UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

~

vaaluacic’)n in vitro de los diferentes estadios del ciclo
biologico de Aedes aegypti frente a la inoculacidon del
concentrado mixto de esporas de Paecilomyces
lilacinus, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana
(Micosplag®), Quillabamba - Cusco.

N /

TESIS PRESENTADA POR:

Bach. Jean Pierre Gutiérrez Huaman
Bach. Arnold Raul Gutiérrez Huaman.

Para optar al titulo profesional de Bidlogo.

ASESORA: Master Blga. Flavia Caroll Mufiiz Pareja
COASESORA: Blga. Dina Beatriz Torres Vilca

CUSCO - PERU
2017



DEDICATORIA

A nuestro padre Sr. Francisco Gutiérrez Huaman y madre Sra. Rosa Huaman
Altamirano, quienes han sido siempre el pilar de nuestras vidas, y nos han
motivado la busqueda de la superacion utilizando siempre las herramientas que
nos han brindado. Gracias por ensefiarnos los valores mas importantes que una
persona debe tener para enfrentar la vida, y aunque no lo digamos muy seguido
los queremos y amamos mucho, esperando que esta cosecha académica

retribuya un poco todo lo que nos han dado.

A nuestro hermano menor Franz Emerson y nuestro primo Mirko Manuel, por

apoyarnos y motivarnos a seguir adelante.

A todos ellos, gracias porque siempre estuvieron ahi en momentos duros, felices
y representaron un gran ejemplo de lucha, trabajo y dedicacion, para asi poder
culminar la presente investigacion, y sobre todo por respetar siempre nuestras

decisiones.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por permitirnos alcanzar todos los logros que nos hemos propuesto hasta

la fecha y a nuestra familia por brindarnos su apoyo y sabios consejos.

A la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, la cual abre sus
puertas y permite el acceso a jévenes como nosotros, preparandolos parar un

afrontar un mundo competitivo.

Al Hospital de Quillabamba — Cusco, por cedernos el Area de Metaxénicas del
Laboratorio de Apoyo al Diagnéstico, para poder concluir satisfactoriamente el

presente trabajo.

A nuestra Asesora Master Blga. Flavia Caroll Muiiz Pareja por su atenta
direccion, por brindarnos su apoyo y ayuda incondicional haciéndonos crecer

como persona y profesional.

A nuestra co-asesora Blga. Dina Beatriz Torres Vilca. - nos sentimos honrados
de poder aprovechar los conocimientos y consejos brindados para lograr la
formacion de unos buenos profesionales. Gracias por las palabras y
herramientas que nos ensefd para alcanzar y desarrollar mejores estrategias en
la adquisicion de conocimientos y finalmente en la culminacion de la
investigacion, y obviamente nuestra profunda gratitud; esperando algun dia
repetir la experiencia de trabajo a su lado como nuevos profesionales y colegas

cientifico.

A nuestros comparieros y amigos por su ayuda directa o indirecta en el desarrollo

de esta investigacion.



INDICE

INTRODUCCION
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
JUSTIFICACION
OBJETIVOS

a. OBJETIVO GENERAL

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS
HIPOTESIS
VARIABLES
VARIABLES DEPENDIENTES
VARIABLES INDEPENDIENTES

l.- MARCO TEORICO REFERENCIAL........cccoiiiiiiieee e, 1
1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES. ... 1
1.2. ANTECEDENTES NACIONALES.......ccoiiiiiiie e 6
1.3. DESCRIPCION DE A€deS @C0YPL. ... .cevmeeeeeeeee et 7

1.3.1. UBICACION TAXONOMICA........oommieeie e, 7
1.3.2. BIOLOGIA Y BIONOMIA DE Aedes aegypti.........cccceeeeveeueeneeeaen... 8
1.3.3. CICLO BIOLOGICO DE Aedes aegypli.........cceeeeeeeeeeeeieaeaeeeennnn, 21
1.3.4. DISTRIBUCION DE Aedes @egypPti........cccvvvueeeeeeeeeiiieeeieeeeeeinnn 22
1.3.4.1. IMPORTANCIA DE Aedes aegypti COMO VECTOR................ 23
1.3.4.2. BREVE REFERENCIA DE LOS VIRUS VECTORIZADOS POR
ACAES AEGY P .. e ——— 24
1.3.5. CONTROL DE AedeS @gYPLi. . .cueenieiiiieieee e 26
1.3.5.1. CONTROL CULTURAL. ...ttt 26
1.3.5.2. CONTROL MECANICO.........ueiiiiiiiiiee e 27
1.3.5.3. CONTROL QUIMICO........ooviiiiiiiiiiiie e 27
1.3.5.4. CONTROL GENETICO......cciiiiiiieeee e, 29
1.3.5.5. CONTROL BIOLOGICO........uiiiiiiieiee e, 29
1.3.6. HONGOS ENTOMOPATOGENOS.......ccoiiiiiiiiiiiiiieiieieiiie, 30
1.3.6.1. Paecilomyces lilacinus............c.coiiiiii e 30
1.3.6.2. Metarhizium anisopliae (SOrok)...........ccoooiiiiiiiiiiiiiie, 31

1.3.6.3. Beauveria bassiana (Balsamo)............cccooiiiiiiiiiiiiiee 33



.- MATERIALES Y METODOS.......ooitiiiiiiieeeeeee e et 35

2.1 AREADE ESTUDIO......ouuiuieeeee e 35
2.2. MATERIALES ... 37
2.2.1. MATERIALE BIOLOGICO........ouuuieeeeeeieeeeeeeeeeeee, 37
2.2.2. MATERIALES DE LOCALIZACION Y COLECTA.......covvvvviinnnnnnn. 37
2.2.3. MATERIALES DE LABORATORIO. ..ot 37
2.2.4. MATERIALES DE ESCRITORIO......cuiiiiiiiiiiiieeee e 38
2.3. METODOLOGIA. .....outtiiiiee e, 38
2.3.1. UNIVERSO MUESTRAL. ... 38
2.3.2. MUEST RA. .. 38

2.3.3. TOMA DE MUESTRA - METODO DE COLECTA POR CEBO
HUMANO ESTANDARIZADO POR EL MINISTERIO DE SALUDD - PERU.

20T . 40
2.3.4. TECNICA DE IDENTIFICACION POR COMPARACION
COMPRESION CON CALVES TAXONOMICAS PARA ADULTOS............. 41
2.3.5. CLAVE ILUSTRADA PARA LA IDENTIFICACION DE LARVAS DE
CUARTO ESTADIO DE Aedes aegypti.......c.oueeiuiniiiiiiiiiiiiieaeaieaeans 42
2.3.6. TECNICA MODIFICADA DE COLECTA DE HUEVOS POR
OVITRAMPAS E INCUBACION DE HUEVOS.........oooeiiiiieee e 43
2.3.7. METODO MODIFICADO DE CRIANZA DEL MANUAL DE
INDICACIONES TECNICAS PARA INSECTARIOS.........ooeiiiiiiieeeeee 44
2.3.7.1. CONFECCION DE CUBETAS PARA LA FASE LARVAL.......... 44
2.3.7.2. PARA LA FASE PUPAL. ...t 46
2.3.7.3. CONFECCION DE JAULAS ENTOMOLOGICAS PARA LA FASE
AU L T A 47
2.3.8. TECNICA DE MANTENIMIENTO DE COLONIAS DE INSECTOS..... 47
2.3.8.1. TECNICA DE MANTENIMIENTO PARA LARVAS................... 48
2.3.8.2. TECNICA DE MANTENIMIENTO PARA ADULTOS.................. 49

239. MODO DE ACCION DE LOS TRES HONGOS
ENTOMOPATOGENOS PRESENTES EN EL PRODUCTO COMERCIAL

MICOSPLAGS. ... 50
2.3.9.1. MODO DE ACCION DE Paecilomyces lilacinus........................ 50
2.3.9.2. MODO DE ACCION DE Metarhizium anisopliae..................... 50

2.3.9.3. MODO DE ACCION DE Beauveria bassiana......................... 50



2.3.10. PREPARACION DEL CONCENTRADO MIXTO DE ESPORAS
(MICOSPLAGS). ... ..o, 52
2.3.11. BIOENSAYO CON EL CONCENTRADO MIXTO DE ESPORAS
(MICOSPLAG®) EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE Aedes aegypti...... 52
2.3.11.1. UNIDAD EXPERIMENTAL CON HUEVOS DE Aedes aegypti... 52
2.3.11.2. UNIDAD EXPERIMENTAL CON LARVAS DE Aedes aegypti... 53
2.3.11.3. UNIDAD EXPERIMENTAL CON PUPAS DE Aedes aegypti...... 54
2.3.11.4. UNIDAD EXPERIMENTAL CON ADULTOS DE Aedes aegypti.. 54

2.3.12. TRATAMIENTO ESTADISTICO......ccovviiiiiiiee e 56
2.3.12.1. PRUEBA T'STUDENT - IBM SPSS STATISTICS 22............... 56
2.3.12.2. DETERMINACION DE LA MORTALIDAD CORREGIDA.......... 57

ll.- RESULTADOS Y DISCUSION........ciiiiiiiie e, 58
3.1. IDENTIFICACION POR CLAVES TAXONOMICAS PARA ADULTOS DE
ABAES AEGY P . e 58
3.2. IDENTIFICACION POR CLAVES ILUSTRADAS PARA LARVAS DE
CUARTO ESTADIO DE Aedes aegypti......c.eueueeiuiiiaiiieeeieieieieeeeeen 60
3.3. RESULTADO DE LAS TEMPERATURAS Y HUMEDAD RELATIVA EN EL
LABORATORIO. ... e 62
3.4. RESULTADO DEL CICLO BIOLOGICO DE Aedes aegypti..................... 63

3.5. RESULTADOS DE LOS DIFERENTES ESTADIOS FRENTE AL

BIOENSAYO CON EL CONCENTRADO MIXTO DE ESPORAS
(MICOSPLAGS). ... oo, 65
3.5.1. RESULTADO DEL BIOENSAYO EN HUEVOS DE Aedes aegypti.... 66
3.5.2. RESULTADO DEL BIOENSAYO EN LARVAS DE Aedes aegypti.... 68
3.5.3. RESULTADO DEL BIOENSAYO EN PUPAS DE Aedes aegypii....... 70
3.5.4. RESULTADO DEL BIOENSAYO EN ADULTOS DE Aedes aegypti... 72

3.54.1. RESULTADO DEL BIOENSAYO EN HEMBRAS DE Aedes

= <0 Y7 0] 74
3.5.4.2. RESULTADO DEL BIOENSAYO EN MACHOS DE Aedes aegypti 75
CONCLUSIONES. . ... e e e nenes 77
RECOMENDACIONES. ... e e 79
BIBLIOGRAFIA. ... 80

AN E X O S 91



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1: Huevos de mosquito Aedes aegypli........cocvuvuiiiiiiiiiiiiiiiiaennn. 8
FIGURA 2: Larva de mosquito Aedes aegypti........ccvuvuiuiiiieiiiiiiiiieeieaeins 9
FIGURA 3: Larva de Aedes aegypti donde se observa el sifén y los cepillos
DUCAIES . ... e 11
FIGURA 4: Morfologia de la pupa de mosquito Aedes aegypti...........c.c.ce...... 11
FIGURA 5: Morfologia del adulto hembra de Aedes aegypti...........ccocevvenenn.e. 18
FIGURA 6: Morfologia del adulto macho de Aedes aegypti...........cccoevvvninennnn. 18
FIGURA 7: Ciclo biolégico de Aedes aegypti.........ccoevuiuiiiiiiiiiiiiiiiiieeennn. 22
FIGURA 8: Distribucion mundial por paises y/o areas de Aedes aegypti........ 22
FIGURA 9: Distribucion de Aedes aegyptienel Perl................cccooviiiiiiinn.. 23
FIGURA 10: Mapa de incidencia de dengue — Peru, 2015...............coiiiiiinnns 26
FIGURA 11: Morfologia de PaecilomyCes Sp.......c.covvviiiiiiiiiiiiiieee e, 31
FIGURA 12: Morfologia del hongo Metarhizium sp..........ccccooiviiiiiiiiiiiniennn. 32
FIGURA 13: Morfologia del hongo Beauveria bassiana.........................c....... 34
FIGURA 14: Mapa de Ubicacién de Quillabamba.......................ol. 35
FIGURA 15: Planta de asfalto de la ciudad de Quillabamba........................... 36
FIGURA 16: Hospital de Quillabamba (izquierda); Area de evaluacion del disefio
experimental (derecha)..........ccooveiiiii i 36
FIGURA 17: Flujograma de la metodologia, elaboracién propia..................... 39
FIGURA 18: Captura de adultos Aedes aegypti por cebo humano................... 40
FIGURA 19: Capturador o aspirador manual y el vaso de colecta con tapa de
gaza (izquierda) y adulto de Aedes aegypti capturado (derecha)..................... 40
FIGURA 20: Vista lateral de la cabeza: (a) hembra, (b) macho. ANT: antena,
PMx: palpo maxilar, Pr: proboscide, Lb: labela.....................oo 41
FIGURA 21: Caracteristicas morfologicas de la hembra de A. aegypti.............. 41
FIGURA 22: Sifén con un par de cerdas simples o multiples......................... 42

FIGURA 23: Extremo del abdomen, Silla de montar del segmento X
INCOMIPIEta. .. 42

FIGURA 24: Brocha ventral con 5 0 mas pares de cerdas que nacen de una



FIGURA 25: Térax con espinas laterales muy evidentes.................cccccouvn..... 42
FIGURA 26: Diente del peine del segmento VIII con espinas laterales visibles... 42
FIGURA 27: Cerda 7 de la cabeza Simple...........cocvuueeieeeeeeeeeeeee e, 42

FIGURA 28: Dientes del peine del segmento VIII dispuestos en una fila, con

espina central larga; brocha ventral formada por 5 pares de cerdas................ 43
FIGURA 29: Forma del papel toalla (izquierda) y ovitrampas (derecha)........... 43
FIGURA 30: huevos en placa Petri incubados a 32°C por 24 horas................. 44
FIGURA 31: Bandeja dividida en 4 cubetas para la crianza de larvas.............. 45
FIGURA 32: Conteo de larvas (izquierda); larvas en la cubeta (derecha).......... 46
FIGURA 33: Envases de polipropileno de medio litro con pupas................... 46
FIGURA 34: Forma de la jaula entomoldgica para la crianza de adultos.......... 47
FIGURA 35: Trituracién y tamizaje del alimento para peces-SERA®POND........ 48
FIGURA 36: Aedes aegypti macho alimentandose (foto propia)...................... 49

FIGURA 37: Gallina piroca (izquierda); Aedes aegypti hembra alimentandose
(o= 0T 1) T 30

FIGURA 38: Mecanismo de accion de los hongos entomopatdgenos

UBZAAOS. .. e o1
FIGURA 39: Preparacion de concentrado mixto de esporas Micosplag®........ 52
FIGURA 40: Bioensayos en placas con huevos de Aedes aegypti.................. 33
FIGURA 41: Bioensayo en larvas de Aedes aegypti en el bioensayo (fotos

oo o1 F=1-) TSR 53
FIGURA 42: Bioensayo en pupas de Aedes aegypti........cccoovveiuiiieiiiinennnnnn. o4
FIGURA 43: Papel secante impregnado con el concentrado mixto de

ESPOTES. ... et e, 55
FIGURA 44: Cilindros plasticos de exposicion (kits de la OMS).................... 99
FIGURA 45: Bioensayo en adultos de Aedes aegypti.........cocveiiiiiiineininnnn.. 56
FIGURA 46: Cabeza de la hembra de Aedes aegypti (Lourenco y Rotraut, 1998)

(izquierda); fotografia de la evaluacion in vitro (derecha)..................... 58
FIGURA 47: Cabeza del macho de Aedes aegypti (Lourenco y Rotraut, 1998)

(izquierda); fotografia de la evaluacion in vitro (derecha).............................. 58

FIGURA 48: Morfologia de A. aegypti (Lourengo y Rotraut, 1998) (izquierda);

fotografia de la evaluacion in vitro (derecha)...............ccccoveeiieeiiieeeiieeeea, 59



FIGURA 49: Patas anilladas de A. aegypti (Fotografia de la evaluacién in vitro).. 59
FIGURA 50: Sifén con un par de cerdas simples o multiples (lzquierda:
bibliografia; derecha: fotografia de la evaluacién in vitro)............................... 60
FIGURA 51: Silla de montar del segmento X Incompleta (Izquierda: bibliografia;
derecha: fotografia de la evaluacion in vitro)................oooii i, 60
FIGURA 52: Brocha ventral con 5 o0 mas pares de cerdas que nacen de una grilla
(Izquierda: bibliografia; derecha: fotografia de la evaluacion in vitro)....... 60
FIGURA 53: Térax con espinas laterales muy evidentes (lzquierda: bibliografia;
derecha: fotografia de la evaluacion in vitro).................ooociii 60
FIGURA 54: Diente del peine del segmento VIII con espinas laterales visibles
(Izquierda: bibliografia; derecha: fotografia de la evaluacion in vitro)............... 61
FIGURA 55: Cerda 7 de la cabeza simple (lzquierda: bibliografia; derecha:
fotografia de la evaluacion in VItro)............c.oooii i 61
FIGURA 56: Dientes del peine del segmento VIII dispuestos en una fila, con
espina central larga; brocha ventral formada por 5 pares de cerdas (Izquierda:
bibliografia; derecha: fotografia de la evaluacion in vitro).........................o..l. 61
FIGURA 57: Histogramas de Temperatura interna y Temperatura externa.......... 62

FIGURA 58: Histogramas de Humedad relativa y Temperatura del agua........... 62



LISTA DE TABLAS

TABLA 1: RESUMEN DE LOS VIRUS TRANSMITIDOS POR Aedes aegypti,
ENFERMEDAD Y DISTRIBUCION.......euvteeeeee oo, 25
TABLA 2: CASOS ANUALES DE DENGUE SEGUN DEPARTAMENTOS EN EL
PERU . ...t 25
TABLA 3. DOSIS DE ALIMENTACION LARVARIA UTILIZANDO EL
PRODUCTO COMERCIAL SERA® POND........couveieeeeeee oo, 48
TABLA 4: TEMPERATURAS Y HUMEDAD RELATIVA DURANTE 28 DIAS DE
LA EVALUACION IN VITRO Y SU DESVIACION ESTANDAR Y VARIANZA...... 62
TABLA 5: RESULTADOS DE LA DURACION EN DIAS DEL CICLO BIOLOGICO
DE Aedes aegypti BAJO CONDICIONES DE LABORATORIO (T° 26.9°C—28.2°C,
HR 4% -58%). ..o 63
TABLA 6: RESULTADOS DE LA COMPARACION DEL TIEMPO PROMEDIO
DEL CICLO BIOLOGICO Aedes aegypti OBTENIDO EN LA PRESENTE
INVESTIGACION CON DATOS REPORTADO EN BIBLIOGRAFIA
CONSULTADA . ... oo, 64
TABLA 7: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE NATALIDAD DE HEMBRAS

Y MACHOS DE Aedes aegypti RESULTANTES DE 600 HUEVOS

INCUBADOS ...ttt 65
TABLA 8: RESULTADO DEL PORCENTAJE DE ECLOSION DE HUEVOS POR
DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO......ccuveeeeeeeeeeeeeeeeeene, 66
TABLA 9: ESTADISTICAS DE MUESTRAS EMPAREJADAS (HUEVO -
LARV A) oo, 67
TABLA 10: CORRELACIONES DE MUESTRAS EMPAREJADAS (HUEVO -
LARVA) ... oot 67

TABLA 11: PRUEBA DE MUESTRAS EMPAREJADAS (HUEVO - LARVA)....... 67
TABLA 12: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE METAMORFOSIS DE
LARVAS A PUPAS POR DIAS EN ELTESTIGO Y EN EL BIOENSAYO............ 68
TABLA 13: ESTADISTICAS DE MUESTRAS EMPAREJADAS (LARVA -



TABLA 14: CORRELACIONES DE MUESTRAS EMPAREJADAS (LARVA -

PUPA). e 69
TABLA 15: PRUEBA DE MUESTRAS EMPAREJADAS (LARVA - PUPA,)......... 69
TABLA 16: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE METAMORFOSIS DE
PUPAS A ADULTOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO......... 70
TABLA 17: ESTADISTICAS DE MUESTRAS EMPAREJADAS (PUPA -
ADULTO). ..ottt 71
TABLA 18: CORRELACIONES DE MUESTRAS EMPAREJADAS (PUPA -
ADULTO)....c ettt 71

TABLA 19: PRUEBA DE MUESTRAS EMPAREJADAS (PUPA - ADULTO)...... 71
TABLA 20: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE

ADULTOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO........ccccven..... 72
TABLA 21: ESTADISTICAS DE MUESTRAS EMPAREJADAS (ADULTO -
1Y TR PP 72
TABLA 22: CORRELACIONES DE MUESTRAS EMPAREJADAS (ADULTO -
VIC ) et 72
TABLA 23: PRUEBA DE MUESTRAS EMPAREJADAS (ADULTO - MC).......... 73
TABLA 24: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE
HEMBRAS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO........c.cc.co...... 74
TABLA 25: ESTADISTICAS DE MUESTRAS EMPAREJADAS (HEMBRA -
VIC )ttt 74
TABLA 26: CORRELACIONES DE MUESTRAS EMPAREJADAS (HEMBRA -
VIC) e e et e 74
TABLA 27: PRUEBA DE MUESTRAS EMPAREJADAS (HEMBRA - MC).......... 74
TABLA 28: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE MACHOS
POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO........c.cocveevennn, 75

