tratamientos

se observd la ingestion constante de los cebos.
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Figura 12. Curvas de Supervivencia de ninfas de quinto instar de B. germanica tratadas con
cebos en polvo formulados con 4cido borico, y M. anisopliae (Ma2, Ma3 y Ma7) 6 M.
pingshaense (Mab).

Por lo tanto, se puede indicar que estas combinaciones pueden ofrecer una buena
opcion para el manejo de esta plaga, pues en los tratamientos con estas formulaciones se
observaron mortalidades arriba del 90%. En cambio, en los tratamientos sin acido boérico
los aislamientos de Metarhizium mataron solo el 47.50 + 5.47% de los insectos (Cuadro
9). Aunque el principio de la sinergia entre el acido borico y Metarhizium no esta
determinado, es evidente que las cucarachas tratadas con la combinacion de estos
agentes las hace mas susceptibles a la infeccion del hongo. De igual manera, Zurek et al.

(2002) reportaron una interaccion sinérgica entre el acido borico (12.5%) y M. anisopliae
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(8.96 x10° conidia/m?) con un rapido modo de accién (TLso = 10 d) sobre adultos de la

cucaracha alemana.

4.3.2. Comportamiento de agregacion de B. germanica y su influencia en mortalidad
por cebos formulados con Metarhizium y acido borico. En este ensayo se explord si el
comportamiento gregario de B. germanica influia en la mortalidad ocasionada por los
mismos tratamientos, cebos con acido borico y Metarhizium, que se probaron sobre
insectos individuales (4.3.1). La mortalidad ocasionada por los cebos en pellet y polvo
fue diferente (P< 0.0017). El pellet matd 74.25 + 2.42%, mientras que el polvo, 70.17 +
2.81%. Estos resultados contrastaron con los del bioensayo anterior, donde el cebo
formulado en polvo solo matd 52.23% de los insectos. El incremento de la mortalidad en
el cebo en polvo puede significar que esta formulacion se ve favorecida por los habitos
de las cucarachas, y que el AB puede funcionar en este cebo con sus diferentes modos
de accion: como insecticida de contacto, que genera un efecto abrasivo y ocasiona
heridas en el exoesqueleto, seguidas de desecamiento lento (Ebeling, 1966; Strong et al.,
1993) o por medio de la ingestiéon donde puede ocasionar alteraciones estructurales en
el intestino medio, y causar la muerte por el dano mecanico del tracto digestivo, o
septicemias originadas por los endoparasitos de las cucarachas (Habes et al., 2006). En
este caso, se puede inferir que el incremento en la mortalidad de los insectos puede ser
favorecido por un efecto de desgaste o abrasion de la cuticula en el momento del
acicalamiento, conducta que se observd entre las cucarachas tratadas con cebos en

polvo.

En el andlisis de las concentraciones de AB no se encontraron diferencias significativas
en los cebos con 2 y 4%. El cebo en polvo con 2% provocd 99.17 + 1.03% de mortalidad.
Al comparar las diferencias entre los factores cebos-acido bodrico (AB), se puede

observar que al incrementar la dosis de AB, también se aumenta la mortalidad de las
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cucarachas, excepto para el cebo con 0.05% AB, que causé una mortalidad similar a la
de los tratamientos con el hongo solo (0% AB) (Figura 13). Estos resultados contrastan
con los obtenidos en el experimento anterior, donde los mejores resultados se
obtuvieron con los pellets de 4% AB (Cuadro 9). Se observo que las cucarachas
expuestas a las formulaciones en polvo presentaban superficies corporales visiblemente
contaminadas con las esporas y particulas del cebo como las regiones intersegmentales
del térax, el abdomen y las patas. Comportamientos como el contacto entre las
cucarachas y el acicalamiento de unas a otras, después de haberse impregnado con las
particulas del AB, o las esporas de Metarhizium en la formulacion en polvo, son factores
que pudieron beneficiar la ingestion del cebo después de haber sido retirado de las
patas, antenas y otros apéndices. También puede hipotetizarse que el contacto con el
polvo favoreci6 la adhesion de una cantidad mayor de esporas sobre la cuticula de las
cucarachas, sobre todo en areas del cuerpo en donde la limpieza era dificil, lo que

provoco el incremento de la mortalidad.
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Figura 13. Mortalidad de ninfas de B. germanica en las diferentes combinaciones cebo-acido
borico.
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Los resultados de las combinaciones cebo-aislamiento indican que no existieron
diferencias entre los aislamientos probados de M. anisopliae en los dos cebos estudiados,
en cambio, el aislamiento de M. pingshaense si actu6 de manera diferente en los dos
cebos (Figura 14). Este provocoé mayor mortalidad en las ninfas tratadas con el cebo en

pellet (65.67 + 3.48%) y el cebo en polvo fue el menos efectivo, éste solo alcanzo el 51.33

+ 7.25% de mortalidad.

