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RESUMEN

La resistencia a insecticidas desarrollada por los mosquitos vectores de paludismo es un
problema grave para las estrategias de control basadas en insecticidas quimicos, por lo que
se estan desarrollando estrategias alternativas que permitan continuar la lucha contra los
mosquitos vectores. Diversos estudios han demostrado que el uso de  hongos
entomopatdgenos contra mosquitos vectores de paludismo puede ser una alternativa
efectiva. Los hongos Metarhizium anisopliae y Gliocladium virens son considerados
buenas opciones para su uso en estrategias de control de Anopheles albimanus pero se
requieren estudios que demuestren su seguridad sobre organismos no blanco. El objetivo de
este estudio fue evaluar los efectos toxicos (letales y subletales) causados por los hongos
entomopatogenos Metarhizium anisopliae y Gliocladium virens en el microcrustaceo
Daphnia magna (Cladocero: Daphnidae). Para determinar efectos letales se realizaron
bioensayos exponiendo a D. magna a diferentes concentraciones de ambos hongos. En
efectos subletales se expusieron los microcrustaceos a la CL; de los hongos durante 21
dias. Las concentraciones letales para D. magna con M. anisopliae fueron de CLso de
2.6x10° y la CL; de 0.7x10" conidias/mL y con G. virens fueron de CLso 4.4x10°y la CL;
de 7.6x10% conidias/mL. Al exponer a los organismos a la CL; de los hongos, la poblacién
de D. magna no presentd efectos entre los tratamientos para las determinaciones de
incremento de poblacion, produccion de neonatos, longevidad, talla y malformaciones, pero
si se reportd infeccion por el hongo M. anisopliae. Al aumentar a la CLso de los hongos, si
se observaron efectos entre los tratamientos para las determinaciones de tasa de incremento
de la poblacion, produccion de neonatos y longevidad. De acuerdo a los resultados
observados en las pruebas que se realizaron se puede indicar que estas cepas de hongos
entomopatdgenos podrian ser una buena alternativa para el control de mosquitos vectores,
ya que los efectos letales y subletales que causaron sobre D. magna son similares a los
reportados en otros estudios con hongos y menores a los reportados para insecticidas

quimicos.

Palabras clave: Ecotoxicidad, Daphnia magna, Metarhizium anisopliae, Gliocladium

virens, efecto letal, efecto subletal.
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INTRODUCCION

El paludismo es la enfermedad tropical mas importante a nivel mundial y se transmite
a los humanos por la picadura de un mosquito hembra infectado del género Anopheles que
inocula el parasito Plasmodium (WHO 2011). Se calcula que en el afio 2010 se registraron
216 millones de casos de paludismo, siendo Africa el continente con mayor nimero de
casos positivos a paludismo causados por Plasmodium falciparum y P. vivax (OPS 2011).
Actualmente en México se han presentado 209 casos de paludismo causados por P. vivax,
en donde Chiapas registra el mayor nimero con una cifra de 76 casos (CENAPRECE
2013).

El control de vectores se considera un componente importante en la prevencion del
paludismo, mientras que el uso de medicamentos antipaltdicos de forma profilactica no es
una estrategia recomendada para poblaciones humanas en zonas endémicas debido a que se
han reportado en algunos casos resistencia a algunos antipaltdicos (White 2004). Es por
eso que se han empleado estrategias de control basadas en la bionomia de los vectores
(Ordoriez et al. 2008).

El método de control de los mosquitos vectores de paludismo que mas se ha
empleado es el quimico, en donde se utilizan larvicidas y adulticidas. Aunque efectivo, el
uso indiscriminado del control quimico ha presentado aspectos adversos a la salud humana,
biota y ecosistemas (Hudson et al. 2013), ademas de provocar el desarrollo de resistencia
en los mosquitos vectores de paludismo (Penilla et al. 2005, Céceres et al. 2011). Debido a
esto se han buscado nuevas alternativas que sean amigables con el ambiente, eficaces y de
bajo costo, como el control biolégico (Scholte et al. 2003, Vazquez-Martinez et al. 2011).
Dentro de las estrategias de control biologico destacan los hongos entomopatégenos debido
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a que se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo, son considerados inocuos para
el ambiente, tienen mayor persistencia en el tiempo que cualquier otro entomopatégeno ya
que convierten al insecto muerto en una nueva fuente de indculo (Lépez & Vézquez-
Martinez 2011) y se puede realizar su produccion a bajo costo por métodos artesanales
(Castillo et al. 2013).