TABLA 29: ESTADISTICAS DE MUESTRAS EMPAREJADAS (MACHO - MC).. 76
TABLA 30: CORRELACIONES DE MUESTRAS EMPAREJADAS (MACHO -

TABLA 31: PRUEBA DE MUESTRAS EMPAREJADAS (MACHO - MC)............ 76
TABLA 32: TEMPERATURAS ATMOSFERICAS DE LOS DIAS QUE DURO LA
PRESENTE INVESTIGACION. .......uiiiiiiiiie e, 105



TABLA 33: RESULTADOS DE LOS DATOS DE ECLOSION DE LOS HUEVOS
DE Aedes aegypti POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO............ 106
TABLA 34: RESULTADOS DE LOS DATOS DE METAMORFOSIS DE LARVAS
DE Aedes aegypti POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL

BIOENSAYO ... ..ot 107
TABLA 35: RESULTADOS DE LOS DATOS DE METAMORFOSIS DE PUPAS
DE Aedes aegypti POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO............ 108

TABLA 36: RESULTADOS DE LOS DATOS DE SOBREVIVENCIA DE
ADULTOS DE Aedes aegypti AL SEXTO DIA, EN EL TESTIGO Y EN EL
BIOENSAY O .. e 109



LISTA DE ANEXOS

ANEXO 1: AREA DE ESTUDIO Y AREA DE EVALUACION..........coooeieiiann, 92
ANEXO 2: CAPTURADE EJEMPLARES. ..o, 92
ANEXO 3: CONFECCION DE OVITRAMPAS . .......uiiiiiiieeeeeiee e 93
ANEXO 4: CONFECCION DE CUBETAS PARA LA FASE LARVAL DE Aedes

2 U= 0 |V 0 ) 1 P 94
ANEXO 5: PREPARACION DEL ALIMENTO PARA LARVAS DE Aedes
=TS0 )V o P 94
ANEXO 6: PREPARACION DE ALIMENTO PARA MACHOS DE Aedes

= T=10)Y/ 0] {1 PP 95
ANEXO 7: PREPARACION DE ALIMENTO PARA HEMBRAS DE Aedes

= <0 )Y/ 0 96
ANEXO 8: HUEVOS DE Aedes aegypti OBTENIDAS..........ccooiiiiiiiiiiieen. 97
ANEXO 9: LARVAS DE Aedes aegypti OBTENIDAS............cccooiiiiiiiiie. 98
ANEXO 10: PUPAS DE Aedes aegypti OBTENIDAS..........cociiiiiiiiiieiiieen, 99
ANEXO 11: ADULTOS MACHOS Y HEMBRAS DE Aedes aegypti

OB T ENID A . ... e 100
ANEXO 12: PREPARACION DEL PRODUCTO COMERCIAL MICOSPLAG®.... 101
ANEXO 13: BIOENSAYO EN HUEVOS DE Aedes aegypti........ccoovvveieininnnnnn. 101
ANEXO 14: BIOENSAYO EN LARVAS DE Aedes aegypti. ......ccoevviiininnnnnnn. 102
ANEXO 15: PROCEDIMIENTO DEL BIOENSAYO EN ADULTOS DE Aedes
=TS0 )V o PP 103

ANEXO 16: BIOENSAYO EN PUPAS DE Aedes aegypti.........ccccovviuinininnnannn. 104



RESUMEN

Aedes aegypti es un Insecto del Orden Diptera; Familia Culicidae, Subgénero
Stegomyia; mas importante en la epidemiologia, que presenta los estadios de huevo,
larva, pupa y adulto; cuyo ciclo de vida requiere agua limpia, en sombra, lo que estimula
su oviposicion; hallandoseles dentro de llantas, latas, botes y cubetas. Para su captura
con la ayuda de cazamariposas artesanales; entre los meses de Octubre a Noviembre
del afio 2016, se les ubico en la planta municipal de asfalto de la ciudad de Quillabamba—
Cusco, de donde 100 adultos de Aedes aegypti fueron trasladados a vasos de colectas
con ayuda de un aspirador manual; y se caracterizaron en base a su morfologia.
Determinandose que el tiempo generacional en promedio de huevo a larva es de 4 dias,
de larva a pupa es de 4.67 dias y de pupa a imago es de 4 dias; con un porcentaje de
natalidad de hembras del 30.17% y machos del 17.67%, con proporcionalidad entre
hembras y machos de 1:2. Habiéndose evaluado in vitro los diferentes estadios del ciclo
bioldgico de Aedes aegypti frente a la inoculacion del concentrado mixto de esporas de
Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana (Micosplag®); a
una temperatura promedio del laboratorio de 27+1°C, temperatura promedio del agua
de 23.6£1°C y humedad relativa promedio de 51+7%; cuyos resultados en el bioensayo
del bloque de prueba con huevos de Aedes aegypti mostroé 5.67% de eclosién lo que se
considera bajo, en comparacion con su testigo que mostré el 62%; en la fase larval,
presentd una mortalidad corregida de 45.99% en comparacién con su testigo que mostré
20.99%; en la fase pupal presentd una mortalidad corregida de 0.57% en comparacion
con su testigo que mostré 3.55%; y en la fase adulta presenté una mortalidad corregida
al sexto dia de 22.84% en comparacion con su testigo que mostré 14.46%. Ademas, en
el bioensayo por sexos, se obtuvo una mortalidad corregida del 15.58% en hembras, en
comparacion con su testigo que mostré 12.35% y una mortalidad corregida de 31.65%
en machos, en comparacién con su testigo que mostré 15.56%. Merituando todo lo
anterior, se tiene que el producto comercial Micosplag® presenta un rendimiento regular
de acuerdo a los resultados obtenidos. Aplicandose el analisis estadistico t-Student a
los resultados obtenidos del testigo frente al bioensayo, obteniendo asi una diferencia
significativa en el porcentaje de eclosion de los huevos, en la mortalidad de larvas y
adultos en general y adultos machos, demostrando eficacia en el bioensayo aplicado
(férmula de ABBOTT) del concentrado mixto de esporas (Micosplag®) en estos estadios;

pero, no obteniendo significancia en el estadio pupal ni en los adultos hembras.



INTRODUCCION

Aedes aegypti es un Insecto del Orden Diptera; Familia Culicidae; Subfamilia
Culirinae; Tribu Aedini; del Subgénero Stegomyia (Knigt y Stone, 1977), que es
sin duda, el mosquito mas importante en la epidemiologia, es vector de la fiebre
amarilla y de los cuatro serotipos del virus del dengue, de la familia Flaviviridae,
en sus formas benigna y hemorragica (Den-1, Den-2, Den-3 y Den-4) (Okabe,
1993), cuya propagacion y aumento se debe a la densidad del Aedes aegypti,
estimandose que 2.500 millones de personas que habitan las zonas tropicales y
subtropicales pueden verse afectados por esta enfermedad; ocasionando cada
ano 10 millones de casos, de los cuales alrededor del 5% corresponden al
dengue hemorragico, con casos fatales; siendo la poblacién infantil la mas
afectada (Alcalde et al., 2014).

Aedes aegypti presenta cuatro estadios metamoérficos que son: huevo, larva,
pupa y adulto; cuyo ciclo de vida ocurre naturalmente en entornos que contienen
agua limpia, en sombra y que estimulan su oviposicion; se les ha ubicado dentro
de llantas, latas, botes, cubetas, jarras de barro o bafiles metalicos, cisternas,
tinacos, agujeros de arboles, entre las hojas de plantas tropicales, en acumulos

de rocio; donde realiza por la tarde la ovipostura (WHO, 1982).

Merituando estos aspectos se evaluo las diferentes fases del ciclo biolégico de
este culicido, para afianzar los conocimientos esenciales sobre su biologia en
condiciones de laboratorio y enfrentdndolo en cada uno de sus estadios a un
concentrado mixto de esporas de Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae
y Beauveria bassiana (Micosplag®); habiendo ejecutado el disefio experimental
en los meses de Octubre a Noviembre del afio 2016, en el area de Metaxénicas
del Laboratorio de Apoyo al Diagnostico, cedido por el Hospital de Quillabamba
con la direccién de la Blga. Dina Beatriz Torres Vilca, aplicando el analisis de

resultados por t-Student, durante periodos reiterativos de 20 dias.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El valle de La Convencion es zona endémica de culicidos y anofelinos entre los
que se halla A. aegypti, conocido vector del dengue y de la chikungunya; en este
espacio endémico se halla la planta municipal de asfalto que cuenta con mas de
una veintena de trabajadores permanentes y temporales, mas sus oficinas.
Constituyendo los cilindros abandonados de la planta de asfalto un punto focal
con indice poblacional de A. aegypti, cuyos adultos se hallan deambulando en
las oficinas de donde fueron capturados, constituyendo este espacio un criadero
principal de A. aegypti en el biotopo particular generada por cilindros que antes
fueron contenedores de petréleo y que estan abandonados en este espacio
recibiendo aguas pluviales, donde A. aegypti ha encontrado un espacio vital para
su desarrollo, de donde fueron capturados los ejemplares adultos y trasladados
al area de Metaxénicas del Laboratorio de Apoyo al Diagnéstico del Hospital de
Quillabamba que gentilmente fue cedido para el presente estudio, para hacer un
seguimiento de la postura de huevos, su metamorfosis a imago, merituandolo
cuantitativamente, enfrentandolo fase a fase con el concentrado mixto de
esporas de Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana
(producto comercial) y de acuerdo a los resultados, posteriormente proponerio

para control.

Concluida cada etapa metamorfica del vector de estudio, algunos ejemplares,
fueron remitidos al Laboratorio de Entomologia de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, Lima - Peru, para la confirmacién de especie, ya que

previamente por sus caracteristicas morfologicas se les reconocié como Aedes

aegypti.

Habiendo sido la interrogante de investigacion la siguiente: ;Cual sera el
resultado de la evaluacién in vitro de los diferentes estadios del ciclo biolégico
de Aedes aegypti frente a la inoculacion del concentrado mixto de esporas de
Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana

(Micosplag®), Quillabama — Cusco?



JUSTIFICACION

En el presente estudio se pretende conocer el tiempo generacional in vitro de A.
aegypti para merituar las caracteristicas con las que se presenta in vitro,
tomando en cuenta los reportes de especialidad del tema, por constituir el
mosquito Aedes aegypti principal vector de la fiebre del dengue, (Panty Yasuno,
1973), el cual causa las mas altas tasas de morbilidad y mortalidad que otros
arbovirus (Mitchell, et al., 1987). Debido a que se crian y se alimentan en el
habitat humano o en sus alrededores, donde puede desarrollarse
proporcionalmente, su indice de infestacion esta en aumento, convirtiéndose en
un grave problema de salud publica (C.D.C., 1980). Cumpliendo con la vigilancia
entomologica es indispensable el conocimiento del ciclo bioldgico del vector, y
asumir una propuesta de control con el concentrado mixto de esporas de
Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana
(Micosplag®) que sera evaluado en el presente estudio, de ahi su importancia,
ya que los hongos entomopatdogenos considerados en una asociacion entre
insecto - hongo se han convertido en una estrategia importante dentro de los
esquemas actuales de manejo de plagas insectiles (Garcia, 2011). Asi que,
conviene usar hongos entomopatogenos por que afectan preferentemente a los
insectos plaga y son de baja o nula patogenicidad al hombre y los animales

domésticos, por lo que pueden ser usados sin peligro (Gallegos et al., 2003).



OBJETIVOS

a. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar in vitro los diferentes estadios del ciclo bioldégico de Aedes
aegypti frente a la inoculacion del concentrado mixto de esporas de
Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana

(Micosplag®), Quillabamba — Cusco.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.

Caracterizar adultos de Aedes aegypti capturados en la planta de
Asfalto de la ciudad de Quillabamba para su identificacién en base a su
morfologia.

Determinar el tiempo generacional de huevo a larva, de larva a pupa y
de pupa a imago; hallar proporcionalidad entre hembras y machos.
Enfrentar en cada estadio del ciclo biolégico de Aedes aegypti con el
concentrado mixto de esporas de Paecilomyces lilacinus, Metarhizium

anisopliae y Beauveria bassiana (Micosplag®).

. Hallar la diferencia significativa del bloque testigo y el bloque de prueba

(t-Student — IBM SPSS Statistics 22).



HIPOTESIS

Los Aedes aegypti monitoreados y evaluados in vitro desde huevo a adulto
alcanzaran una longevidad de 20 dias en el bloque testigo, al igual que los
enfrentados con el concentrado mixto de esporas de Paecilomyces lilacinus,
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, mostrando una mayor tasa de

mortalidad en el bloque de prueba.

VARIABLES:

VARIABLES DEPENDIENTES

e Aedes aegypiti.
e Densidad larvaria.

e Tiempo de longevidad

VARIABLES INDEPENDIENTES

e Copos - SERA®POND (alimento para larvas de Aedes aegypti).

e Solucion azucarada para los machos.

e Sangre de gallina pirocas para las hembras.

e Temperatura.

e Concentrado mixto de esporas de Paecilomyces lilacinus, Metarhizium

anisopliae y Beauveria bassiana (Micosplag®).



| - MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Sl, (1976). Indica que generalmente el intervalo entre la alimentacidén sanguinea
y la postura de huevos son de 3 dias en condiciones Optimas de temperatura con
una duracién de 72h-84 h. a 25°C-26°C y una humedad relativa de 60%-70%,
ademas la hembra puede alimentarse de sangre nuevamente el mismo dia en
que pone los huevos. Aedes aegypti se caracteriza ademas por la ovoposiciéon
de sus huevecillos en forma individual y en distintos sitios de las paredes de
recipientes. Existen distintos factores que determinan la cantidad de huevecillos
por ciclo, pero en promedio una hembra produce 50-70 huevecillos en la primera

ovipostura.

CDC, (1980). Indican que el mosquito Aedes aegypti es reconocido como uno de
los artropodos mas importantes en la transmisién de enfermedades virales a
humanos, principalmente del género Flavivirus como la fiebre del dengue, la
fiebre hemorragica del dengue y como vector potencial de la fiebre amarilla.
Desde la antigiedad se han registrado las molestias que causan las picaduras
de esta especie, pero solo a principios del siglo XX, se comprobd que el Aedes
aegypti estaba desempenando un papel importante como vector de
enfermedades, Aedes se distribuye entre 35° de latitud norte y los 35° de latitud
sur pero puede extender hasta los 45° norte y 45° sur la altitud promedio por la
que se encuentra es los 1200 metros de altitud, aunque se le ha hallado 2400
metros de altitud; es de habitos tipicamente domiciliarios, radio de dispersién de

1 a 2 kildbmetros.

TREVINO, (1992). Colecté adultos de Aedes aegypti en monterrey, Nuevo Ledn,
obteniendo como resultado la sobrevivencia y la esperanza de vida fue mayor en
la poblacion de laboratorio con una duracion de 104 dias, no asi la poblacion de

campo la cual tuvo una duracién de 23 dias siendo esta truncada por un cambio



brusco de temperatura. Observé que la fecundidad de la hembra es mayor

cuando su edad fluctiia entre los 7 a 45 dias.

SALAS, (1993). Investigaron componentes del potencial vectorial de Aedes
aegypti en el area metropolitana de Monterrey, N. L. muestreados de Abril a
Octubre de 1991, en condiciones peridomiciliarias, de las 16:00 a las 19:00 horas
y sobre dos voluntarios como cebo humano. Obteniendo la tasa de supervivencia
diaria estimada en 0.87 y la tasa de supervivencia por ciclo gonotréfico en 0.49,
con un ciclo gonotréfico de cinco dias de duracién a una temperatura promedio
diaria de 25.5°C.

SALAS, et al. (1994). Encontraron en campo que las hembras mas viejas
tienden a ingerir menos sangre por lo que realizan una mayor cantidad de
picaduras. Confirmaron que los adultos del mosquito Aedes aegypti pueden
permanecer vivos en el laboratorio durante meses, pero en la naturaleza

habitualmente viven unas pocas semanas.

SALAS, et al. (1994). Indican que la supervivencia de la especie Aedes aegypti
desde las primeras etapas hasta la etapa adulta solo llega a un 10% del total de
huevos puestos por la hembra y a pesar de la gran reduccion en numero, si la
poblacion emergente original es grande, la poblacion vieja resultante sera

suficientemente grande para transmitir enfermedades y mantener una epidemia.

MANRIQUE, et al. (1998). Determinaron el desarrollo, mortalidad vy
supervivencia de las etapas inmaduras del mosquito Aedes aegypti en
neumaticos, en Mérida, Yucatan, México. Obteniendo la duracién promedio del
ciclo de vida de Aedes aegypti en neumaticos de 11.15 dias (+ 2.68 sd), la etapa
de larva con sus distintos estadios ocupa un total de 8.1 dias (+ 2.40 sd), mientras
que la etapa de pupa dura 3.05 dias (+ 1.09 sd); del numero inicial de individuos
(larvas de primer estadio) solamente emergieron el 9%, es decir, que la
mortalidad total de las etapas inmaduras fue del 91%, la mayor tasa de

mortalidad se observé en las larvas de cuarto estadio (54%), mientras que la



menor mortalidad en la etapa de pupa (18%) y la proporcion de sexos de los

adultos emergidos fue de 1:1.

HARRINGTON, et al. (2001). Indica que después de 24-48 h de la emergencia
de adultos de Aedes aegypti y posterior al endurecimiento del tegumento, ambos
sexos pueden aparearse y que el apareamiento generalmente se realiza durante

el vuelo, con un sitio primario de encuentro cerca del hospedero.

CONDE, et al. (2003). Indican que el ciclo holometabolo de Aedes aegypti se
desarrolla en dos tipos de ambientes: acuatico y terrestre, dichos insectos
presentan una metamorfosis completa que comprende cuatro etapas.
Huevecillos, larvas y pupas se desarrollan en un ambiente acuatico, mientras los

adultos se desarrollan en un ambiente terrestre.

CONDE, et al. (2003). Estudiaron la longevidad y el ciclo gonotréfico del Aedes
(stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) en condiciones de laboratorio en 594
mosquitos en el municipio de Girardot, los cuales fueron agrupados en seis
tratamientos. Obtuvieron resultados que muestran que existen variaciones en la
longevidad, ovoposturas, numero de huevos y huevos eclosionados con
diferente toma de sangre. Encontraron que el grado de dependencia que existe
entre el numero de huevos y la longevidad es bajo, mientras que la dependencia
del numero de huevos y los eclosionados es alta. El tiempo para la digestion de
la sangre y la produccién de huevos varia de 2 a 20 dias. El 35,8% de los
mosquitos Aedes aegypti finalizaron su primer ciclo gonotréfico a los dos dias

después de su primera ingesta de sangre.

GARCIA, et al. (2007). Evaluaron cepas de hongos entomopatdgenos
(Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana) aislados en la Cienega de
Michoacan, México, contra Aedes aegypti, de los cuales tuvieron un 50% de
mortalidad de 2 a 5 dias en ambas cepas a nivel de laboratorio dando eficacias

altas para el manejo del mosquito vector del dengue.



TELANG, et al. (2007). Indican que los insectos holometabolos como Aedes
aegypti adquieren los nutrimentos necesarios para el crecimiento y desarrollo
solo en la etapa larval, en este tiempo la larva requiere incrementar las reservas
generales y el nivel de proteinas que utilizara en la etapa adulta, ya que, estos
nutrimentos dictan factores tan importantes como el tamafio del adulto, la

reproduccion, la fecundidad, alimentaciones sanguineas y la longevidad.

TELLEZ, et al. (2007). Caracterizaron la fauna de mosquitos y sus criaderos en
la Ciudad de Meérida y presentaron una clave para la identificacion de las
especies encontradas en la ciudad. Colectaron 40,691 larvas y pupas de doce
especies diferentes, siendo Aedes aegypti la especie mas abundante (83% de
los inmaduros colectados), seguida por Culex thriambus (6.92%) y Cx.
quinquefasciatus (3.95%). Revisaron 41,352 contenedores los cuales sélo el
11.9% contenia agua y, de estos, unicamente el 14% fueron positivos a

larvas/pupas.

BERTEL, et al. (2008). Evaluaron en la Universidad de Sucre el agua de coco
intacto como medio de cultivo para Bacillus thuringiensis H-14 Var. Israelensis
tendiente a la produccion del ingrediente activo de un biopesticida para el control
de las larvas del mosquito Aedes aegypti en condiciones controladas de
laboratorio (29.5 °C — 31.2 °C). Determinaron el ciclo de vida de los estados
inmaduros del mosquito, estandarizaron los pesos, tamafio, volumen de agua,
azucares y proteinas verdaderas de los cocos, realizaron las curvas de
crecimientos para diferentes concentraciones de Bti — H-14. Obtuvieron como
resultado que el ciclo de vida de los estados inmaduros de Aedes aegypti con
una exposicion de 12 horas de las larvas para eliminando al menos el 50% de

las larvas al estar en contacto con la bacteria.

BESERRA, et al. (2008). Compararon el ciclo bioldgico y estimaron, con base
en tablas de vida de fertilidad en mosquitos de la zona de Paraiba. Los ciclos

biolégicos fueron estudiados a 26°C+2°C, y luz de 12h. Obteniendo como



resultado las duraciones de las fases de huevo, larva y pupa, variaron de 3,9 a

4.5 dias, 6,4 a 8,3 dias y de 2 a 2,5 dias, respectivamente.