HEPolvo M Pelet
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Ma7 Ma5 Ma3 Ma2

Aislamiento

Letras diferentes indican diferencias. Tukey (DMS=7.86, GLE=200, &=0.05, n=30)

Figura 14. Mortalidad de ninfas de B. germanica en las combinaciones cebo-aislamientos de
Metarhizium

La presencia de acido bdrico en los cebos parece tener un efecto sobre la cucaracha y el
hongo. Al comer los cebos, las cucarachas muestran mayor susceptibilidad a la invasién
por el hongo. Algunos autores mencionan que la ingestion de bajas concentraciones de
acido borico destruye la cubierta celular del intestino medio (Cochran, 1995), este efecto
puede ser suficiente para causar la muerte del insecto o hacerlo susceptible a la invasion
del entomopatégeno. Los danos fisicos en la cuticula, o la alteraciéon del pH de la
hemolinfa, podrian disminuir la respuesta inmunoldgica del insecto y como

consecuencia facilitar la infeccién. Se observé que la virulencia de los aislamientos fue
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reforzada con el 4cido bdrico, se podria inferir que la penetracion de la cuticula de B.
germanica es favorecida por la accion abrasiva de este insecticida. Aunque la infeccion
también puede ocurrir a través de aberturas naturales, como la boca, al parecer no fue la
forma mas importante de causar la infeccion, las cucarachas expuestas a los cebos en
polvo fueron mas propensas a adquirir cantidades mucho mas altas de esporas que las

que se alimentaron con los pellets.

En el andlisis de las combinaciones aislamientos - concentracién de acido borico se
observo interaccion significativa entre factores (Figura 15). Quintela y Mc Coy (1997,
1998) indican que cuando se emplea la combinacion de dos agentes con accion
insecticida se puede evaluar si existe efecto sinérgico entre ambos si la interaccion es
positiva. Por lo tanto, con estos resultados se puede demostrar que existe una

interaccion sinergista entre el acido borico y Metarhizium en los cebos estudiados.

100
80
x B 0%AB
< 60
s B0.5%AB
g B 1%AB
O 40
2 2%AB
B 4%AB

Ma2 Ma3 Ma5 Ma7
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Letras diferentes indican diferencias. Tukey (DMS=10.46, GLE=200, &=0.05, n=12)

Figura 15. Mortalidad de ninfas de B. germanica en las combinaciones aislamiento —
concentracion de acido borico.
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La virulencia de Metarhizium se incremento con la combinacion de acido bdrico. Las
concentraciones de 2 y 4% de AB no fueron diferentes en todos los aislamientos y
causaron mayor mortalidad (89.17 a 100%), comparada con los tratamientos sin AB
(19.17 a 56.67%). La naturaleza de la interaccion acido bdrico y el hongo sigue estando
en la especulacion, podria ser una respuesta fisico-quimica o inmunoldgica. El acido
borico podria dafar la cuticula fisicamente, facilitando la penetracion de M. anisopliae;
también podria reducir el pH de la hemolinfa y alterar la presién osmética a favor de la
infeccidon fungica (Zurek et al., 2002). También se ha propuesto que el acido borico o el
hongo reduzcan la capacidad de defensa de las cucarachas, traducida en una deficiencia
en el sistema inmunoldgico, es decir, que la combinacion de estos dos agentes ocasione
susceptibilidad a la infeccion con sus microorganismos simbioticos, y morir por

bacteriemias o toxemias.

Durante el desarrollo del ensayo se observd que ninfas tratadas morian momificadas
sobre los cebos durante la alimentacion, o sobre su depdsito de agua, adoptando su
posicion natural. Este comportamiento se ha observado en diferentes insectos tratados
con hongos entomopatogenos, caracteristica observable en la fase saprofita de los
hypocreales después de la muerte del huésped (Tanada y Kaya, 1993). Algunas de las
cucarachas muertas presentaron el abdomen distendido, esta caracteristica se considera
sintomatologia, antes y después, de la muerte causada por la ingestion de tratamientos

con acido borico (Strong et al., 1993).

En la realizacion de este experimento algunas ninfas de B. germanica mudaron al estado
adulto, y se observaron conductas de apareamiento entre cucarachas sobrevivientes. Sin
embargo, las ootecas fueron deformes o las hembras las liberaron prematuramente.
Estos datos coinciden con lo reportado por Kilani-Morakchi et al. (2009), quienes

atribuyen efectos subletales del acido boérico sobre la reproduccion de B. germanica,
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incluyendo la caida prematura de las ootecas y la reduccion en el éxito de eclosion de
las mismas, en consecuencia a la disminucion en la absorcion de nutrientes causado por
la destruccidn de las células epiteliales del intestino medio, razon por la que se afecta el
proceso de vitelogénesis. Ademdas Quesada-Moraga (2004) indicé que la reduccion en el
numero de ootecas producidas por hembras sobrevivientes a la infecciéon por M.
anisopliae podria estar relacionada a la reduccion en la longevidad de los adultos
tratados. De hecho, se ha reportado que el nimero de ootecas producidas por las
hembras orthopteroides estd directamente relacionada con su longevidad (Ross y

Mullins, 1995).