Varios trabajos han demostrado que los hongos entomopatogenos Metarhizium
anisopliae y Beauveria bassiana son eficaces para el control de An. gambiae y An.
stephensi (Bukhari et al. 2010, Kikankie et al. 2010, Prasad et al. 2010, Howard et al.
2010) y en Meéxico, especificamente sobre An. albimanus se cuenta con la cepa nativa de
Gliocladium virens aislada de criaderos de mosquitos del sureste de Chiapas (Vazquez-
Martinez et al. 2008). En bioensayos de laboratorio G. virens y M. anisopliae demostraron
patogenicidad contra la fase larval y adulta de An. albimanus (Vazquez-Martinez et al.
2013), por lo que estos hongos entomopatdgenos son excelentes candidatos para el
desarrollo de un producto bioinsecticida. Sin embargo, a pesar de que se cuenta con todo el
sustento tedrico que evidencia la eficacia de los hongos entomopatdgenos, hacen falta
estudios que demuestren la inocuidad de estos hongos sobre organismos no blanco y asi
poder proponer su uso en campo.

Los microcrustaceos del género Daphnia son los organismos mas utilizados para
pruebas o como referencia en ensayos de toxicidad mundial, debido a que son faciles de
cultivar en el laboratorio, por su reproduccion partenogenética (lo cual asegura una
uniformidad de respuesta) y el corto ciclo de vida con la produccion de un alto namero de
crias (Ramirez & Mendoza 2008). Debido a que este organismo se utiliza para estimar la
toxicidad de varios productos quimicos y bioldgicos, el objetivo de este estudio fue evaluar

los efectos tdéxicos (letales y subletales) causados por los hongos entomopatégenos
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Metarhizium anisopliae y Gliocladium virens en el microcrustaceo Daphnia magna

(Cladocero: Daphnidae).

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de hongos: Las cepas de hongos fueron cultivadas en placas Petri con medio
de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (ADS, Becton Dickinson®), sobre el cual se colocé un
circulo de papel celofan acorde a las dimensiones de la placa y previamente esterilizado
(Dennis & Webster 1971). Los hongos se inocularon sobre el papel celofan e incubaron a
una temperatura de 27+2°C, con una humedad relativa de 70+5%, aproximadamente
durante 21 dias. A partir de cultivos esporulados se preparé una suspension stock de
conidias del hongo G. virens y otra de M. anisopliae en una solucién de Tween 80 al
0.0001% en agua tridestilada estéril.

La concentracion de conidias fue determinada mediante conteos utilizando una
camara de Nelbauer (Cafiedo & Ames 2004). La viabilidad de las conidias fue estimada a
través de medir la germinacion conidial de muestras de la suspensién de conidias a una
concentracién de 10° conidias/mL incubadas en placas con medio PDA (Goettel & Inglis
1997). Para los bioensayos se usaron suspensiones de conidias con viabilidad arriba del

90%.

Cultivo de D. magna: Los ejemplares de D. magna se obtuvieron del cepario del
laboratorio Alejandro Villalobos, de la UAM lIztapalapa. Los cultivos se mantuvieron en
recipientes de vidrio de 1L con 800 mL de agua reconstituida, cuyas caracteristicas

fisicoquimicas son: dureza (como CaCOs3) de 160 y 180 mg/L, pH de 7.6 y 8.0, oxigeno
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disuelto de 6.5 a 7.5 mg/L, con un fotoperiodo de 16:8 hr luz:oscuridad (L:O), una
temperatura de 21+2°C (Ramirez & Mendoza 2008). Los organismos se alimentaron con
Monoraphidium sp (Chloropyta), a una densidad de 1.2-1.5x10° algas por Daphnia/dia

(NMX-AA-87).