DIEGUEZ, et al. (2008). Reportaron la presencia de Aedes aegypti, importante
vector del dengue/dengue hemorragico en un depdsito raro, una zanja con
vertimiento de aguas negras extremadamente poluida en Camaguey, Cuba,
hallazgo que al parecer es el resultado de condicionantes desfavorable en el
interior de las viviendas debido a las intensas y extensivas jornadas de
tratamiento focal y adulticida ejecutadas en todo el universo urbano atendido por

el policlinico.

CARRAZANA, et al. (2010). Observaron el comportamiento espacial y temporal
de Aedes aegypti en el municipio Cienfuegos durante 2006-2008, ubicado al
centro - sur de Cuba, colectaron larvales y adultos en todo el municipio.
Encontrando como resultado, Culex guinquefasciatus, Ochlerotatus
taeniorhynchus, Gymnometopa mediovittata y Aedes aegypti resultaron las mas
abundantes. Los depdsitos de mayor positividad a Aedes aegypti fueron los
tanques bajos, los diversos y la larvitrampa; la mayor positividad se reportd
durante agosto-noviembre, donde la mayor cantidad de mosquitos adultos

capturados ocurrieron en los meses de julio a octubre.

ARENAS, et al. (2012). Realizaron un estudio experimental, donde expusieron
600 huevos de Aedes aegypti a 26°C, 28°C, y 32°C y se determind el sexo hasta
la segunda generacion, calculando el Odds Ratio entre los resultados obtenidos
a diferentes temperaturas 26°C, 28°C y 32°C, encontrando que la oportunidad
de ser hembra Vs. macho a 26°C, fue de 0,78 veces, entre tanto que a 28°C fue
de 1,78 veces (es decir 78%). Concluyendo que puede existir una relacion entre
la temperatura media ambiental promedio de 28°C y el aumento en la incidencia

de dengue por un aumento en la poblacién de hembras de Aedes aegypiti.



1.2. ANTECEDENTES NACIONALES

LUCERQO, et al. (2002). Realizaron la busqueda e identificacion de criaderos
peridomiciliario y extradomiciliario de Aedes aegypti en la localidad de Casma,
donde colectaron larvas en los estadios lll y IV. Obteniendo como resultados en
condiciones de laboratorio: T°=28°C, HR(%)=96-98, punto de condensacion=
22°C-24°C, N° de huevos por oviposicion = 50-100, % de fértiles= 80,0%, % que
eclosionaron= 60,0%, Tiempos promedios: de huevo a larva= 2 dias, de larva |
a larva llI= 2 dias, de larva Il a larva Ill= 2 dias, de larva lll a larva IV= 2 dias, de
larva IV a pupa= 3 dias, y de pupa a adulto= 3 dias, % de mortandad= 12%, y

tiempo total del ciclo= 14 dias.

ALCALDE, et al. (2014). Evaluaron el efecto biosida de diferentes
concentraciones de Metarhizium anisopliae CCB - LE302 y Beauveria bassiana
CCB - LE265 sobre larvas Ill de Aedes aegypti en condiciones del Laboratorio
de Artropodologia Parasitaria de la Universidad Nacional de Truijillo, las larvas
de A. aegypti fueron mantenidas a temperatura 24+2°C y humedad relativa
70%=10. Utilizaron las concentraciones 2.5 x 107; 2.5 x 10%; 2.5 x 105y 2.5 x 104

conidios/mL; obteniéndose del 50% al 90% del 5to al 6to dia de aplicacion.

QUISPE, et al. (2014). Determinaron las caracteristicas del ciclo biolégico y se
obtuvo la Tabla de Vida de Aedes aegypti L., en el Laboratorio Referencial de la
Gerencia Regional de Salud de La Libertad, a una temperatura de 25+3°C y
80+£15% de humedad. Las larvas fueron alimentadas con “Super Cat®” y los
adultos con agua azucarada ademas a las hembras se les alimentd con sangre
humana para la oviposicion. Concluyeron que el ciclo biolégico fue de
aproximadamente de 18 dias y respecto a la tabla de vida se encontré que la
tasa de mortalidad fue mayor en adultos de 46 a 55 dias, siendo para los padres
del 50% y para la F1 del 81%. La esperanza de vida fue aproximadamente de 11

dias y ésta fue disminuyendo conforme avanzé en edad.

No habiéndose encontraron trabajos de investigacion locales publicados.



1.3. DESCRIPCION DE Aedes aeqypti

1.3.1. UBICACION TAXONOMICA

Dominio: Eukarya (Gonzalez, 2010; Conde, 2012).
Reino: Animal (Gonzalez, 2010; Conde, 2012).
Phyllum: Arthropoda (Gonzalez, 2010; Conde, 2012).
Clase: Hexapoda (Gonzalez, 2010; Conde, 2012).
Orden: Diptera (Thririon, 2003; Gonzalez, 2010; Conde, 2012).

Suborden: Nematocera (Thririén, 2003; Gonzalez, 2010; Conde,

2012).
Familia: Culicidae (Thririon, 2003; Gonzalez, 2010; Conde,

2012)
Subfamilia: Culicinae (Thririon, 2003; Gonzalez, 2010;

Conde, 2012).
Tribu: Aedini (Gonzalez, 2010; Conde, 2012) o Tribu:
Culicini (Thririon, 2003).
Género: Aedes (Thririon, 2003; Gonzalez, 2010; Conde,
2012).
Subgénero: Stegomyia (Thririon, 2003; Gonzalez,
2010; Conde, 2012).
Especie: Aedes (St.) aegypti (Linnaeus, 1762)
(Thririén, 2003; Gonzalez, 2010; Conde,
2012).

Existen tres variedades en el continente africano: Aedes aegypti var. aegypti,
Aedes aegypti var. queenslandensis y Aedes aegypti var. formosus, este ultimo
es un mosquito selvatico de color mas oscuro y talla pequefia. Unicamente las
dos primeras variedades se encuentran en el Continente Americano, muy
probablemente fueron introducidas las formas inmaduras en los barriles de agua

de los barcos durante las primeras exploraciones y colonizaciones europeas; les



tomé décadas adecuarse y dispersarse por el Caribe y establecerse en el

Continente americano (Oldstone, 2002).

1.3.2. BIOLOGIA Y BIONOMIA DE Aedes aegypti

Las hembras de Aedes aegypti, son los insectos hematéfagos mas importantes
que se alimentan de la sangre del hombre, de otros mamiferos, de aves, de

reptiles y anfibios (Thririén, 2003). Presentando los estadios siguientes:

a) Huevo de Aedes aegypti

Los huevos de Aedes aegypti miden aproximadamente un milimetro de longitud,
son depositados uno a uno al ras del agua quedando adheridos a las paredes
del recipiente. En el momento de la postura los huevos son blancos, cambian
rapidamente a color negro. La fecundacién ocurre al momento de la postura del
huevo, debido a que los espermatozoides en la hembra se almacenan
inmediatamente después de ocurrir la coépula en una estructura denominada
espermateca, el 6vulo al pasar por el oviducto al nivel de esta estructura se
fusiona con un espermatozoide iniciando el desarrollo embrionario que
transcurre en alrededor de 48 horas si el ambiente es humedo y calido, si la
temperatura es baja se prolonga hasta por cinco dias. Completo el desarrollo
embrionario, el embridn dentro del huevo es capaz de resistir largos periodos de
desecacion por meses o hasta por mas de un ano, al volver a tener contacto con
el agua la accion bacteriana de la materia organica disminuye la tension de
oxigeno estimulando la eclosién en tan solo alrededor de unos 15 minutos
(FUNASA 2001; Thririon, 2003).
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FIGURA 1: Huevos de mosquito Aedes aegypti (FUNASA 2001; Thririén, 2003).



La mayor parte de cada postura es de eclosién rapida, mientras un porcentaje
reducido constituye los llamados huevos resistentes, inactivos o residuales,

capaces de sobrevivir largamente (Bertel y Villero, 2008).

b) Larva de Aedes aegypti

Es semejante a la de otros mosquitos holometabolos (con metamorfosis
completa) tiene cabeza y térax ovoide, el abdomen consta de nueve segmentos.
El segmento posterior anal tiene cuatro branquias lobadas para la regulacion
osmotica, al otro lado se encuentra el sifon que utiliza para captar oxigeno
atmosfeérico. A simple vista muestran a diferencia de otros géneros un sifon corto
y ancho, en posicion de reposo con relacion a la superficie del agua se observa
casi vertical. Las caracteristicas mas importantes de su identificacion, son dos
espinas prominentes laterales en cada lado del metatérax, y la hilera recta de 7
a 12 escamas del peine, ubicadas en el octavo segmento abdominal, cada

escama tiene una espina y dientes laterales (Thririon, 2003).
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FIGURA 2: Larva de mosquito Aedes aegypti (Eiman et al., 2010).

Son fotofébicas, es decir, prefieren lugares sombreados lo que ocasiona que se

sumerjan al fondo del recipiente cuando son perturbadas o si se proyecta una



sombra (Thririén, 2003; Bertel y Villero, 2008). El primer estadio larval es la forma
que emerge del huevo, transcurre en uno o dos dias que ha dedicado a
alimentarse y a crecer; ocurre la muda y surge el segundo estadio.
Inmediatamente después de la muda la capsula cefalica y el sifon son blandos y
transparentes, al extenderse permite el subsecuente desarrollo, se endurecen y
oscurecen. Después del segundo estadio, la capsula cefalica y el sifon no
cambian de tamarnio, el torax y el abdomen crecen considerablemente durante
cada fase. La duracion del desarrollo larval esta en funcion de la temperatura, la
disponibilidad de alimento y la densidad de larvas en el criadero. Para que las
larvas puedan cambiar de estadio tienen que pasar por ecdisis o metamorfosis,
rompiendo su exoesqueleto para que partes importantes, como la cabeza y el

sifon de la larva puedan crecer (Montenegro, 2008).

Las larvas se mueven activamente (movimiento serpentiforme muy marcado) en
el ambiente acuatico para buscar alimento que atraen hacia la boca con los
cepillos bucales. Los primeros tres estadios se desarrollan rapidamente, el cuarto
se toma mas tiempo aumentando considerablemente su tamafo y peso, en
condiciones de baja temperatura o escasez de alimento, el cuarto estadio puede

prolongarse por varias semanas.

En condiciones optimas, el periodo larval desde la eclosion hasta la pupacion
puede ser de cinco dias, pero por lo regular ocurre en siete dias. Las larvas y las
pupas de los machos se desarrollan mas rapido que las hembras para garantizar

la fecundacion (Thririén, 2003).

En un ambiente estable, la mortalidad mas elevada frecuentemente ocurre en
los primeros estadios larvales, o en su defecto en la mayoria de los habitats que
se encuentran en condiciones inestables, principalmente los recipientes
desechados pequefios como latas, llantas, botellas, etc., que estan en la
intemperie, expuestos a la desecacion e inundacion con rebosamiento por agua
de lluvia. Es posible que estas sean las causas de mayor mortalidad de larvas y
pupas (Thririon, 2003; Rossi y Almiron, 2004).
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FIGURA 3: Larva de Aedes aegypti donde se observa el sifon y los cepillos
bucales (FUNASA 2001; Montenegro, 2008).

c) Pupade Aedes aegypti

Presenta en la base del térax, un par de estructuras respiratorias (trompetas),
que hacen contacto con la superficie del agua permitiéndole tomar oxigeno
atmosférico contenido en el aire. En la base del abdomen hay un par de remos
o paletas que les sirven para nadar. Las pupas de Aedes aegypti se distinguen
de otros géneros por tener trompetas cortas en forma cilindrica, no acampanada
distalmente y por tener en el apice de cada paleta natatoria una sola seda; se
diferencia de otras especies del mismo género por tener sedas robustas y bien
desarrolladas en los vértices subapicales que se localizan en los segmentos

abdominales del segundo al sexto (Thririén, 2003).

Trompetas respiratorias

Cefalotérax Abdomen l— Abdomen

—b Paletas natatorias
ALETAS NATATORIAS

FIGURA 4: Morfologia de la pupa de mosquito Aedes aegypti.
FUENTE: Izquierda (Bertel y Villero, 2008), Derecha (Eiman, et al. 2010)
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Las pupas no se alimentan. Su funcién es la metamorfosis del estadio larval
donde ocurren profundas transformaciones que llevan a la formacion del adulto,
presentan reacciones inmediatas a estimulos externos tales como vibraciones y
cambios en la intensidad de la luz (fotofébicas), desplazandose activamente por
todo el criadero; cuando estan inactivas flotan en la superficie, esta propiedad
facilita la emergencia del adulto. El estadio de pupa dura aproximadamente dos
o tres dias, emergiendo alrededor del 88% de los adultos en cuestion de 48 horas
(Méndez et al., 2003; Rossi y Almirdn, 2004).

d) Adulto de Aedes aegypti

Los adultos del género Aedes y de otros culicidos se distinguen de los anofelinos
por tener palpos mas cortos y por adoptar una posicion mas horizontal sobre la
superficie donde reposan, se diferencian de la mayoria de los otros culicidos por
la terminacion aguda de su abdomen y por la ausencia de sedas espiraculares
(Thririon, 2003).

Aedes aegypti es un mosquito oscuro con bandas blancas basales en los
segmentos tarsales, en el mesonoto posee un disefio caracteristico en forma de

lira que puede desaparecer a través del tiempo (Thririon, 2003).

Las escamas blancas del clipeo y las de los palpos se conservan permitiendo la
identificacion de la especie. Como en otras especies de culicidos, el macho se
distingue de la hembra por sus antenas plumosas y palpos mas largos (Thririon,
2003).

El cuerpo del adulto es pequefio, menor de 5 mm de longitud, antenas con
numerosos artejos, alas delgadas con venas en diferente proporcidon
ornamentadas por escamas; la proboscis de la hembra esta adaptada para
chupar sangre. Tienen definida la region cefalica, toracica y abdominal, poseen

exoesqueleto de quitina con escleritos (Thririén, 2003).
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La cabeza es pequena y globular, formada por seis o siete segmentos
embrionarios fusionados, tiene ojos compuestos, occipucio y vértice cubiertos
por escamas, el clipeo es una pequefa proyeccién quitinosa redondeada.
Antenas largas y delgadas conformadas por 15 artejos, el primer artejo basal
(escapo) es pequeno y esta oculto por el segundo que es mas grande y globular
(toro), el color y tegumento de este ultimo proporciona caracteres para la
identificacion de la especie. Los palpos estan formados por cinco artejos, en los
machos estan densamente cubiertos de sedas y son mas largos que la
proboscis, los distales son curvos hacia arriba adelgazandose en el apice. La
proboscis esta formada por un labio inferior alargado con forma de vaina que
encierra varios estiletes que terminan distalmente en un par de estructuras

bulbosas o I6bulos llamados labela (Thririén, 2003).

El labio no penetra en la incision durante la alimentacién, se retrae y se curva
hacia arriba, funciona como funda protectora. Son seis las estructuras que
encierra, el mas superior es el labroepifaringe, estructura alargada y tubular por
donde fluye la sangre del huésped al tracto digestivo del mosquito. La hipofaringe
se encuentra inmediatamente debajo, esta formada por un anillo medio ventral,
tiene un canal por donde la saliva entra en la herida al momento de picar, es el
vehiculo en el que se transportan e inoculan los agentes etioldgicos, esta
atravesada por un conducto salival que proviene de las glandulas. El par de
mandibulas terminan en puntas agudas, estan ubicadas lateralmente, el par de
maxilas estan debajo y laterales, apicalmente son dentadas, en conjunto son las
estructuras de penetracion. En los machos las estructuras bucales estan
modificadas, la hipofaringe esta fusionada con el labio, las maxilas estan

reducidas y las mandibulas poco desarrolladas (Thririén, 2003).

El térax esta formado por tres segmentos fusionados: protérax, donde se insertan
las patas frontales; mesotorax, donde se ubican las alas funcionales y el segundo
par de patas; y el metatérax con los balancines y las patas posteriores. Cada
segmento esta cubierto por una placa dorsal o terguito y otra ventral o esternito,

que se unen lateralmente por una membrana (pleurito) (Thririén, 2003).
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El protérax esta reducido formado por el pronoto anterior, que es una
prominencia lateral detras de la cabeza, el posterior esta separado por un surco
y la propleura se situa arriba de la coxa frontal y debajo del I6bulo pronotal
(Thririén, 2003).

El mesotérax forma la mayor parte del térax, esta formado por dos estructuras,
la primera, el mesonoto, abarca la mayor parte de la superficie y consta del
escudo, que es la porcion mas grande, lateralmente se encuentra una area plana
que es el paraterguito, atras del escudo esta el escudete que es una pequefia
estructura estrecha, en particular para esta especie es de forma trilobulada; la
segunda es el postnoto, se encuentra detras del escudete, ésta es una pequefia
estructura estrecha y convexa. Los escleritos mesopleurales ocupan la mayor
parte del costado del torax, el area postestigmal es la regidn posterior al estigma
anterior, el area subestigmal situada abajo del estigma anterior y adyacente al
pronoto posterior y propleural. La esternopleura es un esclerito grande, forma un
abultamiento convexo situado debajo de las areas postestigmales vy
subestigmales. El area prealar es parte de la esternopleura. El mesepimeron es
un esclerito grande rectangular contiguo al margen posterior de la esternopleura.
El merdon es un esclerito pequefio triangular, situado arriba y detras de la
segunda coxa debajo del mesepimeron. Las escamas y sedas en estas
estructuras proporcionan caracteres de identificacion, el género Aedes tiene

sedas postestigmales (Thririén, 2003).

El metatérax esta reducido, la parte dorsal o metanoto tiene forma de banda
transversa, angosta, comunica al postnoto con el primer terguito abdominal. El
metameron es un pequefio esclerito lateral ubicado por arriba de la coxa
posterior. La metapleura se encuentra posterior al mesepimeron entre el
postnoto y metameron; el metameron se separa del metepisterno por una sutura;
el metepisteno es una banda angosta que rodea al primer segmento abdomina.
(Thririon, 2003).
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Las patas se encuentran en forma pareada en cada segmento del térax, cada
una de ellas consta de coxa, trocanter, fémur, tibia y la region tarsal que se divide
en cinco artejos, el quinto artejo o metatarso termina en un par de pequenas
ufas o garras tarsales. En la mayoria de los “aedinos” cada una de las patas
frontales o anteriores y medias tienen un diente agudo en la parte media. En los
machos las ufias estan por lo general modificadas para ayudar en la cépula. En
la base de las ufas hay una estructura pequefna llamada empodio, sitio por
donde es absorbido el insecticida al posarse sobre superficies rociadas,
intoxicandose por la via de contacto. Las patas estan cubiertas de escamas o
sedas (Thririon, 2003).

Las alas mesotoracicas son diafanas, de forma alargada y oval, se pliegan sobre
el abdomen cuando el mosquito esta en reposo. La venacion es uniforme, en el
borde posterior cerca de la base hay pequefas estructuras en forma de aletas o
flecos de sedas, squama y alula. Comunmente el squama es oleado. Las venas
son soporte de las partes membranosas y delgadas del ala, se denominan por
un nombre, numero o letra segun el autor. La segunda, cuarta y quinta venas
corren longitudinalmente bifurcandose, el resto son sencillas. La vena costal en
el borde anterior se extiende de la base al apice hasta casi la punta de la primera
vena longitudinal. La vena subcostal principia en la base y termina poco después
de la mitad de la costa. La primera longitudinal se extiende de la base al apice
paralela a la costal; la segunda se inicia en la parte membranosa de la mitad
basal y se divide en su parte terminal en dos ramas, una anterior y otra posterior;
la tercera es corta, comienza a la mitad de la segunda, es sencilla no se ramifica;
la cuarta y quinta se inician desde la base y en la parte final se bifurcan en una
rama anterior y otra posterior; la sexta longitudinal o anal es larga y sencilla,
termina proxima a la mitad del borde posterior. Adicionalmente existen otras
venas mas pequefas, las transversales: la humeral esta entre el costal y
subcostal, cerca de la base del ala; la transversal anterior se encuentra entre la
segunda y tercera longitudinales, cerca de la base esta ultima, y la transversal
posterior esta entre la cuarta y la rama anterior de la quinta longitudinal. Las

venas estan cubiertas por escamas generalmente de dos tipos: las situadas junto
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alas venas son cortas y anchas y, las que terminan en la squama son suberectas
y angostas, conocidas como pluma o prominentes. El margen posterior del ala
desde el alula hasta la punta, tiene una hilera densa de escamas orladas, largas
y delgadas. Las areas membranosas estan circunscritas por las venas bifurcadas
y se denominan células, estan cubiertas por sedas finas o microtriquias (Thririén,
2003).

Los balancines o alterios son las alas metatoracicas modificadas, funcionan
como estructuras estabilizadoras. Estan constituidos de tres partes, base,
balancin medio o tallo y la protuberancia terminal. El color del tegumento y las

escamas terminales son caracteres especificos (Thririon, 2003).