Es importante sefialar que la esporulacion en las cucarachas muertas se monitoreo. Para
ello se coloco cada cucaracha (después de haber muerto) en una camara hiimeda tres
dias. Se observéd una disminucion de la esporulacion en los casos de insectos que
murieron por cebos con 2 y 4% de acido borico. En los cebos con 2% esporularon el 77 +
1.08%, en cambio al 4%, la esporulacion se redujo hasta el 45 + 2.59%. En algunas
cucarachas. La esporulacion se presentd en partes localizadas, como apéndices bucales y
abdomen, pero ésta fue acompanada por la presencia de bacterias o desarrollo de

hongos saprofitos contaminantes como Aspergillus sp.y Penicillium sp.

Es importante considerar la esporulacion para elegir la concentracion del dcido borico
en la formulacion de los cebos, debido a que si existe una esporulacion reducida,
limitaria una cualidad importante en los hongos entomopatdgenos, que es la
transmision horizontal. Esta capacidad se ha reportado en estudios realizados con
diferentes aislamientos de M. anisopliae probada en ninfas (Lopes y Alves, 2011) y
adultos de la cucaracha alemana (Kaakeh, 1996, Quesada Moraga, 2004). Al respecto,
Kaakeh et al. (1996) encontraron que la tasa de mortalidad aument¢ significativamente

al aumentar la proporcién de cucarachas infectadas junto con las cucarachas no
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expuestas al hongo y esto lo atribuyeron a la transmision horizontal, a través de
ingestion de heces fecales contaminadas. La coprofagia se ha reportado en ninfas y
adultos de la cucaracha alemana. Kopanic y Schal (1999) apoyan la hipotesis de que la
coprofagia facilita la transmision horizontal en poblaciones de cucarachas tratadas con
cebos formulados con insecticidas toxicos. Por lo tanto, el uso de cebos formulados con
acido borico y Metarhizium, planteado en este estudio, permitirian regresar a las
cucarachas a sus sitios de refugio y transmitir la enfermedad y de esta manera favorecer

la transmision horizontal.

Quesada-Moraga et al. (2004) complementaron esta idea sefialando que el canibalismo y
necrofagia, observadas en la cucaracha alemana (Durier y Rivault, 2000), estdn dentro
de las principales formas que facilitan la muerte secundaria de cucarachas sanas de B.
germanica. Al mismo tiempo, ellos sugieren que las condiciones de humedad, que
prevalecen en los nichos ecoldgicos de las cucarachas, benefician el desarrollo de la
infeccidon y la micosis en las cucarachas muertas por Metarhizium y como consecuencia

la propagacion de la infeccion sea mas rapida en las poblaciones de B. germanica.

La eficacia de un cebo estd determinada por el rendimiento global de sus componentes,
incluidos los ingredientes activos e inertes. La evaluacion de la eficacia de cebos
formulados con acido borico y Metarhizium en grupos de ninfas (quinto instar) de B.
germanica favorecid la virulencia de este hongo, y se observd un aumento de la

mortalidad en las cucarachas.
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VI. CONCLUSION GENERAL.

Se comprobo la capacidad infectiva de aislamientos de Metarhizium anisopliae, M.
pingshaense y B. bassiana en ninfas y adultos de la cucaracha alemana, siendo las ninfas
de quinto instar las menos susceptibles. Los mejores candidatos para el manejo de
poblaciones y desarrollo de una formulacion eficaz contra la cucaracha alemana fueron

los aislamientos de M. anisopliae, Ma2 con un TLso de 8.2 dias y el MaZ con TLso 3.8 dias.

La adicién de fagoestimulantes como el aztcar glas 0.5M promueve la atraccion de
ninfas de B. germanica a cebos formulados con acido borico. Se demostrd que el acido
borico es eficaz como un tratamiento independiente para el manejo de B. germanica. No
obstante, la combinacién del acido bdrico a concentraciones de 2% con M. anisopliae o B.

bassiana no afecta la viabilidad de estos hongos.

Se comprobd un efecto sinérgico entre el acido bodrico y el hongo entomopatdgeno
Metarhizium anisopliae. Los aislamientos con mayor capacidad infectiva probados en
cebos combinados con 4cido bdrico contra B. germdnica fueron Ma7, Ma3 y Ma2. La
mejor formulacion fueron los pellets combinados con 2% de &cido bdrico con los
aislamientos Ma2 y Ma3, sin que afecte la esporulacion de las cucarachas muertas por la

ingestion de estos cebos y por consiguiente a la transmision horizontal.

Finalmente, los cebos probados sobre ninfas de quinto instar de B. germanica, tienen un
alto potencial para el manejo de las poblaciones de esta cucaracha. Sin embargo, es
importante desarrollar una metodologia apropiada para evaluar su estabilidad y

aplicacion en campo sobre la cucaracha alemana.
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