Efecto letal de los hongos sobre D. magna: Para determinar la concentracion de los
hongos entomopatdgenos M. anisopliae y G. virens que mata al 50 y al 1% de la poblacion
expuesta (CLso y CL;) de D. magna, se probaron 5 diferentes concentraciones de conidias.
Para M. anisopliae se tomé como base una concentracion de 1.4x10° conidias/mL y para G.
virens 3.3x10° conidias/mL, acorde a la CLsy reportada para larvas de An. albimanus
(Véazquez-Martinez et al. 2013); a partir de estas concentraciones se abrid una ventana
biologica con dos concentraciones arriba y dos abajo. Las pruebas se llevaron a cabo en
frascos de vidrio de 50 mL, en donde se colocaron 10 ejemplares neonatos de D. magna
(<24 horas) en 30 mL de solucion de conidias con agua reconstituida para cada hongo. Se
realizaron cuatro réplicas para cada tratamiento, mas dos controles negativos, uno de D.
magna en agua reconstituida y otro de D. magna en solucion de Tween 80 al 0.0001%.
Ademas se agregd un control positivo con larvas de An. albimanus expuestas a las
diferentes concentraciones de conidias de los hongos entomopatdgenos. Todos los
bioensayos se realizaron a una temperatura de 21+2°C, un fotoperiodo de 16:8 hr L:O. Los
microcrustaceos fueron alimentados diariamente con microalgas y las larvas de An.
albimanus con alimento para conejo molido y estéril. A las 24 y 48 hr de exposicion a las
conidias, se registr6 el numero de organismos supervivientes en los bioensayos y se
determiné el porcentaje de mortalidad. La falta de movimiento o ausencia de ritmo cardiaco

de los organismos se utilizé como indicador de mortalidad (Ramirez & Mendoza 2008).
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Efectos subletales de los hongos sobre D. magna: Las pruebas de toxicidad crénica
(efectos subletales) se llevaron a cabo con 10 hembras de D. magna de 8 dias de edad en
recipientes de plastico de 12 Oz con 800 mL de una suspension de conidias a la CL; de
cada hongo. Se realizaron tres repeticiones para cada tratamiento y tres réplicas del
bioensayo en diferentes dias. Los efectos sobre los organismos como malformaciones, tasa

reproductiva y longevidad se observaron cada 24 hr.

a) Tasa de incremento de poblacion y produccién de neonatos: Cada tercer dia se
evaluo el nimero de neonatos producidos por las hembras en cada bioensayo, durante 21
dias. El incremento poblacional en cada prueba se obtuvo restandole al namero final de
individuos, el namero inicial, entre el tiempo de exposicion (21 dias). La tasa de
reproduccion de neonatos se calculd con la relacion del namero total de neonatos obtenidos

entre el namero de dias de cultivo.

b) Longevidad y talla: La longevidad se obtuvo sumando los dias de vida que tenian
los organismos al inicio del bioensayo (8 dias) mas los dias que sobrevivid al bioensayo
(dia de la muerte). Para determinar la talla se realizaron mediciones a 10 ejemplares
adultos, 10 juveniles y 10 neonatos de cada bioensayo, mediante un estereoscopio con

ocular micrométrico (Leica Mz12) a un aumento de 10X y 20X.

c) Tasa de infeccion: Cada tercer dia se realizaron observaciones de mortalidad, los

ejemplares muertos fueron fijados en alcohol al 96% y mediante la observacion en un
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estereoscopio a 40X se determind la infeccion. La tasa de infeccion se calculd, reportando

el nimero de organismos infectados entre el total de organismos muertos.

d) Malformaciones: Una vez que se cumplié con los 21 dias del bioensayo, se
fijaron todos los ejemplares en alcohol al 96% y se observaron en el estereoscopio y
microscopio a 4X 'y 10X, respectivamente. Las malformaciones se detectaron observando el
tamafo de las antenas y cola. En estos organismos, las malformaciones se reflejan

observando antenas y colas mas cortas (Ramirez & Mendoza 2008).

Analisis de datos: Los resultados del porcentaje de mortalidad se utilizaron para
calcular la concentracion letal (CLso y CL1) mediante un analisis Probit version 1.5 (EPA).
Para analizar los efectos subletales se usé una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
ademas un ANOVA despues de una transformacion de arcoseno de las mortalidades (Zar
1974), como comparacion multiple de medias se usé la prueba T Bonferroni y LSD de

Fisher (SAS Institute, 2003).

RESULTADOS

Efecto letal de los hongos sobre D. magna

Durante los bioensayos realizados exponiendo D. magna a suspensiones de conidias
de los hongos G. virens y M. anisopliae, se observd que ambos hongos tienen
patogenicidad sobre D. magna. Los microcrustaceos presentaron las mortalidades mas altas

en el tratamiento con el hongo G. virens con el 100% de mortalidad a partir de las 24 hr de
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exposicion a las concentraciones de 3.26x10° 3.26x10°, 3.26x10 conidias/mL (Cuadro 1).
Se encontrd una diferencia significativa de la mortalidad (p=0.0001), en la concentracion
antes mencionada con el control Tween y control de agua reconstituida. En cambio con M.
anisopliae los organismos expuestos tuvieron el 100% de mortalidad a las 96 hr s6lo en la
concentracién méas alta de conidias 1.44x10° conidias/mL (Cuadro 2). Se encontr una
diferencia significativa de la mortalidad (p=0.0001) en la concentracién antes mencionada

con el control Tween y control de agua reconstituida.