El abdomen es alargado cilindricamente, lo forman diez segmentos, los siete
primeros son similares, salvo el primero que es angosto, estan constituidos por
una placa dorsal o terguito y una ventral o esternito, se conectan lateralmente
por membranas intersegmentales. Los segmentos noveno y décimo estan
modificados para la reproduccién y ovipostura, este ultimo consta de dos
pequenos cercos dorsales. El orificio genital o atrio esta entre el octavo y noveno
esternito, constituyen los escleritos periatrales anexos al esternito y terguito del
décimo segmento; la placa postgenital es ventral. Los cercos rodean el orificio
genital. Los terguitos y esternitos estan cubiertos de escamas en los culicinos,
para los géneros Aedes y Psorophora el abdomen es agudo apicalmente, debido
a que el octavo segmento esta retraido en el séptimo. El octavo segmento

generalmente no presenta modificaciones (Thririon, 2003).

Los genitales masculinos incluyen la estructura anal y genital del octavo, noveno
y décimo segmento abdominal. EI mosquito adulto macho al emerger
inmediatamente de la pupa, sus segmentos abdominales octavo y noveno sufren
una torsion de 180°, de tal manera que las estructuras que se desarrollaron
dorsalmente toman una posicion ventral y viceversa. El octavo segmento no se
altera notablemente, el noveno se torna como un anillo angosto formado por el

terguito y esternito. Las estructuras de los genitales son las del octavo segmento,
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noveno terguito y esternito, proctiger, mesosoma y las estructuras de soporte

basistilo, dististilo y claspetas (Thririén, 2003).

El noveno terguito es una barra transversal, lateralmente lleva dos Iébulos, el
terguito y los lI6bulos tienen importancia para determinar especies; la extension
de la barra quitinosa, forma, posicion y la armadura de los lobulos son también
de importancia taxondmica. El noveno esternito generalmente no presenta
modificaciones. El proctiger esta formado de estructuras del décimo segmento
anal, y varia en cada género. El décimo terguito esta generalmente reducido, el
esternito o paraprocto suele estar bien desarrollado, forma un par de delgados
soportes esclerosados de la membrana anal. El mesosoma o falosoma es una
estructura quitinosa en forma de tubo que rodea al pene o edeago, esta situada
ventralmente al proctiger, sostenida por estructuras de soporte, placas basales
y parameros. Estan articuladas con el décimo esternito. El basistilo es un par de
huecos elevados en el noveno esternito, puede tener l|obulos apicales,
subapicales o basales en la superficie interna. En los aedinos el I6bulo apical
esta presente y el basal esta bien desarrollado. Las claspetas son estructuras
ventrales al mesosoma en las proyecciones membranosas que comunican las
bases de los basistilos en los pliegues interbasales. En los “aedinos” es un Iébulo

con un tallo bien diferenciado y un filamento (Thririén, 2003).

La proboscis es larga, las antenas largas y filamentosas con 14 6 15 artejos con
sedas en espiral. Sin excepcion, las larvas son acuaticas, apodas, térax en forma
de bulbo mas ancho que la cabeza y abdomen, capsula cefalica completa, un
solo par de estigmas funcionales dorsales en el octavo segmento abdominal
(Thririon, 2003).
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FIGURA 6: Morfologia del adulto macho de Aedes aegypti (FUNASA 2001).
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La funcion mas importante del adulto de Aedes aegypti es la reproduccion. Al
emerger de la exuvia de pupa, el mosquito adulto se posa sobre la pared del
criadero durante minutos para permitir el endurecimiento del exoesqueleto y de
las alas, en los machos en este tiempo también ocurre rotacion de 180° de su
terminalia genital. Antes de 24 horas ambos sexos estan listos para el
apareamiento, alrededor del 58% de las hembras nuliparas son inseminadas
antes de su primera alimentacidn sanguinea, un 17% durante y el 25% es
inseminada entre la segunda alimentacion y la primera oviposicion; los machos
rondan como voladores solitarios, aunque es mas comun que lo hagan en grupos
pequenos atraidos por los mismos huéspedes vertebrados que las hembras.
Esto facilita el apareamiento que por lo general se efectua durante el vuelo,
también ocurre sobre superficies verticales u horizontales; el macho sujeta el
apice del abdomen de la hembra con su terminalia e inserta su aedeagus en el
receptaculo genital de la hembra. La bursa copulatrix de la hembra se llena de
esperma que pasa de inmediato a la espermateca en menos de dos minutos.
Una inseminacion es suficiente para fecundar todos los huevos que la hembra
produzca en toda su vida. El macho es atraido por el sonido emitido de las alas
de la hembra durante el vuelo, una vez alimentada de sangre ocurren pocos
apareamientos, debido en gran parte a los movimientos mas rapidos de sus alas
que compensan el aumento de peso, como consecuencia deja de estimular a los
machos (Thririon, 2003; Bertel y Villero, 2008). La hembra tiende a ser
monogama; cuando es inseminada por primera vez, una hormona llamada
“matrona” producida en las glandulas accesorias del macho, induce la formacién
de un “tapon” en el oviducto que bloquea la inseminacién por un macho

subsecuente (Garcia, 2011).

Las hembras se alimentan de sangre de cualquier vertebrado, por sus habitos
domeésticos muestran marcada predileccion por la del hombre. Vuelan en sentido
contrario al viento, desplazandose mediante lentas corrientes de aire, siguen los
olores y gases emitidos por el huésped (CO2), al estar cerca utilizan estimulos
visuales para localizarlo mientras sus receptores tactiles y térmicos las guian

hacia el sitio donde se posan. La alimentacion sanguinea les proporciona
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proteinas para el desarrollo de los huevos. La alimentacion y la postura ocurren
principalmente durante el dia registrando mayor actividad en las primeras horas
de haber amanecido, a media manana, a media tarde o al anochecer (Thriridn,
2003).

Las partes bucales del macho no estan adaptadas para chupar sangre, se
alimentan de carbohidratos de cualquier fuente accesible como frutos o néctar
de flores que satisface sus requerimientos energéticos, las hembras también se
alimentan de esta misma fuente como complemento indispensable. Es comun
que después de cada alimentacidon sanguinea la hembra desarrolle un lote de
huevos, la primera generacion de O6vulos requiere por lo menos dos
alimentaciones sanguineas para su maduracion, aunque A. aegypti suele
alimentarse mas de una vez entre cada postura, es decir por alimentaciones
multiples, especialmente si es perturbada antes de estar completamente
satisfecha con dos a tres miligramos de sangre, mientras se alimenta desecha
gotas de un fluido claro. Desarrolla y pone alrededor de 100 huevos. Hay un
umbral en la distensién abdominal del estdmago que estimula el desarrollo de
los ovarios, por lo que una alimentacion escasa produce menos huevos por lote

y si es muy reducida no se producen.

El total de huevos puestos por una sola hembra durante su vida puede ser de
800 a 1000, numero que depende de algunas condiciones, dentro de las cuales
se encuentran la longevidad de la hembra, la disposicion de comida, el numero
total de oviposiciones, y la temperatura del ambiente. Por lo general, el intervalo
de tiempo que transcurre entre la alimentacion sanguinea y la postura (ciclo
gonotréfico) es de 48 horas en los tropicos bajo condiciones optimas de
temperatura. Llega a ocurrir alimentacion de nueva cuenta el mismo dia en que
se ponen los huevecillos. La mayoria de las posturas ocurre cerca del
crepusculo. La hembra gravida prefiere los recipientes oscuros o sombreados
que contienen agua relativamente limpia, clara y transparente. Los huevos

quedan adheridos a las paredes del recipiente en la zona humeda justamente
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encima de la superficie del agua; la hembra suele distribuir los huevos de un

mismo ciclo gonotrofico en varios recipientes (Thririon, 2003; Montenegro, 2008).

La hembra de Aedes aegypti no se desplaza mas alla de 5 000 metros de
distancia de radio de vuelo en toda su vida, permanece fisicamente en donde
emergid, siempre y cuando no haya algun factor que la perturbe o no disponga
de huéspedes, sitios de reposo y de postura. En caso de no haber recipientes
adecuados, la hembra gravida es capaz de volar hasta tres kildmetros en busca
de este sitio. Los machos suelen dispersarse en menor magnitud que las

hembras (Triplehorn y Johnson, 2005).

En el laboratorio los mosquitos adultos de Aedes aegypti viven durante meses,
en condiciones naturales sélo unas semanas, muchos de ellos mueren en el
momento de la emergencia o poco despueés. A pesar de ello, la supervivencia es
constante con mortalidad diaria de 10%, la mitad mueren durante la primera

semana y el 95% durante el primer mes (Thririén, 2003).

1.3.3. CICLO BIOLOGICO DE Aedes aegypti

El ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti comprende huevo, cuatro estadios
larvales, uno de pupa e imago o adulto (Rossi y Almirén, 2004; Garcia, 2011).
Las hembras seleccionan los sitios para oviponer detectando diferencias
quimicas en el agua de los criaderos, lo cual es posible mediante receptores
ubicados en las antenas o espinas, que funcionan como quimiorreceptores en
las patas. Prefieren oviponer en lugares resguardados, especialmente donde los

huevos pueden adherirse a alguna pared.
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El tiempo de vida del Aedes
aegypti adulto depende de su
gasto de energia, pero en el

ambiente dura cerca de 30 dias.

La hembra del Aedes aegypti pone de
100 a 150 huevos en cada oviposicidn,
y puede colocar la misma cantidad
cada 4 dias, tiempo necesario para
COMEr sangre y poner nuevos huevos.
Una hembra come de 2 a 3 veces su

peso en cantidades de sangre.

Aedes aegypti
f-'-""-.'.

Los huevos eclosionan de 2
a b dias, entre 27 2 28°C de
temperatura y 51% de
humedad. Los huevos
pueden sobrevivir sin

eclosionar hasta un afio.

©

El estadio de pupa dura
aproximadamente 2 o 3
dias, emergiendo alrededor
del 88% de los adultos en
cuestion de 48 horas
(Méndez et al., 2003).

4 )

El desarrollo larval
desde larva | hasta
larva IV es de 4 dias
a temperatura
optimas de 27 a
I8°C. Al guinto dia

comienzan a mudar

hasta pupas.

FIGURA 7: Ciclo biolégico de Aedes aegypti.
FUENTE: Elaboracion propia considerando a Méndez et al., 2003; Rossi y Almirén, 2004;

Montenegro, 2008.

1.3.4. DISTRIBUCION DE Aedes aegypti

FIGURA 8: Distribucion mundial por paises y/o areas de Aedes aegypti

(Rogers et al., 2006)
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La especie Aedes aegypti se distribuye ampliamente en areas tropicales y
subtropicales entre 35° de latitud norte y los 35° de latitud sur pero puede
extender hasta los 45° norte y 45° sur la altitud promedio por la que se encuentra
es los 1200 metros de altitud, aunque se le ha hallado 2400 metros de altitud; es
de habitos tipicamente domiciliarios, radio de dispersion de 1 a 2 kildmetros
(WHO, 2011).

FIGURA 9: Distribucion de Aedes aegypti en el Peru (INS, 2015).
1.3.4.1. IMPORTANCIA DE Aedes aegypti COMO VECTOR
En salud publica asume una tremenda importancia Aedes aegypti por transmitir
el patdégeno que produce tanto el dengue clasico como el dengue hemorragico
y ocasiona la muerte de miles de personas a nivel mundial, asi como la fiebre

amarilla, chikungunya, la fiebre zika y la mas reciente el mayaro.

Esta especie de mosquito es endémica de Asia y Africa, sin embargo, en las

ultimas tres décadas los casos de dengue en Ameérica han aumentado
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progresivamente. Casi la mitad de la poblacién esta en condiciones de sufrir una
enfermedad por transmisién vectorial por habitar en areas tropicales vy
subtropicales. Por otro lado, esta especie tiene funesta importancia econémica
por la inversion de capital que se efectua para implementar campafias de control
del vector (Trejo, 2014).

1.3.4.2. BREVE REFERENCIA DE LOS VIRUS VECTORIZADOS
POR Aedes aegypti

El virus del dengue es un Flaviviridae, del género Flavivirus; que se presenta
en América con dos genotipos y 5 pertenecen a Africa; es de aspecto esférico
de 40 - 60nm de diametro de polaridad positiva RNA monocatenario, de 11kb de
tamano; y que, en Peru se manifesto a partir del afio 1984 (Brooks et al., 2012;
MINSA, 2015)

El virus del Zika es también un Flaviviridae, del género Flavivirus; que se

presenta en Africa, Asia y América; tienen 40 nm de diametro, con envoltura
externa y un nucleo interno denso, su genoma es ARN no

segmentado, monocatenario positivo; y que, en Peru se manifestd a partir del
ano 2015 (OMS, 2016; MINSA, 2016).

El virus del chikungunya es un Togaviridae, del género Alphavirus; que se
presenta en Africa, Asia y América del sur; el virus es esférico de 70nm de
diametro, la nucleocapside tiene 42 capsdmeros, genoma RNA de polaridad
positiva monocatenario de 11 a 12kb de tamafio; hasta la fecha no se manifesto
en el Peru (Brooks et al., 2012; MINSA, 2015).

El virus del Mayaro es un Togaviridae, género Alphavirus; se presenta en
América central y América del sur; hasta la fecha no se manifesté en el Peru
(CDC, 2016; MINSA, 2015).

La globalizacion a través del transporte y migraciones pueden expandir a futuro

estas especies de virus en el Peru.
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TABLA 1. RESUMEN DE LOS VIRUS TRANSMITIDOS POR Aedes aegypti,
ENFERMEDAD Y DISTRIBUCION.

GRUPO NOMBRE DEL 3
ENFERMEDAD DISTRIBUCION
DE VIRUS VIRUS
Flavivirus Fiebre amarilla Fiebre hemorragica. Africa y América.
o Fiebre erupcién cutanea. Tropicos y
Flavivirus Dengue (1, 2, 3, 4) . . .
Fiebre hemorréagica. Subtropicos.

o ) ] Fiebre leve, sarpullidos, . ] ]
Flavivirus Fiebre Zika o ) Africa, Asia y América
conjuntivitis y microcefalea.

] ] Fiebre artralgia. Africa, Asia.
Alphavirus Chikungunya . . .
Fiebre hemorragica. América del sur.
] Enfermedad febril benigna. América central
Alphavirus Mayaro ) . .
Fiebre, artritis y rash. América del sur.

TABLA 2: CASOS ANUALES DE DENGUE SEGUN DEPARTAMENTOS EN
EL PERU.

ANOS
2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 ot

Loreto 518 | 510 |[2499 | 784 | 2580 | 1772 | 1995 | 1720 | 7232 | 3723 | 1322 | 21245 | 4382 | 4472 | 7594 | 654 | 63002
Piura 2620 | 11713 | 101 | 1726 | 37 51 865 | 282 | 1702 | 4029 | 8393 183 1181 | 1979 | 2890 | 386 | 38138
Ucayali 97 682 | 2977 | 182 | 1413 | 69 174 | 182 | 931 1069 121 1770 | 11056 | 1057 | 1587 | 273 | 23640
Madre de Dios | 21 103 12 0 0 85 2 314 45 798 | 2952 | 1956 | 2047 | 2270 | 1383 | 88 12076
La Libertad 1496 | 5718 3 0 263 | 259 10 | 1482 | 267 134 728 17 104 23 64 3 10571
San Martin 218 179 42 46 | 577 | 172 | 170 | 677 | 541 448 307 1437 | 2322 | 1207 | 1746 | 188 | 10277
Cajamarca 18 1100 | 1176 | 114 | 383 | 1127 | 123 | 125 | 464 473 784 688 | 3208 85 318 22 10208
Tumbes 192 | 1803 13 50 | 1552 | 183 | 243 | 79 51 830 177 104 592 250 1790 | 425 9334
Lambayeque 0 813 45 79 | 1868 | 804 | 77 | 656 | 718 674 291 10 491 25 195 111 6857
Amazonas 341 692 30 143 | 312 | 409 | 35 | 320 | 648 158 273 305 587 247 216 6 4722
Junin 7 48 207 | 116 | 192 | 114 | 189 | 378 8 245 140 87 736 779 563 178 3987
Ancash 0 4 824 1 8 4 1 8 77 224 50 0 1068 | 453 9 0 2731
Huanuco 29 159 132 | 107 | 356 | 143 | 128 | 28 110 257 214 136 336 67 172 26 2400
Lima 0 2 0 0 0 440 10 91 0 235 90 0 314 102 7 9 1300
Pasco 0 0 22 1 6 3 0 2 30 29 0 87 80 55 38 3 356
Cusco 0 0 2 0 0 2 0 0 0 0 0 57 0 2 227 10 300
Puno 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 2 14 4 23
Ayacucho 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 4 6
Huancavelica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tacna 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Callao 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apurimac 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Moquegua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arequipa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

TOTAL 5557 | 23526 | 8085 | 3349 | 9547 | 5637 | 4022 | 6344 | 12824 | 13326 | 16842 | 28084 | 28505 | 13076 | 18814 | 2390 | 199928

FUENTE: Red Nacional de Epidemiologia (RENACE) — DGE — MINSA, 2015.

(*) Hasta la semana epidemiolégica 06 de 2015
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FIGURA 10: Mapa de incidencia de dengue — Peru, 2015.
FUENTE: Red Nacional de Epidemiologia (RENACE) — DGE — MINSA, 2015.

1.3.5. CONTROL DE Aedes aegypti

Se aplican diferentes formas de control, entre ellas se tiene:

1.3.5.1. CONTROL CULTURAL

Se basa en concientizar a la poblaciéon para asi reducir focos de infeccion,
prevenir, eliminar criaderos de Aedes aegypti (saneamiento ambiental,
participacion social y comunicacion), adiestramiento (talleres y seminarios) y asi
modificar convenientemente los habitats acuaticos hechos por el hombre. La

utilizacién integra de las medidas para reducir los focos, aminora grandemente
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la necesidad de aplicar repetidas veces sustancias quimicas para el control de

los mosquitos (Garcia, 2011).

1.3.5.2. CONTROL MECANICO

El control mecanico comprende las modificaciones del medio ambiente que
impiden y reducen al minimo la propagacion de vectores o el contacto hombre-
vector. También ayuda a reducir los criaderos de mosquitos. La OMS ha definido

tres clases de saneamiento del medio:

» Modificacion del medio: Transformaciones fisicas duraderas del habitat de
los vectores (Servicio apropiado de agua potable).

» Manipulacion del medio: Cambios temporales en el habitat del vector.
Consisten en el tratamiento (cubriendo o protegiendo) de los recipientes
utiles, el almacenamiento adecuado, reciclaje o eliminacién de envases
(depositos) inservibles y el tratamiento o eliminacion de criaderos
naturales.

» Campana de eliminacion de criaderos o deschatarrizacion: Eliminacion

colectiva de recipientes desechables de los patios o jardines de las casas.

La debilidad de este tipo de tratamiento es que se enfoca en las areas
residenciales y casi no se tratan lugares como los cementerios u otros espacios
abiertos, que estan fuera de ese perimetro, pero siguen teniendo relacion y

pueden representar una fuente de infestacion (Parks & Lloyd, 2004).
1.3.5.3. CONTROL QUIMICO
Es el principal método empleado para el control de los vectores después del

saneamiento del medio (acciones fisicas). Se aplica tanto en la forma inmadura

como larvicidas y adulticidas de Aedes aegypti.
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Este control se aplica en lugares abiertos, como los cementerios, contendores,
floreros, pero si éstos son cambiados, se pierde completamente el tratamiento,
por lo que se debe monitorear constantemente, generando un exceso de trabajo

para el personal del Ministerio de Salud (Montenegro, 2008).

Para aplicar polvos humectables o inseciticidas en recipientes y vecindad, se
emplean los rociamientos manuales o de motor; de este modo se destruyen las
infestaciones larvales existentes y subsiguientes, asi como los mosquitos adultos

que frecuentan estos sitios.

La aplicaciéon de larvicidas o el control focal generalmente esta limitada a los
recipientes de uso doméstico, que no se pueden destruir, eliminar o tratar de otra
forma; se realiza el tratamiento del agua con productos quimicos como el
temefos granular a fin de proporcionar mayor rendimiento e impacto contra los

mosquitos en sus etapas larvarias (Andrade, 1993).

Las principales formas para el control de adultos de Aedes aegypti consiste
en la aplicacion de insecticidas quimicos (malation, fenetion, entre otros) en sitios
de descanso en la direccion del vector; los que adicionalmente, implican
problemas ambientales en cuanto a contaminacién, toxicidad en los seres
humanos y otros organismos no-blanco, asi como la generacion de resistencia
por parte de los insectos, por lo cual se ha intensificado la busqueda de otras

alternativas para control de vectores (Scholte et al., 2007).

Dentro de las desventajas de este tipo de control se puede mencionar que esta
estrategia debe repetirse constantemente, su costo es elevado, y su eficacia es
limitada (Parks & Lloyd, 2004). Ademas, tiene muy poca residualidad debido a la
capacidad del vector de generar resistencia a los insecticidas y a que produce
muchos efectos secundarios no deseados, dafiinos para el ecosistema y la salud

humana.
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1.3.5.4. CONTROL GENETICO

Consiste en realizar alteraciones cromosomicas de los mosquitos, ya sea
mediante la quimioesterilizacion de machos, la doble translocacién en machos
heterocigotos o la distorsion en la doble translocacion, entre otros. Las pruebas
para evaluar la eficiencia en el control de mosquitos se basan principalmente en
la competitividad del apareamiento con respecto a los organismos no tratados
(Garcia, 2011).

1.3.5.5. CONTROL BIOLOGICO

El principio del control biolégico es utilizar organismos que sean enemigos y
reguladores naturales de las poblaciones de vectores. El uso de estos agentes
tiende a afectar solamente a cierto numero de organismos, que se conocen como
organismos blancos, a los cuales va dirigido este tipo de control. Son mas
aceptados que los mecanismos de control quimico, debido a que no generan
resultados secundarios no deseados, como dafios al ecosistema (Bay et. al.,
1973; WHO, 1987). Entre los organismos que de manera natural atacan a Aedes
spp. y que han sido mas estudiados estan los virus, bacterias, hongos,

protozoarios, nematodos, insectos, peces y crustaceos de su propio entorno

En estudios recientes se han implementado hongos entomopatdégenos para el
control de mosquitos adultos, obteniendo buenos resultados (Scholte et al.,
2005, 2006).

En algunos estudios se describe que existen dos formas de implementar hongos
como agentes de control biolégico de mosquitos: EI método de colonizacion -
inoculacion que consiste en inocular el patdégeno en el ambiente y que este se
disperse naturalmente y la otra forma consiste en utilizarlo como un
bioinsecticida, de modo que el hongo no es capaz de reinfectar insectos o de

multiplicarse en condiciones naturales (Garcia, 2011).
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1.3.6. HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Conviene usar hongos entomopatogenos por que afectan preferentemente a los
insectos plaga y son de baja o nula patogenicidad al hombre y los animales

domésticos, por lo que pueden ser usados sin peligro (Gallegos et al., 2003).

En una revision realizada por Scholte et al., (2004) se menciona que Leptolegnia
chapmanii, Phythium sp., Lagenidium giganteum, Crypticola clavulifera, C.
stegomyiae var. stegomyiae, Entomophthora culicis, Entomophthora musca,
Eryinia conica, Zoophthora radicans, Smittium spp, Beauveria bassiana,
Culicinomyces clavisporus, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces lilacinus,
Tolypocladium cylindrosporum, se han encontrado en larvas y adultos de Aedes

aegypti; probandolos como hongos entomopatégenos (controladores).

1.3.6.1. Paecilomyces lilacinus

El género fue descrito por Berlinier en 1907 es cercano a Penicillium, difiriendo
por la ausencia de colonias verdes y fialides cilindricas cortas, cuellos largos y
delgados. Sus temperaturas optimas de crecimiento son de 25 °C a 30°C y se uso6

para el control de nematodos (Gallegos et al., 2003).

MORFOLOGIA.

Paecilomyces lilacinus se caracteriza por tener colores vistosos como blanco,
amarillo, verde palido, rosa, rojo o purpura y es de hifas hialinas a amarillentas,
septadas y con paredes lisas. La estructura conididgena es un sinema o
monosinema que consiste en hifas compactadas, conidiéforos verticilados e
irregulares con ramificaciones terminales; en la parte donde surgen racimos se
ensanchan en forma de botella, con un cuello distintivo a partir del cual nacen las
conidias, mismas que crecen en cadena en forma basipétala, por una célula,
raramente dos, hialina o ligeramente pigmentada con paredes lisas o

esquinuladas o varias formas (Gallegos et al., 2003).
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FIGURA 11: Morfologia de Paecilomyces sp. (Gallegos et al., 2003).

TAXONOMIA

Reino: Fungi (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Divisién: Amastigomicotina (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Subdivisién: Deuteromycotina (Gallegos et al., 2003)
Clase: Deutermycetes (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Subclase: Hypomycetes (Gallegos et al., 2003)
Orden: Moniliales (Gallegos et al., 2003)
Familia: Moniliaceae (Gallegos et al., 2003).
Género: Paecilomyces (Gallegos et al., 2003)

Especie: Paecilomyces lilacinus (Gallegos et al., 2003)

1.3.6.2. Metarhizium anisopliae (sorok)

El ascomiceto Metarhizium anisopliae, es uno de los patdbgenos mas usados en
biocontrol de insectos (Garcia, 2011). Sin embargo, no es patégeno natural de
mosquitos; su virulencia fue reportada sobre larvas de Aedes aegypti desde hace
tiempo, pero contra mosquitos adultos vectores se ha explorado s6lo en estudios

recientes (Scholte, 2003). En general segun estudios realizados en organismo
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distintos a insectos, se considera que Metarhizium no es daiino para el ser

humano ni para el ambiente (Garcia, 2011).

Este hongo habita en todo el mundo debido a su alta capacidad de adaptacion a
las diferentes condiciones ambientales. Es muy conocido por provocar en los
insectos la “muscardina verde”, llamada asi por el color verde olivo de sus

esporas. (Gallegos et al., 2003).

MORFOLOGIA

Durante la germinacion de las esporas de Metarhizium anisopliae se forma el tubo
germinativo, pudiendo ser dos. El micelio crece formando los conidiéforos en el
transcurso de una semana para la formacion de las esporas. El color de las
esporas es blanco en un principio cambiando a un color verde olivo a medida que
crece. La formacion de esporas es en cadena; al final de los conidiéforos se
forman las esporas, continuando hasta que la cadena de esporas es formada. Las
esporas varian en tamafio de 5 a 7 ym de longitud y 2.3 a 3.7 ym de ancho. Crece
bajo temperaturas optimas de 24 a 26°C, humedad relativa superior a 70% y su
rango para el desarrollo normal es de 10 a 30°C con un pH para su crecimiento

normal de 4.7 a 10, crece bien en materia organica (Gallegos et al., 2003).

FIGURA 12: Morfologia del hongo Metarhizium sp. (Gallegos et al., 2003).
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Metarhizium anisopliae forma conidiéforos simples o agregados, posee conidias
alargadas, ovoides o cilindricos dispuestas en cadena originadas de conidiéforos
en forma de botella. Las conidias miden de 6 a 8 um y tienen un color verde olivo.
(Gallegos et al., 2003).

TAXONOMIA

Reino: Fungi (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Division: Amastigomicotina (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Subdivision: Deuteromycotina (Gallegos et al., 2003)
Clase: Deutermycetes (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Subclase: Hypomycetes (Gallegos et al., 2003)
Orden: Moniliales (Gallegos et al., 2003)
Familia: Moniliaceae (Gallegos et al., 2003)
Género: Metarhizium (Gallegos et al., 2003)
Especie: Metarhizium anisopliae (Gallegos et al., 2003).

1.3.6.3. Beauveria bassiana (Balsamo)

Beauveria bassiana es conocido por su amplio rango de hospederos y
distribucion geografica. Su patogenicidad se ha probado contra mas especies de
insectos que cualquier otro hongo (Gallegos et al., 2003). Es una capa de micelio
blanco algodonoso que envuelve al insecto y se observa con granulaciones
pequenas del mismo color. Se describe a este hongo en medio de cultivo como
una colonia blanca de apariencia algodonosa y esponjosa, en el que se denotan
pequenas esferas (como aspecto de nieve) de color crema palida en la parte

inferior (Gallegos et al., 2003)

MORFOLOGIA

Beauveria bassiana es un entomopatogeno imperfecto con hifas septadas y

estructuras reproductivas denominadas conidiéforos en densos racimos, sobre

33



las cuales se desarrollan conidios, ramifica su micelio para formar conidiéforos
simples e irregulares que terminan en vértices con forma de racimos; la base de
la célula es globosa o abultada con un adelgazamiento en el area de insercion
de los conidios globosos o subglobosos (ovalados) de 2-3 um 6 2-2.5 ym de
diametro de color blanco cremoso y esterigmas alternados en forma de zigzag

alargados en su extremo distal (Gallegos et al., 2003).

FIGURA 13: Morfologia del hongo Beauveria bassiana (Gallegos et al., 2003).
TAXONOMIA

Reino: Fungi (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Division: Amastigomicotina (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Subdivision: Deuteromycotina (Gallegos et al., 2003)
Clase: Deutermycetes (Alexopaulos y Mims, 1985; Gallegos et al., 2003)
Subclase: Hypomycetes (Gallegos et al., 2003)
Orden: Moniliales (Gallegos et al., 2003)

Familia: Moniliaceae (Gallegos et al., 2003)

Género: Beauveria (Gallegos et al., 2003)

Especie: Beauveria bassiana (Gallegos et al., 2003).
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I - MATERIALES Y METODOS

2.1.AREA DE ESTUDIO:

Se ha considerado a la ciudad de Quillabamba, “Tierra del Eterno Verano", que
esta a 1050 metros de altitud promedio, entre los paralelos 11° 15" 00" y 13° 30
00" latitud sur y entre los meridianos 71° y 74° longitud oeste — meridiano de
Greenwich. Encontrandose a una distancia de 221 km, de la Ciudad del Cusco
por via asfaltada, y el otro acceso era por via férrea en un recorrido de 174 km
(que fue interrumpido a raiz del fendmeno natural del nifio el afio 1998); y esta
situado en el centro sur de la Provincia de La Convencion, que esta entre 1100
y 1030 metros de altitud. Constituyendo su clima uno de sus principales

atractivos con una temperatura media mensual de 23,6°C.

ECHARATE

HUAYANAIBAJO,

ARANJUEZ o

TIOBAMBA BAZAS
PINTOBAMBA GRANDE

SAN PEDRO.

SANTA ANA cumavito
JUNQUMAYO MAZAPATA

SATIPO

MARANURA

FIGURA 14: Mapa de Ubicacién de Quillabamba.
FUENTE: elaboracién propia en base a INEI, 2005.
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El Area de captura de adultos fue la planta de asfalto de Quillabamba

(considerado foco), que esta a 1079 metros de altitud, entre los paralelos 12°
52.397° S y 72° 42.097° WO; a 10 minutos del Hospital de Quillabamba (en

mototaxi).

e

FIGURA 15: Planta de asfalto de la ciudad de Quillabamba.

El area de evaluacion del disefio experimental correspondié al Area de
Metaxénicas del Laboratorio de Apoyo al Diagndstico cedido por el Hospital de
Quillabamba, del Distrito de Santa Ana, ubicado a 1057 metros de altitud entre
los paralelos 12° 52.392" Sy 72° 42.098" WO.

FIGURA 16: Hospital de Quillabamba (izquierda); Area de evaluacion del

disefio experimental (derecha).
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2.2. MATERIALES

2.2.1.
[ ]
[ ]

MATERIAL BIOLOGICO

Adultos de Aedes aegypti: 100 ejemplares (Planta de asfalto).
huevos, larvas, pupas y adultos de Aedes aegypti (Laboratorio).
Concentrado de esporas de los hongos: Paecilomyces lilacinus,
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana (Micosplag®) —
Registro N°025 - SENASA.

Gallinas pirocas (calacuncas).

MATERIALES DE LOCALIZACION Y COLECTA
GPS Garmin eTREX® 10.

Cazamariposas artesanal.

Capturadores o aspiradores manuales.

Vasos de colecta con tapa de gaza.

Plumon marcador indeleble.

Camara fotografica profesional

MATERIALES DE LABORATORIO
Microscopio trinocular OLIMPUS CX23.
Estereoscopio Labklass ZTX con camara incorporada.
Incubadora LAB.INCUBATOR.

Refrigerador Indurama.

Termohigrometro ANTON.

Camara fotografica profesional.

Termometro electronico Aqua one.

Balanza digital portatil.

Alimento para peces en copos - SERA® POND.
Jaula entomoldgica de 30cm X 30cm X 30cm.
Tubos de bioensayos.

Solucién azucarada al 10%.
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e Alcohol al 96%, cloroformo y declorador.

e Agua destilada.

e Placas Petri de vidrio de 200mm X 25mm.

e Probeta de vidrio de un litro.

e Envase descartable de polipropileno de medio litro.
e Bandeja de plastico de 32.4cm X 22cm.

e Vasos descartables de 5.5 onz.

e Placas Petri descartables 90mm X 15mm.

e Envase de aluminio de 17cm X 19cm.

e Mortero y tamiz.

e Algododn y franela.

e Tela organza.

¢ Silicona liquida.

¢ Cinta masking.

e Papel secante, papel Kraft y papel lustre color negro.
e Pipetas descartables.

e Pintura en spray color negro mate.

e Elementos de bioseguridad personal.

2.2.4. MATERIALES DE ESCRITORIO
e Computadora portatil.
e Camara fotografica profesional.
o Estadistico t-Student - IBM SPSS Statistics 22.

2.3.METODOLOGIA

2.3.1. UNIVERSO MUESTRAL
Adultos de Aedes aegypti de la planta de asfalto de la cuidad de Quillabamba.

2.3.2. MUESTRA
Aedes aegypti (hembras = 50 y machos = 50).
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Instalar la jaula entomoldgica.

T

Colectar adultos

Alimentar:

T

Colocar la ovitrampa al cuarto dia

e Hembras: sangre de gallina.
e Machos: algodon con agua azucarada al 10%.

-

Cosechar huevos de A. aegypti del papel secante

Dejar reposar por 24 horas

T

Separar en placas (1 testigo y 4 bioensayos)

A

100 huevos en
25 ml de agua

destilada

100 huevos en
25 ml de agua
destilada

100 huevos en

25 ml de agua
destilada

100 huevos en
25 ml de agua
destilada

100 huevos en
25 ml de agua
destilada

™
Incubar: 34°C/ Incubar: 34°C/ Incubar: 34°C / Incubar: 34°C/ Incubar: 34°C/
24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas
1 1 1 i o° i
LARVAS LARVAS LARVAS LARVAS ‘(Xo‘ﬂ LARVAS
) 1 T T i T
Alimentar: alimento Alimentar: alimento Alimentar: alimento Alimentar: alimento Alimentar: alimento
en copos — en copos — en copos — en copos — en copos —
SERA®POND / SERA®POND / SERA®POND / SERA®POND / SERA®POND /
Cada dia Cada dia Cada dia Cada dia Cada dia
1 1 1 o 1 1
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FIGURA 17: Flujograma de la metodologia, elaboracion propia.



2.3.3. TOMA DE MUESTRA - METODO DE COLECTA POR CEBO
HUMANO ESTANDARIZADO POR EL MINISTERIO DE SALUD —
PERU. 2012

El recolector expone parte de su piel para atraer a los adultos de A. aegypti, para
capturarlos con la ayuda de cazamariposas artesanales; de los cuales son
extraidos con ayuda de capturadores o aspiradores manuales hacia los vasos
de colecta con tapa de gaza; para su posterior traslado al Area de Metaxénicas

del Laboratorio de Apoyo al Diagndstico cedido por el Hospital de Quillabamba.

FIGURA 19: Capturador o aspirador manual y el vaso de colecta con tapa de

gaza (izquierda) y adulto de Aedes aegypti capturado (derecha).
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2.3.4. TECNICA DE IDENTIFICACION POR COMPARACION
COMPRENSION CON CLAVES TAXONOMICAS PARA

ADULTOS (Lourencgo y Rotraut, 1998)
Se considera la morfologia, a vista macroscopica de las antenas, patas anilladas

y microscopia los otros componentes. Ver figuras:

FIGURA 20: Vista lateral de la cabeza: (a) hembra, (b) macho. ANT: antena,

PMx: palpo maxilar, Pr: probdscide, Lb: labela.

Pico /
Antena
T Palpo / "

Diseno en forma de lira
en el escudo

P

FIGURA 21: Caracteristicas morfologicas de A. aegypti.
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2.3.5. CLAVE ILUSTRADA PARA LA IDENTIFICACION DE LARVAS

DE CUARTO ESTADIO
Almirén (2004) y Bertel y

DE Aedes aegypti. En base a Rossi y
Villero (2008). Ver figuras:

FIGURA 22: Sifén con un par de cerdas

simples o multiples.

FIGURA 23: Extremo del abdomen, Silla de

montar del segmento X Incompleta.

FIGURA 24: Brocha ventral con 5 o mas

pares de cerdas que nacen de una grilla.

FIGURA 25: Térax con espinas laterales

muy evidentes.

FIGURA 26: Diente del peine del
segmento VIII con espinas laterales

visibles.
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FIGURA 28: Dientes del peine del segmento VIII dispuestos en una fila, con espina

central larga; brocha ventral formada por 5 pares de cerdas.

2.3.6. TECNICA MODIFICADA DE COLECTA DE HUEVOS POR
OVITRAMPAS E INCUBACION DE HUEVOS

Considerando la propuesta de Bisset et al., (2005); Bertel y Villero (2008);

Hernandez et al., (2000); se ha asumido una propuesta particular de la manera

siguiente:

Confeccion de las ovitrampas y procedimiento.

Se procedioé a pintar con spry de color negro brillante 10 vasos descartables de
5.5 onzas (abertura superior 6cm, 8.5 cm de alto y 3.5cm de base), dejando secar
la pintura, para su posterior enjuague en agua de cafo, quitando asi el rastro de
olor que deja esta pintura; luego se coloca en su interior un vaso descartable de
5.5 onzas; en el cual se introduce un papel toalla de 20cm x 7.5cm x 13cm (ver
Fig. 29), y agregando 28 ml de agua declorada, para proporcionar una superficie
solida humeda, con el fin de mantener sobre este los huevos depositados por
adultos hembras fecundados de A. aegypti; obteniendo asi una ovitrampa de

doble envase.

FIGURA 29: Forma del papel toalla (izquierda) y ovitrampas (derecha)

(elaboracion propia).
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Los huevos asi obtenidos en estos recipientes, se someten a un proceso de
maduracién del embridn, dejandolo reposar por 24 horas en el mismo recipiente
de ovipuesta (quitando el envase pintado). Siendo este el tiempo requerido para
que se complete el desarrollo embrionario, a temperatura de 27°C+1°C y
humedad relativa de 51+7%; otros autores, como Pumpini et al., (1992) proponen

un rango de 30 a 40 horas para este proceso de maduracion.

Posterior al reposo de los huevos, se deja secar el papel toalla y se corta cada
distribucion heterogénea hasta completar 100 huevos que se colocan por placas
Petri de 90mm X 15mm, agregandole 25ml de agua declorada para su

incubacion a 32°C por 24 horas.

FIGURA 30: huevos en placa Petri incubados a 32°C por 24 horas.

2.3.7. METODO MODIFICADO DE CRIANZA DEL MANUAL DE
INDICACIONES TECNICAS PARA INSECTARIOS (Pérez et al.,
2004)

2.3.7.1. CONFECCION DE CUBETAS PARA LA FASE LARVAL
En la fase larval, es importante que se tenga en cuenta el espacio vital, de

acuerdo al tamafio de las bandejas, midiéndose en centimetros cuadrados el

area de la bandeja (A=ancho x largo); aplicando una regla de tres a lo realizado
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por Pérez et al., (2004) quienes utilizaron bandejas de 625 cm? para 350-400

larvas, con 2 litros de agua. La regla de tres se plantearia de la manera siguiente:

350 larvas 625 cm?
100 larvas X cm?
X=178.6 cm?

Es decir, cada bandeja posee un area de 712.8 cm?; el cual se divide (con la
ayuda de la tela organza vy la silicona liquida) en 4 cubetas de 178.2 cm? cada

una, para la crianza de 100 larvas. Ver figura:

FIGURA 31: Bandeja dividida en 4 cubetas para la crianza de larvas.

Conteo de las larvas: De los huevos incubados emergen larvas del primer
estadio, cuyo tamafo es de 1 mm al inicio y al final de 7mm, la cual pasa por tres
estadios mas (la diferencia entre los estadios larvales radica en el tamafio); se
debe tenerse en cuenta el cuidado en la manipulacién de las larvas, por la poca
quitina que poseen. Las larvas se cuentan utilizando goteros de boca ancha,
complementando con la ayuda de un pedazo de papel lustre color negro
colocado debajo de la placa Petri en la cual se incubd los huevos, para ofertar
contraste; colocando 100 larvas en 3 de las cubetas de la bandeja, dejando la
cuarta cubeta para la limpieza de la bandeja y renovacién de agua declorada
cada dos dias (Bertel y Villero, 2008).
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FIGURA 32: Conteo de larvas (izquierda); larvas en la cubeta (derecha).

2.3.7.2. PARA LA FASE PUPAL

Cuando se observo en los recipientes la presencia de pupas, se trasladaron con
ayuda de una pipeta de transferencia hacia los envases descartable de
polipropileno de medio litro y se agregé 100mL de agua declorada y luego se
colocaron a la jaula entomoldgica para que emerjan los adultos. Se midié la

temperatura ambiental y la humedad con un termohigrémetro “ANTON”.

FIGURA 33: Envases de polipropileno de medio litro con pupas.

46



2.3.7.3. CONFECCION DE JAULAS ENTOMOLOGICAS PARA LA
FASE ADULTA

Las jaulas entomoldgicas fueron elaboradas con codos de aluminio y tela
organza, que cubre la jaula, pegada con silicona liquida a su esqueleto de
aluminio y base de madera, con medidas de 30cm X 30cm X 30cm; cada lado
tiene una manga de 15 cm de diametro y 15 cm de largo, por donde se realiza el

manejo interno.

FIGURA 34: Forma de la jaula entomoldgica para la crianza de adultos.

La poblacion total por jaula fue de 100 adultos, con una proporcion de 50 machos
para 50 hembras, lo que asegura una adecuada reproduccién (con un
mantenimiento 6ptimo para la colonia), y buena produccién de huevos, a fin de

perpetuar la especie.
2.3.8. TECNICA DE MANTENIMIENTO DE COLONIAS DE INSECTOS
Considerado la Técnica de Mantenimiento de Colonias de Insectos en el Grupo

de Entomologia — Red Nacional de Laboratorios (RNL) — INS (2012), se

consider6 una propuesta particular de la manera siguiente:
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2.3.8.1. TECNICA DE MANTENIMIENTO PARA LARVAS

Cuando emergieron las larvas, se les nutrié con alimento para peces en copos -
SERA®PPOND, previamente triturado y tamizado; y diariamente se observo la

presencia de exuvias las que fueron retiradas con una pipeta.