CUADRO 1

Mortalidad (%) de Daphnia magna expuestas a diferentes concentraciones de Gliocladium

virens.
Tratamientos Concentracion % Mortalidad
(Conidias/ml) 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr
3.26x10° 100 100 100 100
3.26x10° 100 100 100 100
3.26x10’ 100 100 100 100
G. virens 3.26x10° 65 75 80 90
3.26x10° 47.5 60 70 80
1.46x10° 27.5 40 47.5 52.5
3.26x10* 25 32.5 42.5 50
Control Tween - 0 0 1 1
Control agua
reconstituida ) 0 0 0 0
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CUADRO 2

Mortalidad (%) de Daphnia magna expuestas a diferentes concentraciones de Metarhizium

anisopliae.
Tratamientos Concentracién % Mortalidad
(Conidias/ml) 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr
1.44x10° 100 100 100 100
1.44x10’ 77.5 87.5 95 97.5
1.44x10° 50 62.5 70 80
M. anisopliae 1.44x10° 40 475 57.5 65
1.44x10* 27.5 37.5 52.5 60
6.4x10° 25 37.5 47.5 55
1.44x10° 7.5 12.5 17.5 25
Control Tween - 0 0 0 1
Control agua
reconstituida ) 0 0 0 0

Para determinar la CLso y la CL; se tomaron los datos de mortalidad a las 24 hr de
exposicion de D. magna a los hongos. Los datos se analizaron mediante el programa Probit
(EPA), para calcular concentracion letal o concentracion expuesta (CL/EC). Este
procedimiento permite encontrar los estimadores n-verosimiles de parametros de regresion
y de tasas naturales (por ejemplo tasas de mortalidad) de respuesta para ensayos biologicos,
analizando porcentajes de efectos contra dosis dentro de la regresion. Los resultados del

analisis probit se presentan en los cuadros 3 y 4 para ambas cepas.
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CUADRO 3

Mortalidad de Daphnia magna a 24 hr de exposicion a diferentes concentraciones de

Metarhizium anisopliae.

Concentracion Expuestos | Muertos | Respuesta | Respuesta | Prediccion
de conidias observada | ajustada | de respuesta
1.44x10° 20 3 0.1500  |0.1500  |0.1227
6.3x10° 40 10 0.2500 0.2500 0.2024
1.44x10* 40 11 0.2750  |0.2750  |0.2582
1.44x10° 40 16 0.4000 0.4000 0.4460
1.44x10° 40 22 0.5500 0.5500 0.6470
1.44x10’ 40 31 0.7750 0.7750 0.8133
1.44x10° 40 40 1.0000 1.0000 0.9197
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CUADRO 4

Mortalidad de Daphnia magna a 24 hr de exposicion a diferentes concentraciones de

Gliocladium virens.

Concentracion | Expuestos | Muertos | Respuesta | Respuesta | Prediccion de
de conidias observada [ajustada | respuesta
3.26x10* 40 10 0.2500 |0.2500  |0.1704
1.46x10° 40 11 0.2750  |0.2750  |0.3434
3.26x10° 40 19 0.4750 0.4750 0.4567
3.26x10° 40 26 0.6500 0.6500 0.7688
3.26x10’ 40 40 1.0000 1.0000 0.9428
3.26x10° 40 40 1.0000 1.0000 0.9923

Con los valores ajustados de la respuesta observada, el programa realizé una estimacion de

las concentraciones letales y establecié los limites de confianza (Cuadros 5y 6).
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CUADRO 5

Valores estimados de CL/CE y limites de confianza del andlisis de regresion de la

mortalidad de Daphnia magna a 24 hr de exposicion a Metarhizium anisopliae.