El contenido nutritivo aportado a las larvas por el alimento para peces
SERA®POND es: proteina 21%, grasas 2.7%, fibras 0.5%, humedad 6.7%,
cenizas 4.1%, vitaminas y provitaminas (Vit. A 8.0001U/Kg, Vit. D3 1.0001U/Kg,
Vit. E 100mg/Kg, Vit. B1 10mg/Kg, Vit. B> 10mg/Kg, Vit. C estab. 100mg/Kg).

FIGURA 35: Trituracion y tamizaje del alimento para peces SERA®POND.

TABLA 3: DOSIS DE ALIMENTACION LARVARIA UTILIZADA POR
PERIODOS EN DIAS.

Periodo (dias) | Cantidad de alimento (mg) / larvas
1 0.2 mg
2 0.3 mg
3 0.4 mg
4-7 0.6 mg
Mas de 7 dias 0.6 mg

FUENTE: Cardenas et al., 2010.

De acuerdo con la presente investigacion y en coincidencia con Fleming (1986)

y Avila et al., (1993), si el alimento se agrega en exceso, se desarrolla una
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pelicula de grasa en la superficie del agua de cria, la cual puede impedir la
respiracion y causa la muerte de las larvas; por ello, el agua y el alimento se
cambidé cada dos dias por la cuarta cubeta que se dejé libre para evitar la

formacion de hongos.

2.3.8.2. TECNICA DE MANTENIMIENTO PARA ADULTOS

Alimentacion de adultos machos (Alcalde et al, 2014): Como fuente
energética se embebid copos de algodon en solucion azucarada al 10% (10g de
azucar en 100ml de agua) las cuales contienen sacarosa para la alimentacion de

machos; cambiando el algodén cada dia para evitar la formacion de hongos.

FIGURA 36: Aedes aegypti macho alimentandose (foto propia).

Alimentacion de adultos hembras (Day, et al., 1994): cada 4 dias con sangre
de pollo, exponiendo el cuello hasta la regidén dorsal mas las alas del pollo
utilizado, reemplazando este paso por la especie de la gallina piroca de cuello
desnudo, se depositan cada una en envases de aluminio de 17cm x 19cm, con
5ml de cloroformo en algodén, durante 2.30 minutos, para calmarlos y dormirlos
por unos 5 minutos; posteriormente, recostandolos en recipientes rectangulares
para su inmovilizacion con ayuda de pedazos de tela organza y cinta masking,
de modo que se asegure bien que no se salga el ave del recipiente; se debe

tener en cuenta que las aves son insectivoras por lo que se le amarro el pico.

49



Diariamente se limpi6é el sustrato de la jaula ayudandose con una franela

humedecida.

FIGURA 37: Gallina piroca (izquierda); Aedes aegypti hembra alimentandose

(derecha) (fotos propias).

2.3.9. MODO DE ACCION DE LOS TRES HONGOS
ENTOMOPATOGENOS PRESENTES EN EL PRODUCTO
COMERCIAL MICOSPLAG®

2.3.9.1. MODO DE ACCION DE Paecilomyces lilacinus

Sus esporas se adhieren a la cuticula del insecto al ponerse en contacto con él,
penetrando directamente después de la germinacion de la conidia. Durante esta
fase se forma el tubo germinativo que penetra la cuticula por medio de un
apresorio y produccién de enzimas como proteasas, lipasas y quitinasas. Al
desarrollarse el hongo, libera las toxinas que provocan la muerte del insecto.
Parasita los huevos. Infectan a huevos y larvas de A. aegypti (Gallegos et al.,
2003).

2.3.9.2. MODO DE ACCION DE Metarhizium anisopliae
Sus esporas se adhieren a la cuticula del insecto al ponerse en contacto con él,
las esporas germinan y producen la proteina quinasa A, importante para la
diferenciacion de las estructuras apresoras, penetracién y degradacion de la
cuticula, adquisicién de nutrientes, regulacién de pH, sintesis de lipidos, control

del ciclo celular y del citoesqueleto. Al desarrollarse el hongo se producen dos
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familias de toxinas que son las destruxinas y las citocalacinas, la funcién de estas
toxinas es inhibir el sistema inmunoldgico del artrépodo, causando su muerte,
ademas tiene efecto sobre la fecundidad y viabilidad de los huevos incubados,
las destruxinas también inhibe la sintesis de ADN, ARN y de proteinas en las
células de los insectos; las que le producen la muerte rapida, tiene la capacidad
para sintetizar enzimas hidroliticas tales como proteasas, lipasas, amilasas y
quitinasas, proceso que ocurre 48 horas postinfeccién (Monzon, 2001; Ojeda et

al., 2011). Infectan a larvas de A. aegypti. (Lacey, 2007).

2.3.9.3. MODO DE ACCION DE Beauveria bassiana

Su modo de accion es mecanico, destruyendo la cuticula de los insectos, lo que
provoca su deshidratacion y absorbiendo los nutrientes del interior de sus
células, produciendo acido oxalico, elemento que coadyuve a la solubilizacion de
la proteina cuticular. Puede atacar a los insectos en estado de huevecillo, larva,
donde generalmente son susceptibles a la micosis del mismo (Gallegos et al.,
2003; Asaff et al., 2006). Infecta a huevos y larvas de A. aegypti. (Scholte et al.,
2004).

Adhesién del conidio
sobre el tegumento

Diseminaciényzy ,A%) o * Paecilomyces lilacinus

N prme—— A (25a30°C)
v * Paecilomyces lilacinus C: ;“Emiv i6n * Metarhizium anisopliae

CEETD (huevos y larvas) ¢ .%\a_cgl (10 a 30°C)

* | * Metarhizium anisopliae =< * Beauveria bassiana
7‘ = (larvas) {;{‘.’; (24 a 26°C)
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Esporulacién (huevos y larvas) Penetracidn
I
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B 1%
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* Metarhizium anisopliae

(quinasa A, destruxinas y citocalacinas)
* Beauveria bassiana

(acido oxalico)

FIGURA 38: Mecanismo de accién de los hongos entomopatdégenos utilizados.

FUENTE: Disefio integrado por los autores en base a Gallegos et al., 2003; Garcia, 2011.
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2.3.10. PREPARACION DEL CONCENTRADO MIXTO DE ESPORAS
(MICOSPLAG®)

MICOSPLAG® presenta la composicion siguiente: Paecilomyces lilacinus (10%),
Metarhizium anisopliae (5%) y Beauveria bassiana (5%), donde cada gramo

contiene 1X108 esporas.

Para la utilizacion del producto comercial Micosplag®, se preparo los 100 gramos
del producto en 1 litro de agua, de acuerdo a las indicaciones del productor
(ORIUS BIOTECNOLOGIA, Colombia).

FIGURA 39: Preparacién de concentrado mixto de esporas Micosplag®.

2.3.11. BIOENSAYO CON EL CONCENTRADO MIXTO DE ESPORAS
(MICOSPLAG®) EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE Aedes

aegypti
Se trabajo con un total de 3 repeticiones para cada estadio.

2.3.11.1. UNIDAD EXPERIMENTAL CON HUEVOS DE Aedes
aegypti

A propuesta de los investigadores (hermanos Gutiérrez, 2016). Consistié en 100
huevos ubicados en placas Petri descartables de 90mm X 15mm; al que se le

agrego 25 ml del concentrado mixto de esporas; incubacion a 32°C por 24 horas.
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Pasado este tiempo se deja al ambiente dentro del laboratorio que estuvo a
27°C+1°C de temperatura, 51%*7% de humedad relativa y un fotoperiodo de 12
horas, para evaluar la tasa de eclosién de los huevos cada 24horas, durante 4
dias, tiempo promedio de eclosion en el testigo. (A propuesta de los

investigadores)

FIGURA 40: Bioensayos en placas con huevos de Aedes aegypti.

2.3.11.2. UNIDAD EXPERIMENTAL CON LARVAS DE Aedes
aegypti

A propuesta de los investigadores (hermanos Gutiérrez, 2016). Cada unidad
experimental consistiéo en 100 larvas del primer estadio larval de Aedes aegypti
colocados en envase descartable de polipropileno de medio litro, al cual se le
agrego 150 ml del concentrado mixto de esporas, y su evaluacion en condiciones
de laboratorio de 27°C+1°C de temperatura, 51%+7% de humedad relativa y un
fotoperiodo de 12 horas. La evaluacion se realizé cada 24horas durante 5 dias,

tiempo promedio de transformacion de larvas a pupas en el testigo.

FIGURA 41: Bioensayo en larvas de Aedes aegypti (fotos propias).
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2.3.11.3. UNIDAD EXPERIMENTAL CON PUPAS DE Aedes aegypti

A propuesta de los investigadores (hermanos Gutiérrez, 2016). Cada unidad
experimental consistié en 100 pupas de Aedes aegypti colocados en envase
descartable de polipropileno de medio litro, a los cuales se les agreg6é 100 ml del
concentrado mixto de esporas, y su evaluacién en condiciones de laboratorio de
27°Cx1°C de temperatura, 51%+7% de humedad relativa y un fotoperiodo de 12
horas.

La evaluaciéon se realizé cada 24 horas durante 4 dias. Tiempo promedio de

transformacion de pupas a adultos en el testigo.

FIGURA 42: Bioensayo en pupas de Aedes aegypti.

2.3.11.4. UNIDAD EXPERIMENTAL CON ADULTOS DE Aedes
aegypti

Se ha asumido una propuesta modificada de la considerada en la metodologia
de la O.M.S reportada por Anaya (2008).

Para el bioensayo en adultos se coloc6 en una bandeja de plastico, 3 hojas de
papel secante y se les agregd 175 ml del concentrado mixto de esporas,

dejandolos secar por 2 dias, para su recorte y uso en el bioensayo.
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FIGURA 43: Papel secante impregnado con el concentrado mixto de esporas.

Se utilizd el kit de cilindros plasticos de exposicion de la O.M.S. el cual esta
compuesto por 2 tubos: un tubo de observacién y un tubo de exposicion

anastomosados.

Tubo de exposicion

FIGURA 44: Cilindros plasticos de exposicion (kits de la OMS) (Anaya 2008).

Procedimiento:

Primero, con la ayuda de un aspirador manual se insertaron 100 adultos (50
hembras y 50 machos) dentro de los tubos de observacion, dandoles un tiempo
de 15 min de reposo; posteriormente, este tubo se unio al tubo de exposicion, al
cual se le insertd papel secante seco impregnado con el concentrado mixto de

esporas, sujetas con aros de acero y cobre; y con leves soplos, se transfirieron
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los mosquitos, del tubo de observacion al tubo de exposicién; el tiempo de
exposicion fue de 1 dia, colocando algodén embebido con agua azucarada al

10% sobre la malla de metal del tubo de exposicion, para la alimentacion de los

adultos.

FIGURA 45: Bioensayo en adultos de Aedes aegypti.

Después de 1 dia de exposicion, los adultos fueron transferidos a las jaulas
entomoldgicas de 30cm X 30cm X 30cm, para su evaluacion en condiciones de
laboratorio de 27°C+1°C de temperatura, 51%+7% de humedad relativa y un

fotoperiodo de 12 horas.

La evaluacion se realizé cada 24 horas durante 6 dias, cumpliendo asi el tiempo

total de 20 dias por repeticion segun lo planteado en la presente investigacion.

2.3.12. TRATAMIENTO ESTADISTICOS

2.3.12.1. PRUEBA t-STUDENT - IBM SPSS STATISTICS 22

La prueba t-Student se utiliza para contrastar hipotesis sobre medias en
poblaciones con distribucibn normal. También proporciona resultados
aproximados para los contrastes de medias en muestras suficientemente
grandes cuando estas poblaciones no se distribuyen normalmente (aunque en
este ultimo caso es preferible realizar una prueba no paramétrica). Existen dos

versiones de la prueba t-Student: una que supone que las varianzas
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poblacionales son iguales y otra version que no asume esto ultimo. Para decidir
si se puede suponer o no la igualdad de varianza en las dos poblaciones
(Gamarra et al., 2008).

Pruebas de Hipotesis.

Ho: No existe diferencia significativa entre el testigo y el bioensayo.

Hi: Existe diferencia significativa entre el testigo y el bioensayo.

Tcalculado < Ttabulado

Se acepta la hipétesis nula (Ho)

Tcalculado > Ttabulado

Se acepta la hipotesis alterna (H+)
2.3.12.2. DETERMINACION DE LA MORTALIDAD CORREGIDA

Los porcentajes de mortalidad de los diferentes estadios se corrigieron mediante
la formula de Abbott (Alcalde et al., 2014), para asi determinar la eficacia del
concentrado mixto de esporas (Micosplag®). La mortalidad corregida fue

calculada segun la férmula de ABBOTT:

(%MT — %Mt)
MC = *
(100 — %Mt)

100

Dodnde:

MC = Mortalidad corregida

MT = Mortalidad en el tratamiento

Mt = Mortalidad del testigo (Alcalde et al., 2014).
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Il — RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. IDENTIFICACION POR CLAVES TAXONOMICAS PARA ADULTOS DE
Aedes aegypti

FIGURA 46: Cabeza de la hembra de Aedes aegypti (Lourengo y Rotraut,
1998) (izquierda); fotografia de la evaluacion in vitro (derecha).

ANT ]

\ g
FIGURA 47: Cabeza del macho de Aedes aegypti (Lourengo y Rotraut, 1998)

(izquierda); fotografia de la evaluacion in vitro (derecha).
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Disefio en forma de lira

1l
\':‘, /‘ en el escudo
\ -

FIGURA 48: Morfologia de A. aegypti (Lourengo y Rotraut, 1998) (izquierda);

fotografia de la evaluacion in vitro (derecha).

FIGURA 49: Patas anilladas de A. aegypti (Fotografia de la evaluacion in vitro).
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3.2.  IDENTIFICACION POR CLAVES ILUSTRADAS PARA LARVAS DE CUARTO
ESTADIO DE Aedes aegypti

FIGURA 50: Siféon con un par de cerdas simples o multiples (izquierda:

bibliografia; derecha: fotografia de la evaluacion in vitro).

FIGURA 51: Silla de montar del segmento X Incompleta (izquierda: bibliografia;

derecha: fotografia de la evaluacion in vitro).

el

FIGURA 52: Brocha ventral con 5 0 mas pares de cerdas que nacen de una

grilla (izquierda: bibliografia; derecha: fotografia de la evaluacioén in vitro).

FIGURA 53: Tdérax con espinas laterales muy evidentes (izquierda: bibliografia;

derecha: fotografia de la evaluacion in vitro).
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FIGURA 54: Diente del peine del segmento VIII con espinas laterales visibles

(izquierda: bibliografia; derecha: fotografia de la evaluacion in vitro).

'

FIGURA 55: Cerda 7 de la cabeza simple (izquierda: bibliografia; derecha:

fotografia de la evaluacion in vitro).

FIGURA 56: Dientes del peine del segmento VIl dispuestos en una fila, con
espina central larga; brocha ventral formada por 5 pares de cerdas (izquierda:

bibliografia; derecha: fotografia de la evaluacion in vitro).
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3.3.

EL LABORATORIO

RESULTADOS DE LA TEMPERATURAS Y HUMEDAD RELATIVA EN

TABLA 4: TEMPERATURAS Y HUMEDAD RELATIVA DE 28 DIAS DE LA
EVALUACION IN VITRO Y SU DESVIACION ESTANDAR Y VARIANZA.

TEMPERATURAS | Namero de Desviacioén
| Minimo Maximo Media Varianza
CLIMATICAS Dias estandar
TEMPERATURA
28 24,80 30,10 26,9643 1,45913 2,129
INTERNA
TEMPERATURA
28 24,80 31,60 28,1964 1,75341 3,074
EXTERNA
HUMEDAD
28 41 % 66 % 51,6643% 7,21009 51,985
RELATIVA
TEMPERATURA
28 21,30 25,55 23,6518 0,92891 0,863
DEL AGUA

Cuyas figuras aportan un mejor entendimiento:

TEMPERATURA_INTERNA

Frecuencia

N

T
24,00

2600 2800 3000
TEMPERATURA_INTERNA

TEMPERATURA_EXTERNA

Frecuencia

/\Y

o7
24,00

26,00 28,00 30,00 32,00 3400
TEMPERATURA_EXTERNA

FIGURA 57: Histogramas de Temperatura interna y Temperatura externa.
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FIGURA 58: Histogramas de Humedad relativa y Temperatura del agua.

62



La tabla 4 y figuras de los resultados obtenidos en el presente estudio fue de
27°C £ 1°C, concuerdan con los parametros del ciclo biolégico de Aedes aegypti
obtenidos por: Salas, (1993) 27°C; Vargas (1998) 25°C - 29°C; Lucero et al.,
(2002) 28°C; por Beserra y Castro (2008) 26°C + 2°C, Garcia, (2011) 25°C -
30°C; y De Castro et al., (2013) 26°C + 2°C.

En cuanto a la humedad relativa los resultados obtenidos en el presente estudio
fue de 51% = 7%, diferente a los resultados obtenidos por: Lucero et al., (2002)
96% — 98%; Beserra y Castro (2008) 96% - 98%; y De Castro et al., (2013) 60%
1+ 10%.

Es importante recalcar que las larvas estan limitadas por la temperatura debido
a que, a temperaturas mantenidas inferiores a 10°C y superiores a 44°C como
indica Gadelha y Toda, (1985) son inhibidos hasta ser eliminados. Por lo que en
zonas de sierra fria cuyo rango de temperatura esta desde 0°C a 21°C, todavia

no se presenta Aedes aegypti.

3.4. RESULTADOS DEL CICLO BIOLOGICO DE Aedes aegypti

En cuanto al ciclo biolégico de Aedes aegypti se tiene:

TABLA 5: RESULTADOS DE LA DURACION EN DIAS DEL CICLO

BIOLOGICO DE Aedes aegypti BAJO CONDICIONES DE LABORATORIO (T°
26.9°C — 28.2°C, HR 44% - 58%).

T° =26.9°C - 28.2°C
ESTADIOS
HR = 44% - 58%
Huevo a Larva PROMEDIO =4 dias
Larva a Pupa PROMEDIO = 4.67 dias
Pupa a Adulto PROMEDIO = 4 dias
Total 12.67 dias
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En la tabla 5 el tiempo promedio del ciclo biolégico de Aedes aegypti obtenido
en este estudio fue de 12.67 dias, lo cual se encuentra préximo al rango de dias
sefalado por otros autores, asi tenemos a: Bertel y Villero (2008) que en
condiciones de laboratorio (T° = 29.5°C — 31.2°C, HR = 53.6% — 58.6%) el ciclo
bioloégico de A. aegypti presentd una duracion de 11,02 dias; y Quispe et al.,

(2014) el ciclo bioldgico de Aedes aegypti presenta un promedio de 11 dias.

TABLA 6: RESULTADOS DE LA COMPARACION DEL TIEMPO PROMEDIO
DEL CICLO BIOLOGICO Aedes aegypti OBTENIDO EN EL PRESENTE
ESTUDIO CON DATOS REPORTADO EN BIBLIOGRAFIA CONSULTADA.

TESTIGO Bertel y Villero (2008) | Lucero et al., (2002) [Manrique et al., (1998)| Hernandez R.
ESTADIOS | T° 26.9-28.2°C, T° 29.5-31.2°C, T° 28-30°C T°21.1-33.7 °C, T° 28-32°C,
HR 41-66% HR 53.6-58.6% HR 96-98% HR 90-96°C HR 94-96%
Huevo a
4 2.6 2 2 25
Larva
Larva a
4.67 6.69 9 8.1 7
Pupa
Pupaa
4 1.73 3 3.05 2
Adulto
Total 12.67 11.02 14 13.15 11.5

En la tabla 6 se aprecia una distribucién heterogénea, cuyos resultados
obtenidos en el presente estudio no coinciden con los 4 autores, en las fases de
huevo a pupa, debido a la diferencia de humedad relativa, y temperatura; pero si
en la consecucion de huevo a adulto, algo semejante en dias, con la de Bertel y
Villero (2008), Hernandez R, y menor tiempo a los reportados por Lucero et al.,
(2005), Manrique et al., (1998); y al igual con lo reportado por Lucero et al., (2002)
quienes determinaron el ciclo biolégico no detallado en condiciones de

laboratorio (T° = 28°C, HR = 96% — 98%) en 14 dias.
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TABLA 7: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE NATALIDAD DE HEMBRAS
Y MACHOS DE Aedes aegypti RESULTANTES DE 600 HUEVOS
INCUBADOS.

SEXO TEMPERATURA: 26.9°C - 28.2°C

HEMBRAS 30.17%
MACHQOS 17.67%
TOTAL 47.84%

En la tabla 7 se observa que entre rangos de temperatura de 26.9°C a 28.2°C,
con un total de 600 huevos incubados, solo el 47.84% llegaron a la etapa adulta,
de los cuales el 17.67% fueron machos siendo un porcentaje menor a la de las
hembras que fueron 30.17%; mayor a los hallados por Arenas y Carbajal (2012)
quienes determinaron en los mismos rangos de temperatura (26°C a 28°C) en
un total de 600 huevos incubados resultaron en 38.8%, siendo menor al
porcentaje de hembras resultantes con 21.3% y semejante a la de machos

(17.5%) (Habiendo solo una relacion en el porcentaje de natalidad de machos).

Siendo la proporcion en el presente estudio, por 1 macho nacido / 2 hembras, lo
cual concuerda con Arenas y Carbajal (2012), pero difiere con Manrique et al.,
(1998) quienes determinaron que la proporcion de sexos de los adultos

emergidos fue de 1:1.

3.5. RESULTADOS DE LOS DIFERENTES ESTADIOS FRENTE A LOS
BIOENSAYOS CON EL CONCENTRADO MIXTO DE ESPORAS
(MICOSPLAG®)

En cuanto a los resultados de los diferentes estadios frente a los bioensayos con
el concentrado mixto de esporas (MICOSPLAGP®) se tiene:
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3.5.1. RESULTADOS DEL BIOENSAYO EN HUEVOS DE Aedes aegypti

TABLA 8: RESULTADO DEL PORCENTAJE DE ECLOSION DE HUEVOS
POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

NUMERO ECLOSIONADOS NO
CASOS HUEVOS |DIA 1| DIA2 | DIA3 | DIA4 | DIA5 | ECLOSIONADOS
TESTIGO 1200 0% |5.17% |50.17%|58.42% | 62% 38%
BIOENSAYO| 300 0% | 0% 4% | 5.67% |5.67% 94.33%

En la tabla 8 se observa que en el testigo, a una temperatura de incubacién de
32°C, las larvas empiezan a emerger del huevo al segundo dia, concordando
con los datos de Arenas y Carbajal (2012) quienes incubaron huevos de Aedes

aegypti a 32°C y observaron eclosién de los huevos al segundo dia.

Observandose en el testigo una mayor eclosion a los 5 dias, no generandose
incremento del faltante en posteriores dias; concordando: con Garcia, (2011) que
determiné la eclosion de los huevos en un periodo de 2 a 3 dias; con Beserra et
al., (2006) (media de 4,1 a 4,7 dias); con Beserra & Castro (2008) (media de 3,8
a 4,4 dias); y con De Castro et al., (2013) que determinaron los dias para la fase
de huevo a larva de 3,7 a 4,7 dias; mostrado una cierta diferencia con Lucero et
al., (2002) (T° = 28°C, HR = 96% - 98%) que obtuvieron un tiempo promedio de
huevo a larva de 2 dias; y con Beserra et al., (2009) quienes determinaron a 26°C
una media de 6,1, 4,7 y 5,2 dias.

Ademas, obteniendo en el testigo un porcentaje de eclosion de 62% al quinto
dia, concordando con: Lucero et al., (2002) quienes obtuvieron en condiciones
de laboratorio (T° = 28°C, HR= 96% - 98%) un porcentaje de eclosionaron del
60%; mostrando diferencia con De Castro et al., (2013) quienes determinaron
82,8% a 97,7% de eclosion.
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PRUEBA T-STUDENT PARA COMPARAR DATOS DE ECLOSION DE
HUEVOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

TABLA 9: Estadisticas de muestras emparejadas (huevo - larva)
Media | N Desviacién estandar | Media de error estandar

TESTIGO |35,1520| 5 30,09293 13,45797
BIOENSAYO| 3,0680 | 5 2,88248 1,28908

TABLA 10: Correlaciones de muestras emparejadas (huevo - larva)

N Correlacion Sig.
TESTIGO & BIOENSAYO| 5 0,992 0,001

TABLA 11: Prueba de muestras emparejadas (huevo - larva)

Diferencias emparejadas =
Media de 95% de intervalo de g
Desviacion _ _ _ T |g| =
Media error confianza de la diferencia =<3
estandar . S
estandar Inferior Superior 1)
TESTIGO —
32,08400 | 27,23561 12,18014 -1,73348 65,90148 |2,634 |4 0,058
BIOENSAYO

En la tabla de valores criticos de la distribucion de Tstudent con a=0.05 y de los
grados de libertad 4 es: Tiabuiado COrresponde a 2,132. Entonces el valor obtenido
|2,634|=2,132, resulta mayor al valor critico de t con a=0,05 (2,634 > 2,132). Por
lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis alterna.
Concluyendo que si existe diferencia significativa entre las medias obtenidas del

testigo y el bioensayo en huevos de Aedes aegypti.

Demostrando asi, una diferencia en el porcentaje de eclosion de los huevos al
quinto dia (testigo - bioensayo), lo cual demuestra una eficacia del concentrado
mixto de esporas (Micosplag®), coincidiendo con lo afirmado por Ojeda et al.,
(2011) quienes reportan que Metarhizium anisopliae incrementa el periodo de
incubacion y de eclosion, ademas produce la muerte de larvas en el primer

estadio con porcentajes de eficiencia de hasta el 100% en Aedes aegypti.
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3.5.2. RESULTADOS DEL BIOENSAYO EN LARVAS DE Aedes aegypti

TABLA 12: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE METAMORFOSIS DE
LARVAS A PUPAS POR DIAS EN ELTESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

CASOS NUMERO i i METAMF)RFOSI$ i TASA DE
LARVAS | DIA1 | DIA2 | DIA3 | DIA4 | DIAS5 | MORTALIDAD
TESTIGO 546 10.48% |45.38% | 67.38% | 75.78% | 79.01% 20.99%
BIOENSAYO 300 5.67% |28.67% |40.00% |42.67% | 42.67% 57.33%
MORTALIDAD CORREGIDA (DIA 5) 45.99%

En la tabla 12 se observa que en el testigo, el tiempo de transformacién de larva
a pupa fue de 5 dias; concordando con: Thririén (2003) indica que puede llegar
a 7 dias; desarrollando mas rapido las larvas y las pupas de los machos para
garantizar la fecundacion; Boqueirao (5,6 dias) y Remigio (5,2 dias) (Beserra et
al., 2009), Salas, (1993) (5 a 7 dias) a una temperatura de 27°C; Arenas y
Carbaijal (2012) reportaron a una temperatura de 28°C (5 a 7 dias); Brejo dos
Santos (6,8 dias) y Remigio (6,3 dias) (Beserra & Castro, 2008) y Quispe et al.,
(2014) (7 dias).

Pero, siendo diferente a los reportado por: Vargas (1998) cita que el estadio
larval con frecuencia comprende de 4 a 10 dias, en condiciones favorables (25°C
- 29°C); De Castro et al., (2013) quienes consideran un periodo de desarrollo
largo en la metamorfosis de larva a pupa (9,1 a 10,8 dias); y Lucero et al., (2002)

quienes determinaron un tiempo promedio de 9 dias.

Considerando los tiempos maximos de metamorfosis de las citas bibliograficas
se tiene un promedio de 7.24 dias, probablemente porque sus temperaturas

fueron menores a las del presente estudio.

Determinandose en el testigo un 79.01% de metamorfosis de larva a pupa;
menor a lo reportado por De Castro et al., (2013) quienes determinaron un 91,2%
a 99,2% de metamorfosis. Mostrando en el testigo una tasa de mortalidad larval
del 20.99%.
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PRUEBA T-STUDENT PARA COMPARAR DATOS DE METAMORFOSIS DE
LARVAS A PUPAS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

TABLA 13: Estadisticas de muestras emparejadas (larva - pupa)

Media N | Desviacion estandar | Media de error estandar
TESTIGO |55,6200| 5 28,44983 12,72315
BIOENSAYO (31,9360 5 15,78001 7,05704

TABLA 14: Correlaciones de muestras emparejadas (larva - pupa)
N Correlacion Sig.
TESTIGO & BIOENSAYO| 5 0,992 0,001

TABLA 15: Prueba de muestras emparejadas (larva - pupa)

Diferencias emparejadas ";E\
[0}
95% de intervalo de ©
Desviaciéon | Media de error i ) ) t gl i)
Media confianza de la diferencia -
estandar estandar (,9)’
Inferior Superior
TESTIGO —
23,6840 12,9356 5,7850 7,62225 39,7457 |4,094]14 10,015
BIOENSAYO

En la tabla de valores criticos de la distribucion de Tstudent con a=0.05 y de los
grados de libertad 4 es: Ttabulado cOrresponde a 2,132. Entonces el valor obtenido
|4,094|=2,132, resulta mayor al valor critico de t con a=0,05 (4,094 > 2,132). Por
lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis alterna.
Concluyendo que si existe diferencia significativa entre las medias obtenidas del

testigo y el bioensayo en las larvas de Aedes aegypiti.

Se determin6é que la tasa de mortalidad del testigo es de 20.99% vy la del
bioensayo es de 57.33%, resultando la mortalidad corregida de 45.99% (férmula
de ABBOTT), demostrando eficacia del concentrado mixto de espora
(Micosplag®); asemejandose con Alcalde et al., (2014) quienes evaluaron
diferentes concentraciones de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana
sobre larvas de Aedes aegypti en condiciones del laboratorio (T° = 24°C * 2°C;
HR = 70% = 10%), obteniendo 50% de mortalidad al 5to dia; siendo esta la

mortalidad neta, no la corregida.
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3.5.3. RESULTADOS DEL BIOENSAYO EN PUPAS DE Aedes aegypti

TABLA 16: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE METAMORFOSIS DE
PUPAS A ADULTOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

CASOS NUMERO i TRA,NSFORIVI'ACION ] TASA DE
PUPAS | DIA1 | DIA2 | DIA3 | DIA4 |[MORTALIDAD
TESTIGO 293 5.83% | 43.02% | 92.60% | 96.45% 3.55%
BIOENSAYO 300 6% 46% 93% 97% 3%
MORTALIDAD CORREGIDA (DIA 4) 0.57%

En la tabla 16 se observa que en el testigo, en su tiempo de metamorfosis de
pupa a adultos alcanza maximo 4 dias; siendo semejante a lo reportado por:
Arenas y Carbajal (2012) quienes determinaron que los adultos emergen al cabo
de 3 dias (temperatura de 28°C); Garcia (2011) quien determiné un periodo pupal
de 2-3 dias, pero alargandose hasta los 7 dias; con De Castro et al., (2013) y
Méndez et al., (2003) quienes determinaron que los adultos emergen en un

periodo de 3 dias.

Pero, siendo mayor a lo reportado por: Beserra et al., (2006) (2,1 a 2,7 dias);
Beserra y Castro (2008) (2,0 a 2,5 dias); y De Castro et al., (2013) (2.1 a 2.5
dias) quienes estudiaron a una T° = 26°C £ 2°C y HR = 60%%10%.

Correspondiendo al testigo un 96.45% de trasformacion (pupa a adulto), proximo
al obtenido por De Castro et al., (2013) quienes determinaron un 93,5% a 98,4%
de transformacion; y siendo menor al de Méndez et al., (2003) quienes indicaron

que emergen el 88% de los adultos.
Habiendo resultado la tasa de mortalidad en el testigo de pupa a adulto 3.55%,

muy menor a lo reportado por Manrique et al., (1998) quienes determinaron que

la etapa de pupa a adulto tiene una mortalidad del 18%.
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PRUEBA T-STUDENT PARA COMPARAR DATOS DE METAMORFOSIS DE
PUPAS A ADULTOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

TABLA 17: Estadisticas de muestras emparejadas (pupa - adulto)

Media | N Desviacion estandar | Media de error estandar
TESTIGO [59,4775| 4 43,25779 21,62889

BIOENSAYO | 60,5000| 4 43,08519 21,54259

TABLA 18: Correlaciones de muestras emparejadas (pupa - adulto)
N Correlacion Sig.
TESTIGO & BIOENSAYO 4 1,000 0,000

TABLA 19: Prueba de muestras emparejadas (pupa - adulto)

Diferencias emparejadas —
©
95% de intervalo de I
©
Desviaciéon | Media de error confianza de la t el a8
Media ) ) .
estandar estandar diferencia .UQ)’
Inferior Superior
TESTIGO —
-1,02250 1,31388 0,65694 -3,11318 1,06818 -1,556 | 310,217
BIOENSAYO

En la tabla de valores criticos de la distribucidon de Tstudent con a=0.05 y de los
grados de libertad 3 es: Ttabulado COrresponde a 2,353. Entonces el valor obtenido
|1,556|<2,353, resulta menor al valor critico de t con a=0,05 (1,556 < 2,353). Por
lo tanto, se acepta la hipdtesis nula y se rechaza la hipdtesis alterna.
Concluyendo que no existe diferencia significativa entre las medias obtenidas del

testigo y el bioensayo en las pupas de Aedes aegypti.

Se determiné que la tasa de mortalidad del testigo es de 3.55% y la del bioensayo
es de 3%, resultando la mortalidad corregida de 0.57% (férmula de ABBOTT),
demostrando escasa eficacia del concentrado mixto de espora (Micosplag®); lo

cual se puede deber al exoesqueleto de la pupa.
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3.5.4. RESULTADOS DEL BIOENSAYO EN ADULTOS DE Aedes aegypti

TABLA 20: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE
ADULTOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

NUMERO | % % % % % % TASA DE
CASOS ADULTOS | DIA1 |DIA2 | DIA3 | DIA4 | DIA5 | DIA6 |MORTALIDAD
TESTIGO 131 2.57% | 2.57% | 7.66 % | 7.66% |13.22% | 14.46% 14.46%
BIOENSAYO 300 4.67% |6.33%|10.67% |12.33% | 17% | 18% 18%
MORTALIDAD CORREGIDA | 2.16% | 3.86% | 3.26% | 5.06% | 4.36% | 4.14% 22.84%

En la tabla 20 se muestra en el testigo, una mortandad diaria promedio de 2.41%,
préximo al obtenido por Salas (1993) que obtuvo una mortandad diaria promedio
de 3%, a una temperatura de 25.5°C. Habiendo resultado la tasa de mortalidad
en el testigo de 14.46% al cabo de 6 dias, lo cual se asemeja con lo reportado
por FUNASA (2001) que sefala una mortalidad del 10% durante la primera
semana de vida; a la de Lucero et al., (2002) que determinaron en condiciones
de laboratorio (T° = 28°C, HR = 96% - 98%) una mortalidad del 12%, y a la de
Thririéon (2003) (10%). Considerando las tasas de mortalidad de las citas
bibliograficas se tiene un promedio de 10.67% para la primera semana de vida,

menor a lo obtenido en el presente estudio.

PRUEBA T-STUDENT PARA COMPARAR DATOS DE MORTALIDAD DE
ADULTOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO (MC).

TABLA 21: Estadisticas de muestras emparejadas (adulto - MC)

Media | N | Desviacion estandar | Media de error estandar

TESTIGO 8,0233 | 6 5,06316 2,06702

BIOENSAYO (MC) | 3,8067 | 6 1,00013 ,40830

TABLA 22: Correlaciones de muestras emparejadas (adulto - MC)

N Correlacion Sig.
TESTIGO & BIOENSAYO (MC) | 6 0,531 0,278
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TABLA 23: Prueba de muestras emparejadas (adulto - MC)

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de o

Media de i L

Desviacion confianza de la T (g &

Media error . . 2
estandar diferencia S

estandar )

Inferior Superior

TESTIGO —

4,21667 4,61026 1,88213 -0,62151 9,05484 12,2405 (0,075
BIOENSAYO(MC)

En la tabla de valores criticos de la distribucion de Tstudent cOn 0=0.05 y de los
grados de libertad 5 es: Ttabuiado cOrresponde a 2,015. Entonces el valor obtenido
|2,240[>2,015, resulta mayor al valor critico de t con a=0,05 (2,240 > 2,015). Por
lo tanto, se acepta la hipotesis alterna y se rechaza la hipétesis nula.
Concluyendo que si existe diferencia significativa entre las medias de mortalidad

obtenidas del testigo y el bioensayo (MC) con adultos de Aedes aegypti.

Se determind que la tasa de mortalidad en el testigo es de 14.46% y en el
bioensayo es de 18%, resultando la mortalidad corregida al 6 dia de 22.84%
(formula de ABBOTT), demostrando eficacia del concentrado mixto de espora
(Micosplag®). Asemejandose con Garcia et al., (2007) (2015) quienes evaluaron
cepas nativas de hongos entomopatdégenos (Metarhizium anisopliae y Beauveria
bassiana) contra Aedes aegypti, de los cuales tuvieron un 50% de mortalidad

entre el 2% gl 5% dia.

La diferencia entre los resultado del presente bioensayo, se podria deber al modo
de aplicacion, ya que los hongos entomopatdégenos fueron utilizados siguiendo
el modelo propuesto por Scholte et al., (2004), mientras que los otros autores
utilizaron cepas nativas aisladas en sus localidades y las mezclaron con aceites
esenciales, por lo que quizas tuvieron los hongos mas eficacia de colonizacién
del adulto de Aedes aegypti. Otra causa de la diferencia pudo haber sido la

especificidad del complejo comercial (Micosplag®) en otros insectos.
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3.5.4.1. RESULTADOS DEL BIOENSAYO EN HEMBRAS DE Aedes aegypti

TABLA 24: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE
HEMBRAS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

CASOS NUMERO '% f’/o f)/o f%) ’% '% TASA DE
ADULTOS DIA1 | DIA2 |DIA3 | DIA4 | DIAS5| DIA6 | MORTALIDAD
TESTIGO |HEMBRAS | 82 |1.33% |1.33% |5.13%|5.13% | 9.89% | 12.35% 12.35%
BIOENSAYO | HEMBRAS | 150 | 4.67% [4.67% | 8% 8% 12% 12% 12%
MORTALIDAD CORREGIDA |3.39% | 3.39% | 3.03% | 3.03% | 2.34% | 0.40% 15.58%

En la tabla 24 se muestra en el testigo, una mortalidad diaria promedio de 2.06%.

Habiendo resultado una tasa de mortalidad en el testigo de 12.35% al cabo de 6

dias.

PRUEBA T-STUDENT PARA COMPARAR DATOS DE MORTALIDAD DE
HEMBRAS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO (MC).

TABLA 25: Estadisticas de muestras emparejadas (hembra - MC)

Media N Desviacion estandar | Media de error estandar
TESTIGO 5,8600 6 4.,48260 1,83001
BIOENSAYO (MC) | 2,5967 6 1,14241 0,46639

TABLA 26: Correlaciones de muestras emparejadas (hembra - MC)

N

Correlacion

Sig.

TESTIGO & BIOENSAYO (MC)

6

-0,903

0,014

TABLA 27: Prueba de muestras emparejadas (hembra - MC)

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de o
Media de i L
Desviacién confianza de la T (o] =
Media error ) ) L
estandar diferencia S
estandar 5

Inferior Superior

TESTIGO —
3,26333 5,563563 2,25991 -2,54596 9,07262 |1,444|5 (0,208
BIOENSAYO(MC)
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En la tabla de valores criticos de la distribucion de Tstudent con a=0.05 y de los
grados de libertad 5 es: Ttabulado COrresponde a 2,015. Entonces el valor obtenido
|1,444|<2,015, resulta menor al valor critico de t con a=0,05 (1,444 < 2,015). Por
lo tanto, se acepta la hipotesis nula y se rechaza la hipdtesis alterna.
Concluyendo que no existe diferencia significativa entre las medias de mortalidad

obtenidas del testigo y el bioensayo (MC) con hembras de Aedes aegypti.

Se determind que la tasa de mortalidad en el testigo es de 12.35% y en el
bioensayo es de 12%, resultando la mortalidad corregida al 6 dia de 15.58%
(formula de ABBOTT), demostrando escasa eficacia del concentrado mixto de
espora (Micosplag®) contra hembras de Aedes aegypti. Siendo muy menor al
reportado por Garcia (2011) y Scholte et al., (2007) quienes aplicaron cepas
nativas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae contra hembras de
Aedes aegypti, obteniendo el 100% de mortalidad al sexto dia y el 50% al cabo
de 4 dias.

3.5.4.2. RESULTADOS DEL BIOENSAYO EN MACHOS DE Aedes aegypti

TABLA 28: RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE
MACHOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO.

NUMERO % % % % % % TASA DE

CASOS . . . . . .
ADULTOS DIA1 |DIA2 | DIA3 | DIA4 | DIA5 | DIA6 | MORTALIDAD

TESTIGO |MACHOS| 49 |3.81% |3.84% |10.18% | 10.18% | 16.56% | 16.56% 16.56%

BIOENSAYO | MACHOS | 150 (4.67% | 8% |13.33%|16.67%| 22% 24% 24%

MORTALIDAD CORREGIDA |0.90% |4.33% | 3.51% | 7.23% | 6.76% | 8.92% 31.65%

En la tabla 28 se muestra en el testigo, una mortalidad diaria promedio de 2.76%.
Habiendo resultado una tasa de mortalidad en el testigo de 16.56% al cabo de 6

dias.
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PRUEBA T-STUDENT PARA COMPARAR DATOS DE MORTALIDAD DE
MACHOS POR DIAS EN EL TESTIGO Y EN EL BIOENSAYO (MC).