Concentracion | 95% Limite de confianza
Punto expuesta
Inferior Superior
CL/CE 1.00 7.73 0.329 59.588
CL/CE5.00 164.66 16.262 758.52
CL/CE 10.00 840.970 127.795 2995.914
CL/CE 15.00 2527.818 507.177 7670.153
CL/CE 50.00 264843.250 119855.008 585216.875
CL/CE 85.00 27747962.000 9145037.000 138291264.000
CL/CE 90.00 83405928.000 |  23413266.000 548832704.000
CL/CE95.00 | 425964640.000| 92474504.000 4313023488.000
CL/CE 99.00 | 9070258176.000 | 1177153792.000 | 212893859840.000
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CUADRO 6

Valores estimados de CL/CE vy limites de confianza del analisis de regresion de la

mortalidad de Daphnia magna a 24 hr de exposicion a Gliocladium virens.

95% Limite de confianza
Punto Concentracion
expuesta Inferior Superior
CL/CE 1.00 768.158 94.619 2910.278
CL/CE5.00 4931.076 1039.872 13556.998
CL/CE 10.00 13288.298 3690.614 31142.322
CL/CE 15.00 25944.359 8606.614 31142.322
CL/CE 50.00 438759.188| 250301.938 752950.125
CL/CE 85.00 7420087.000| 3676947.250 20392016.000
CL/CE 90.00 14487138.000| 6532461.000 47307772.000
CL/CE 95.00 39040044.000 | 15076528.000 167114400.000
CL/CE 99.00 250612128.000 | 70532248.000 1828775168.000

Las concentraciones letales para D. magna con M. anisopliae fueron de CLso de 2.6x10°y

la CL; de 0.7x10" conidias/mL y con G. virens fueron de CLsg 4.4x10°y la CL; de 7.6x10?

conidias/mL.
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Efectos subletales de los hongos sobre D. magna

Al exponer a los organismos a la CL; de los hongos, la poblacion de D. magna no
presentd efectos entre los tratamientos para las determinaciones de incremento de
poblacién, produccion de neonatos, longevidad, talla y malformaciones, pero si se report6
infeccidn por el hongo M. anisopliae. Al aumentar a la CLso de los hongos, si se observaron
efectos entre los tratamientos para las determinaciones de tasa de incremento de la

poblacién, produccion de neonatos y longevidad.

a) Tasa de incremento de poblacion y produccién de neonatos: Los organismos
expuestos a la CL; de los hongos no tuvieron diferencias significativas en la tasa de
incremento de la poblacion entre los tratamientos (p=0.0536), ya que el control presentd
un promedio de 2.47+0.27organismos, G. virens de 2.25+0.27 y M. anisopliae de
3.66+0.19. La poblacion de D. magna tuvo un notorio incremento cuando se expuso a la
CLso de M. anisopliae con un promedio de 6.30£0.29 organismos/dia, el triple respecto al
control 2.25+0.21 y catorce veces mas que en G. virens 0.44+0.02. Se encontraron
diferencias significativas entre la tasa de incremento en el control con respecto a G. virens
(p=0.02).

La tasa de reproduccién de neonatos con la CL; para el control fue de 9.6
organismos/dia, G. virens 7.6 organismos/dia y Metarhizium anisopliae 10.5 organismos/
dia. No hubo diferencia significativa entre los tratamientos (F=1.06; gl: 2; p= 0.3). Al
exponer a la CLsy de la cepa M. anisopliae se presentd un incremento de 24.8
organismos/dia, en comparacion con el control que tuvo una tasa de 8.61 neonatos/dia y G.
virens tuvo 0.19 neonatos/dia. Se obtuvo una diferencia significativa entre los neonatos

producidos en M. anisopliae y el control (F= 3.2; gl 2; p=0.04).
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b) Longevidad y talla: El promedio de longevidad de D. magna expuesta a la CLs
en el tratamiento con G. virens fue de 12.66+0.28 dias, M. anisopliae presentd una
longevidad mayor con 22.36 +2.34 dias, pero no super6 al control, ya que en el control fue
donde més dias sobrevivieron los organismos con un promedio de 22.83+2.11 dias de
longevidad. En longevidad no hubo una diferencia significativa entre M. anisopliae y el
control (F=28.13, gl=87 p=0.05 LSD), pero con G. virens si hubo diferencia significativa,
ya que fue donde menos dias sobrevivieron los organismos expuestos.

Respecto a la talla de los adultos de D. magna expuestos a la CLsode los hongos se
observé que no presentaron una diferencia significativa con respecto al control, el cual
presentd una talla promedio de 2.54+0.29mm, G. virens fue de 1.54+£0.57mm y M.
anisopliae presentd un promedio de 2.52+0.26mm. Se midieron juveniles y neonatos, y

tampoco presentaron diferencias significativas (p= 0.0549) (Fig.1).
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a. Adulto en control b. Neonato en control

°

d. Neonato en M. anisopliae

c. Adulto en M. anisopliae

e. Adulto en G. virens f. Neonato en G. virens

Fig. 1. Observaciones de talla de D. magna expuestas a diferentes tratamientos.

c) Tasa de infeccion. Las observaciones al microscopio de 20 D. magna (10 adultos
y 10 juveniles) que estuvieron expuestas a la cepa G. virens nos demostréo que estos
organismos no presentaron crecimiento miceliar, en comparacion con las 20 D. magna
expuestas a M. anisopliae, en donde 12 organismos presentaron crecimiento miceliar. La

tasa de infeccion de D. magna expuestas a M. anisopliae fue de 57.14%.
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d) Malformaciones. La observacion al microscopio de las D. magna expuestas a los
hongos entomopatdgenos, mostrd que no se encontraron malformaciones en las antenas ni
en la cola en comparacion con el control (Fig. 2). Todos los organismos mostraron sus

caracteristicas morfoldgicas normales de forma similar a los organismos control.

a. Adulto en control h. Neonato en control

c. Adulto en G. virens d. Neonato en G. virens

e. Adulto en M. anisopliae f. Neonato en M. anisopliae

Fig. 2. Aspecto de Daphnia magna expuestas a diferentes tratamientos.

Pagina 23 de 32



DISCUSION

Los hongos M. anisopliae y G. virens demostraron patogenicidad sobre An.
albimanus por lo que se propuso que pueden ser candidatos para el desarrollo de
bioinsecticidas (Vazquez-Martinez et al. 2013). Durante este estudio se observo que M.
anisopliae y G. virens causaron efectos sobre D. magna, un microcrustaceo que por su
sensibilidad se utiliza para evaluaciones de toxicidad. Entre los claddceros, D. magna es la
especie mas utilizada y ha sido propuesta como especie de referencia en maultiples
protocolos estandarizados de entidades reguladoras y organismos internacionales
involucrados en la normalizacion de procedimientos de prueba (Martinez—Jerénimo et
al. 2000).

Las concentraciones letales para D. magna con M. anisopliae fueron de CLsy de
2.6x10° y la CL; de 0.7x10" conidias/mL y con G. virens fueron de CLso 4.4x10°y la CL;
de 7.6x10% conidias/mL. Los valores obtenidos de CLso en nuestro estudio se encuentran
cercanos a los reportados para D. magna con otros hongos, como G. catenulatum cepa
J1446 cuya CLs fue de 5.5x10° CFU/L (EPA 2002).

Nestrud & Anderson (1994) reportaron que las zoosporas de Lagenidium giganteum
no causan dafio a la mayoria de los invertebrados acuaticos, a excepcion de tres especies de
cladéceros y chironomidos que fueron susceptibles. Se ha observado que L. giganteum
produce efectos letales en D. magna a >10°CFU por lo que también este hongo causa
efectos letales sobre D. magna, equivalentes a los efectos reportados en nuestro estudio. El
hongo L. giganteum ha sido autorizado para su produccion y comercializacion por la

Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) bajo la marca Laginex ™ (Neetu et al. 2007).
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En el caso de las pruebas con insecticidas quimicos, D. magna ha demostrado ser
susceptible a la mayoria de los productos quimicos usados (Yordanova et al. 2009), en
estudios con piretroides como alfacipermetrina se han reportado mortalidades de D. magna
con una CLso de 1.9 pg/L. Los efectos de los insecticidas quimicos sobre D. magna se
consideran como altamente tdxicos en comparacion con los efectos toxicos causados por
los hongos. Aungue los estudios de toxicidad aguda son importantes para evaluar el riesgo
potencial de los hongos entomopatdégenos en D. magna, son también necesarios otros
estudios como los ensayos de toxicidad cronica o efectos subletales, a fin de evaluar mejor
el riesgo de estos hongos para el medio acuatico. Dentro de los parametros reproductivos
estudiados se integran tasa de incremento de poblacion, produccion de neonatos,
longevidad, talla, tasa de infeccion y malformaciones.