TABLA 29: Estadisticas de muestras emparejadas (macho - MC)

Media N | Desviacion estandar | Media de error estandar
TESTIGO 10,1883 | 6 5,69528 2,32509
BIOENSAYO (MC) | 5,2750 | 6 2,91418 1,18971

TABLA 30: Correlaciones de muestras emparejadas (macho - MC)

N Correlacion Sig.
TESTIGO & BIOENSAYO (MC) 6 0,802 0,055

TABLA 31: Prueba de muestras emparejadas (macho - MC)

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de o

Media de i 3

Desviacion confianza de la T (g &

Media error ) ) 2
estandar diferencia S

n

estandar

Inferior Superior

TESTIGO —

4,91333 3,78059 1,54342 0,94585 8,88081 ]3,183|5 (0,024
BIOENSAYO(MC)

En la tabla de valores criticos de la distribucion de Tstudent cOn 0=0.05 y de los
grados de libertad 5 es: Ttabulado COrresponde a 2,015. Entonces el valor obtenido
|3,183|>2,015, resulta mayor al valor critico de t con a=0,05 (3,183 > 2,015). Por
lo tanto, se acepta la hipotesis alterna y se rechaza la hipdtesis nula.
Concluyendo que si existe diferencia significativa entre las medias de mortalidad

obtenidas del testigo y el bioensayo con machos de Aedes aegypti.

Se determind que la tasa de mortalidad en el testigo es de 16.56% y en el
bioensayo es de 24%, resultando la mortalidad corregida al 6 dia de 31.65%
(formula de ABBOTT), demostrando eficacia del concentrado mixto de espora
(Micosplag®) contra adultos de Aedes aegypti, no habiendo publicaciones de

bioensayos por sexos separados.
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1.

CONCLUSIONES

Por la morfologia se caracteriz6 a Aedes aegypti colectados de la planta
de asfalto de la ciudad de Quillabamba (foco). Asi presentan diferencia de
tamano y forma en las antenas de machos y hembras, disefio en forma
de lira en el escudo y las patas anilladas; determinando asi que

efectivamente son Aedes aegypti.

Se determin6 que el promedio del tiempo generacional de huevo a larva
es de 4 dias, de larva a pupa es de 4.67 dias y de pupa a imago es de 4
dias; correspondiendo el porcentaje de natalidad de hembras a 30.17% y

machos a 17.67%, con una proporcionalidad de 1:2.

Al evaluar in vitro los diferentes estadios del ciclo biolégico de Aedes
aegypti frente a la inoculacion del concentrado mixto de esporas de
Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana
(Micosplag®); a una temperatura promedio del laboratorio de 27+1°C,
temperatura promedio del agua de 23.6+1°C y humedad relativa promedio
de 51+7%; se tuvo que en:

e El bioensayo del bloque de prueba con huevos de Aedes aegypti
mostro 5.67% de eclosién lo que se considera bajo, en comparacion
con su testigo que mostrd el 62%; en la fase larval, presenté una
mortalidad corregida de 45.99% en comparacion con su testigo que
mostro 20.99%; en la fase pupal presenté una mortalidad corregida
de 0.57% en comparacion con su testigo que mostré 3.55%; y en la
fase adulta present6 una mortalidad corregida al sexto dia de 22.84%
en comparacion con su testigo que mostré 14.46%.

e Ademas, en el bioensayo por sexos, se obtuvo una mortalidad
corregida del 15.58% en hembras, en comparacion con su testigo que
mostré 12.35% y una mortalidad corregida de 31.65% en machos, en

comparacién con su testigo que mostré 15.56%.
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e Merituando todo lo anterior, se tiene que el producto comercial
Micosplag® presenta un rendimiento regular de acuerdo a los

resultados obtenidos.

4. Hallandose diferencia significativa en el porcentaje de eclosion de los
huevos, en la mortalidad de larvas y adultos en general y adultos machos,
demostrando eficacia en el bioensayo aplicado (formula de ABBOTT) del
concentrado mixto de esporas (Micosplag®) en estos estadios; pero, no

obteniendo significancia en el estadio pupal ni en los adultos hembras.
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RECOMENDACIONES

Promover acciones cognitivas por todos los medios de comunicacion que

incentiven acciones preventivas para evitar la proliferacion de Aedes

aegypti.

Continuar las investigaciones con otros hongos entomopatégenos como
agentes de control biolégico sobre los estadios de Aedes aegypti, y
evaluando comparativamente costo-beneficio, para asumir el control
integrado, ya que las poblaciones de Aedes aegypti tienden a

incrementarse sobre todo en épocas de lluvias.

Promover mayores investigaciones biotecnoldgicas en el control de Aedes
aegypti y otros vectores de importancia epidemioloégica, para evitar

enfermedades metaxénicas.

Estudiar e implementar técnicas biotecnoldgicas para el control de Aedes
aegypti utilizando otros microrganismos como virus, bacterias, hongos,
protozoarios, nematodos, insectos, peces y crustaceos, para lograr una

reduccion significativa de la poblacién de Aedes aegypti.

Continuar con la identificacion de los criaderos (lugares abiertos) y aplicar
el control biolégico de Aedes aegypti con el producto comercial

Micosplag® por su facil manejo.
Estudiar mas el mecanismo especializado entre insecto-hongo, para

contribuir a la busqueda de cepas con caracteristicas especiales y

especificas para Aedes aegypti.
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ANEXO 1

AREA DE ESTUDIO Y AREA DE EVALUACION
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ANEXO 2

CAPTURA DE EJEMPLARES
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ANEXO 3

CONFECCION DE OVITRAMPAS
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ANEXO 4

CONFECCION DE CUBETAS PARA LA FASE LARVAL DE Aedes aegypti.

ANEXO 5

PREPARACION DEL ALIMENTO PARA LARVAS DE Aedes aegypti.
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ANEXO 6

PREPARACION DE ALIMENTO PARA MACHOS DE Aedes aegypti.
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ANEXO 7

PREPARACION DE ALIMENTO PARA HEMBRAS DE Aedes aegypti.

96



ANEXO 8

HUEVOS DE Aedes aegypti OBTENIDAS.

lolede: 2U/10/ 4% i
It 2/ (0 [k

(00 fupves

97



ANEXO 9

LARVAS DE Aedes aegypti OBTENIDAS.

98



ANEXO 10

PUPAS DE Aedes aegypti OBTENIDAS.
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ANEXO 11

ADULTOS MACHOS Y HEMBRAS DE Aedes aegypti OBTENIDAS.
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ANEXO 12
PREPARACION DEL PRODUCTO COMERCIAL MICOSPLAG®

ANEXO 13
BIOENSAYO EN HUEVOS DE Aedes aegypti.
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ANEXO 14

BIOENSAYO EN LARVAS DE Aedes aegypti.
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ANEXO 15

PROCEDIMIENTO DEL BIOENSAYO EN ADULTOS DE Aedes aegypti.
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ANEXO 16

BIOENSAYO EN PUPAS DE Aedes aegypti.
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TABLA 32: TEMPERATURAS ATMOSFERICAS DE LOS DIAS QUE DURO LA
PRESENTE INVESTIGACION.

FECHAs | TEMPERATURA| TEMPERATURA :Et’fﬁf/i TEMPERATURA
INTERNA (°C) | EXTERNA (°C) %) DEL AGUA (°C)

13/10/2016 28 31.5 45% 22.65
14/10/2016 26.1 28.3 60% 22.8
15/10/2016 25.8 27 61% 24

16/10/2016 26 27.7 60.5% 23.4
17/10/2016 28 30 45% 23.4
18/10/2016 27.6 29.1 46% 23.5
19/10/2016 28.6 31.6 43% 22.6
20/10/2016 26.4 27 61.5% 23

21/10/2016 25.4 26.5 55.5% 21.3
22/10/2016 26.6 28.8 51.3% 22.7
23/10/2016 26.4 27.3 51% 24.6
24/10/2016 26.3 26.6 54% 24.7
25/10/2016 26 28 59% 24.3
26/10/2016 27.8 29.2 49.7% 24.2
27/10/2016 24.8 25.8 66% 24

28/10/2016 25.1 25.8 51.3% 23.2
29/10/2016 26.2 27.6 47% 23.2
30/10/2016 27 28.8 48.5% 23.9
31/10/2016 27.1 24.8 51.3% 24.7
01/11/2016 30.1 30 41% 24.7
02/11/2016 28.8 29.7 49% 24

03/11/2016 27.3 28.6 49% 25.55
04/11/2016 28 29.8 44%, 23.7
05/11/2016 26.6 27.4 46% 22.15
06/11/2016 30.1 30 41% 24.7
07/11/2016 28.8 29.7 47% 24 .45
08/11/2016 25.3 27.3 64% 23.4
09/11/2016 24.8 25.6 59% 23.45
PROMEDIO 26.96 28.19 51.67% 23.64
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Que los Sefores Bachilleres en Ciencias Biologicas — UNSAAC, Jean Pierre
Gutiérrez Huaman con DNI N° 70836764 y Arnold Raul Gutiérrez Huaman con
DNI N° 46520094, han realizado el trabajo de investigacion, Tesis para optar al Titulo

profesional de Biblogo, Titulada: “Evaluacion in vitro de los diferentes estadios
del ciclo biolégico de Aedes aegypti frente a la inoculacion del concentrado
mixto de esporas de Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae y
Beauveria bassiana (Micosplag®), Quillabamba - Cusco”, con la Asesoria de la
Master Blga. Flavia Caroll Mufiiz Pareja y la Co-asesoria de la Blga. Dina Beatriz
Torres Vilca CBP 3209, trabajo ejecutado en las instalaciones del Area de
Metaxénicas del Laboratorio de Apoyo al Diagnéstico del Hospital de Quillabamba,
durante el periodo comprendido entre el 13 de Octubre al 31 de Diciembre del
2015 y en una segunda etapa del 13 de Octubre al 09 de Noviembre del 2016;
demostrando siempre mucha capacidad, bastante responsabilidad y sobre todo

eficacia en el trabajo.

Se otorga la presente a solicitud de los interesados para fines que vean por

conveniente.
- GOBIERNO ONAL cuscO
& e, / GOBIERNO REGIONAL CUSCO . ) sce
6 DIRECCION REGIONAL DE SALUD CUSCO - DE Quit LABAMB»’&
L f)/s HOSPITAL QUi BA Noa

C.P.C. Lizandro Fernandez Baca Valderrama
JEFE DE RECURSOS HUMADS

Jefe Oficina de Recursos Humanos Director de la UE:410- Hospital Quillabamba

Quillabamba, 02. marzo.2016.




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
{Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CONSTANCIA

La que suscribe de parte del Laboratorio de Entomologia de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos — UNMSM, deja Constancia que:

Las muestras dejadas para identificacion por $r. Gutiérrez Huaman, Jean Pierre corresponden
al diptero Aedes aegypti {Linnaeus, 1762) Familia Culicidae.

Se expide la presente Constancia a solicitud del interesado y para los fines que considere
pertinente.

Lima, 15 de noviembre del 2016

Blga. Eliana Quispitupac Quispitupac
Responsable del Laboratorio de Entomologia de

La Universidad Nacional Mayor de San Marcos
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Micosplag® N serfisa

Tipo de producto

Insecticida biologico

Ingredientes activos

Micosplag es una formulacion de esporas en latencia de los hongos
entomopatdégenos Metarhizium anisopliae, Paecilomyces lilacinus y Beauveria
bassiana que enferman y Bio-Regulan las poblaciones de insectos plagas y

nematodos en los cultivos.

Composicién Biologica

Beauveria bassiana ...........ccccccceee.. 5 %*
Metarhizium anisopliae ........cccccccevvvvnneee 5 %*
Paecilomyces lilacinus ....................... 10 %*

Ingredientes aditivos ..................... c.s.p. 100 g

* cada gramo contienelx108 esporas

Formulacion

Micosplag es Polvo Mojable

Generalidades

La fase infectiva de los hongos Entomopatégenos del Micosplag, se inicia
cuando las esporas en latencia se pegan a los insectos o0 nematodos,
germinando y penetrando la cuticula mediante la produccion de enzimas. El
desarrollo interno es muy rapido y el hongo se establece en el hospedero donde
hay invasion de tejidos y del hemocele, produccidn de toxinas y muerte. La
enfermedad causada por los entomopatégenos se desarrolla en corto tiempo y
la plaga presenta sintomas de poca movilidad, baja actividad alimentaria,

paralisis, desorientacion, cambio de color y finalmente la muerte. Los hongos
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que contiene Micosplag, tienen alta viabilidad, patogenicidad y virulencia,
caracteristicas que garantizan un buen manejo en la Bio-Regulacién de insectos

plagas y nematodos.

Las esporas en latencia de los hongos entomopatdégenos que contiene el
Micosplag pueden mezclarse con insecticidas que actuan por ingestién o por
contacto. Los insectos plagas y nematodos que no son controlados por el
insecticida quimico o que son resistentes a su efecto, quedan disminuidos en sus
defensas y son susceptibles a que se enfermen por los hongos
entomopatégenos hasta que mueren. Este manejo permite regular las

poblaciones de las siguientes generaciones de insectos plagas y nematodos.

Instrucciones de uso
Se recomienda realizar la aplicacion de Micosplag 1 dia después de la cosecha,
para lo cual se debe diluir el producto en un litro de agua y agregar luego el resto

del agua que se usara en la aplicacion.

Recomendaciones de uso y dosis

Micosplag se usa para el control de algunas plagas como:

o Dosis
_ Plaga Nombre cientifico ]
Cultivo Por hectarea

Espéarrago | Mosquilla del brote | Prodiplosis longifila 200 g

Ventajas de su uso
» Bio-Regula las poblaciones de plagas y nematodos.
» Es un buen complemento en el manejo integrado al enfermar los insectos
plagas resistentes que no se controlan con el insecticida.
» Conservan y restablecen el balance natural del ecosistema.

» No afectan parasitos y depredadores
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» Pueden mezclarse con insecticidas, nematicidas, herbicidas y fertilizantes
foliares sin afectar su virulencia y patogenicidad pues sus esporas se
encuentran en latencia.

» Se almacena al medio ambiente las esporas se encuentran en latencia y

se empaca al vacio. No necesita refrigeracion

Ultima aplicaciéon a la cosecha (UAC)

No requiere por ser producto biolégico

Limite maximo de residuos (LMR)

No requiere por ser producto biolégico

Informacién Toxicologica

Toxicidad oral aguda LD50 : No toxico
Toxicidad dermal aguda LD50 : No toxico
Antidoto

No tiene antidoto especifico todo tratamiento es sintomatico
Informacion Reglamentaria

Reg. PBUA N°: 025-SENASA

Certificado su uso para Cultivos Organicos

114



= —= e '7—;"—_‘71"“ T
-

CONFIRMACION DE COMPATIBILIDAD

USO DE INSUMOS EN PRODUCCION ORGANICA
Carta No. CU804305-EQ-P02-2015

Otorgado a:
SERFI S.A.
Vicente Chang Say
Av. Oscar Benavides (Ex Diagonal) 380, Of. 701- Miraflores
PERU
Para el producto:
MICOSPLAG

Control Union Perd S.A.C., segin su Programa de Equivalencios, confirma que el producto
mencionado puede ser empleado en la produccién agricola orgénica segun los esténdares:

Estandar Criterio Uso Condiciones de Uso
Reglamento (CE) N°
889/2008 Anexo Il Fitosanitario Ninguna
Programa Nacional
Deg::’gr?:;:eon?slde 382%&8; Fitosanitario Ninguna
Agricultura de Estados 205.206( o) 9
Unidos ’
(NOP-USDA)

Esta confirmacién puede ser modificada, previa informacién a Control Union Perd S.A.C., en base a
algin cambio en la formulacién del producto. En caso exista algin cambio que no fuera
informado a Control Unién Perd S.A.C. este documento quedard automdaticamente sin validez.

La presente confirmacién no es garantia para la calidad de los productos. Solamente confirma
que pueden ser considerados sus usos en la produccién organica segun los requerimientos de los
reglamentos anteriormente mencionados.

Se debe tomar en consideraciéon que este documento no reemplaza el registro de los productos
ante las autoridades de los paises donde van a ser comercializados. Es obligacién de la empresa
responsable para la venta de los productos efectuar los respectivos tramites legales para el registro
oficial de los mismos.

Fecha de Certificacién: 07-07-2015

Fecha de Emisién: 07-07-2015 Vdlido Hasta: 06-07-2016

Andrea Castro Gonzales
Certificador

CONTROL UNION PERU SAC
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CONFIRMACION DE COMPATIBILIDAD

para el uso de insumos en la agricultura ecolégica

Extendido para Orius Biotech - Orius Biotecnologia.
Carrera 23 No. 5-86 Alborada,
Villavicencio, Colombia.

No. del documento: A-2013-00197/2016-04160-04161/0176
Este documento confirma que el producto comercial
MicosPlag® WP
producido y comercializado por la empresa mencionada arriba ha llegado al siguiente resultado:

El producto final es compatible con la produccion agricola organica para su uso en el control de plagas y
enfermedades en cultivos, seglin los requerimientos de los reglamentos

» USDA/NOP-Final rule (EEUU) §205.206(e), §205.601(m).
» JAS Japanese Agricultural Standard for Organic Agricultural Products (Japon) Notificacién
No.1605. Cuadro 2.

La revision y evaluacion del proceso de produccién fue realizada por Kiwa BCS Oko-Garantie GmbH, en sus
oficinas de San José de Costa Rica. Kiwa BCS es un ente acreditado por la Union Europea para la inspeccion y
certificacion de productos ecoldgicos, ademas es supervisada por 16 autoridades alemanas, también es
acreditada por la autoridad USDA para certificar seglin el reglamento NOP-final Rule y esté registrada como
“Empresa Extranjera de Certificacion” por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Silvicultura de Japén para
certificar segun el reglamento organico para productos agricolas (JAS/MAFF).

La presente confirmacion no constituye una garantia sobre la calidad ni sobre la eficacia del producto en
agricultura. Kiwa BCS no sera responsable por cualquier cambio en ingredientes o en la informacion contenida
en la etiqueta que no haya sido informado correcta y oportunamente por el registrante/fabricante del
producto, quien debe asumir toda la responsabilidad por dafios e inconvenientes. Este documento solamente
confirma que el uso del producto, con base en la composicion presentada por el registrante y de acuerdo a los
criterios aplicados, puede ser considerado como equivalente a los requerimientos de los reglamentos arriba
mencionados.

Es obligacion de la empresa responsable por la venta del producto efectuar los respectivos tramites legales
para el registro oficial del mismo. Este documento no reemplaza el registro del producto ante las autoridades
de los paises donde se le va a comercializar.

Nuremberg, 01 de julio de 2016 Validez del Documento: 30 de junio de 2017

KIWA BCS OKO-GARANTIE GMBH

~

N, 77

/ > | ¥
A g
7 7 ]

por Dr. Rolénd Hiittl
" Gerente General

KIWA BCS Oko-Garantie GmbH

Marientorgraben 3-5, 90402 Nuremberg, Alemania / Tel.: +49 (0)911 42 43 9-0, Fax: +49 (0)911 42 43 9 71
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Ficha de Datos de Seguridad (FDS) : Cédigo:  SGC-13-FDS-005
Version : 01
MICOSPLAG®wp |
Pagina : 1de5

COPIA N°.

ASIGNADA A:

Identificador del producto utilizado
en la etiqueta

MICOSPLAG® we

Otros medios de identificacion

Plaguicida biolégico de uso agricola. Nematicida, Bio insecticida.

Uso recomendado del
quimico y restricciones

producto

Utilizacién adecuada: Nematicida, Bio insecticida.
Campo de aplicacion adecuado: Agricultura.

Datos del proveedor

Eabricado por:
ORIUS BIOTECNOLOGIA www.oriusbiotecnologia.com orius@orius.com.co

Comercializado por:
ORBIOTEC S.A.

Carretera 23 N° 5 - 86. Alborada.
Villavicencio-Colombia.

Importado por:
SERFI S.A.

Av. Oscar R. Benavides (ex diagonal) 380, Of. 701 Miraflores.
Lima-Peru.

teléfonos

Nuamero de
emergencias

para

Clasificacion de la sustancia o

mezcla

ORBIOTEC S.A. 57 (8) 6700494
CICOTOX: 0-800-1-3040

ALO ESSALUD: 51 (1) 472-2300
SERFI S.A.: 51 (1) 402-2222

El producto no requiere ninguna clasificacion de acuerdo con los criterios del SGA.

Elementos de la etiqueta

El producto no requiere ninguna etiqueta de aviso de peligro de acuerdo con los criterios
del SGA.

Otros peligros que no conducen a
una clasificacion

Composicion garantizada

Descripcion de los primeros auxilios

Ningun riesgo especifico conocido, respetando las reglamentaciones, indicaciones para
el almacenamiento y la manipulacion. El producto puede causar irritacién a los ojos y la
piel.

El producto no contiene componentes clasificados como peligrosos.

Namero CAS | Contenido (w/w) Componente

No aplica 100 millones esporas / g de producto | Paecilomyces lilacinus
No aplica 50 mil esporas / g de producto Metarhizium anisopliae
No aplica 50 mil esporas / g de producto Beauveria bassiana
14807-96-6 c.s.p.100g Talco

Indicaciones generales:
En caso de molestias o sospecha de malestar, detener el trabajo y buscar rapidamente

asistencia médica. ¥
Retirar al afectado de la zona de peligro. Preferiblemente al aire libre. Abrigar al
afectado y mantenerlo en reposo.

En caso de inhalacién:
Retirar al afectado de la zona de peligro. Preferiblemente al aire libre. Abrigar al

afectado y mantenerio en reposo. Llamar a un médico.

En caso de contacto con la piel:
Retirar rédpidamente la ropa contaminada. Lavar la zona afectada con abundante agua y

jabon. Llamar a un médico si se irrita la piel.

En 0 ontacto con | jos:
Lavarlos con grandes cantidades de agua durante 15 minutos, con los parpados
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