Como se observo en este estudio, la CL; de los hongos no causé efectos subletales en
la poblacion de D. magna pero la CLsy de G. virens no permitid un incremento de la
poblacion (0.44+0.02 organismos/dia). Con la cepa de M. anisopliae la poblacién de D.
magna incremento el triple de su poblacién con respecto al control (2.25+0.21). Existen
trabajos con otros agentes de control biologico como Bacillus thuringiensis svar.
israelensis y Spinosad en dos microcrustaceos D. pulex y D. magna en condiciones de
laboratorio y campo (Duchet et al. 2010), en donde se reporté un impacto negativo de
Spinosad en las poblaciones de Daphnia mientras que Bti tuvo poco efecto sobre los
parametros toxicoldgicos demogréaficos tanto en campo como en laboratorio, ya que causé
un decremento del 20% de la poblacidn expuesta.

Respecto a la produccion de neonatos de D. magna, en condiciones Optimas de
cultivo se reporta una produccion de 8.96 neonatos diarios (Ortega-Salas & Reyes-

Bustamante 2006), mientras que en este estudio, los organismos expuestos a la CLs, de la
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cepa M. anisopliae presentaron una produccién de 24.8 neonatos/dia y G. virens tuvo 0.19
neonatos /dia. En el caso de D. magna expuestas a insecticidas (Villarroel 2004) se observo
que concentraciones superiores a 0.18 mg/L del acaricida Tetradifén producian un descenso
significativo en el nimero de neonatos producidos. En este estudio, tanto la tasa de
incremento de la poblacion y la produccién de neonatos fueron mayores al exponer D.
magna al hongo M. anisopliae, por lo que quiza esta sea una respuesta de sobrevivencia
ante la presencia del patégeno en la que D. magna busca la superviviencia de su especie
mediante la produccion de progenie (Reisen et al. 1984). Otro ejemplo de respuesta de
sobrevivencia es con hembras de An. albimanus, cuando se les induce la oviposicion
forzada, que consiste en amputar manualmente un ala a las hembras previamente
inmovilizadas y ellas como respuesta tienen una sobreproduccién de huevos (Dzul et al.
2007).

La longevidad promedio de D. magna cuando se expuso a la CLsy de G. virens fue
afectada y se observd que los organismos vivieron menos dias (12.66+0.28 dias) que el
control (22.835.03£2.11 dias). En un estudio con el herbicida Propanil, se observé que la
concentracion mas alta utilizada (0.55 mg/L) caus6 una reduccion significativa del 39% en
la longevidad con respecto al grupo control que sobrevivié 21 dias (Villarroel 2004).

En relacion a la talla, D. magna es un pequefio crustaceo cuya longitud oscila de 2 a 5
mm (Ramirez 2008), en nuestro trabajo se hizo una comparacién de talla entre los
tratamientos y no se encontraron diferencias entre el control (2.54+0.29mm) y los
organismos expuestos a los hongos G. virens (1.54+0.57mm) y M. anisopliae
(2.52+0.26mm). Martinez-Jeronimo (2008) reporta que la longitud de 1.64 + 0.09 mm,
corresponde a una talla razonablemente adecuada para poder ser manipulada. Hairston et al.

(1999) reportan que la longitud corporal de hembras adultas de D. exilis en muestras de
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campo fluctua de 1.8 a 4.5 mm. Con el insecticida Tetradifon, el tamafio (longitud) de las
hembras de D. magna se vio reducido (Villarroel 2004), obteniéndose valores de 0.38 cm,
con respecto al control que media 0.48cm. La longitud de los dafnidos al ser tratados con
el herbicida Propanil a 0.55 mg/L se vi6 reducida a 0.42 cm, mientras que el tamafio de los
dafnidos control fue de 0.48 cm. Como puede observarse en el estudio con insecticidas se
presentd una disminucion en la talla, en cambio con los hongos entomapatdgenos a pesar de
estar expuestos a altas concentraciones no presentaron afectacion en la talla. En la tasa de
infeccion M. anisopliae demostro causar el 57.14% de infeccion en comparacion con G.
virens quien no causé crecimiento miceliar. Ambas cepas de hongos entomopatdgenos no
presentaron alteraciones teratogénicas sobre D. magna.

De acuerdo a los resultados observados en la pruebas que se realizaron se puede
indicar que estas cepas de hongos entompatogenos podrian ser una buena alternativa para el
control de mosquitos vectores, ya que los efectos letales y subletales que causaron sobre D.
magna son similares a los reportados en otros estudios con hongos y menores a los

reportados para insecticidas quimicos.
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