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. Resumen

Introduccion: EIl control de Aedes aegypti, vector del dengue, chikungunya y Zika en México
se basa principalmente en la aplicacion de insecticidas. Sin embargo, el uso indiscriminado de
estos ha inducido el desarrollo de resistencia en los mosquitos, efectos adversos a la salud
humana y al ambiente. Es por eso que es necesaria la busqueda de nuevas opciones mas
amigables al ambiente y que ayuden a optimizar el uso de los productos quimicos. En este
sentido, la aplicacion de combinaciones de hongos entomopatdgenos e insecticidas para lograr
efectos sinérgicos podria ser una opcion. En el presente estudio se evaluo el efecto que causa
el uso combinado de hongos entomopat6genos con un insecticida organofosforado, sobre Ae.
aegypti. Materiales y Meétodos: Se realizaron bioensayos de susceptibilidad segun
metodologia de la OMS (1981) con mosquitos hembra de la cepa susceptible New Orleans y
una cepa resistente a malation los cuales fueron expuestos a papeletas impregnadas con
combinaciones del insecticida malation y el hongo entomopatégenos Gliocladium virens. En
cada bioensayo se determin0 la mortalidad, el efecto sinergista, la supervivencia y la tasa de
infeccion para cada cepa. Resultados: El uso combinado del hongo y el insecticida en la cepa
resistente a malation mostré un efecto sinergista, mientras que en la cepa susceptible mostré
un efecto aditivo. Sin embargo, el desempefio del hongo por si solo durante un periodo de
exposicion de 24 h mostro la mejor reduccion de las tasas de supervivencia Sso=13dias. En
este estudio las mortalidades causadas en todos los tratamientos de manera combinada o
independiente tuvieron un rango entre 1.11-16.6% a los siete dias post exposicion.
Conclusién: Pese a que se observo un efecto sinergista, las mortalidades fueron bajas en todos
los tratamientos, por lo que el hongo G. virens en combinacion con el insecticida malatién no
resultan idoneos como estrategia de control debido a la baja letalidad que tienen en conjunto.

Palabras clave: Hongos entomopatdgenos, Aedes aegypti, insecticidas, dengue, fiebre
chikungunya y Zika.



Abstract

Introduction: The control of Aedes aegypti, vector of dengue, chikungunya and Zika in
Mexico is mainly based on the application of insecticides. However, their indiscriminate use
has led to the development of resistance in mosquitoes, adverse effects on human health and
the environment. That is why the search for new and friendlier options to the environment is
necessary in helping to optimize the use of chemicals. Therefore, the application of
combinations of entomopathogenic fungi and insecticides to achieve synergistic effects could
be an option. In the present study the effect caused by the combined use of entomopathogenic
fungi with an organophosphorus insecticide on Ae. aegypti were assessed. Materials and
methods: susceptibility bioassays were performed according to WHO methodology (1981)
with female mosquitoes of the susceptible strain New Orleans and a malathion resistant strain
using papers impregnated with insecticide and Gliocladium virens entomopathogenic fungus
combinations. In each bioassay mortality, synergistic effect, survival and the rate of infection
for each strain was determined. Results: The combined use of fungus and insecticide showed
a synergistic effect in the malathion resistant mosquito strain, while in the susceptible strain an
additive effect was observed. Nevertheless the performance of the fungus alone for a period of
24 h exposure, showed a greater reduction in the survival rates, Sso = 13 days. Mortalities in all
treatments combined with the insecticide or not, ranged, 1.11-16.6% mortality within seven
days post exposure. Conclusion: Since a low synergistic effect was observed in all treatments,
the fungus G. virens combined with malathion insecticide resulted to be not a suitable option
as a control strategy.

Keywords: Entomopathogenic fungi, Aedes aegypti, insecticides, dengue, chikungunya fever
and Zika.



I1. Introduccion

Los virus del dengue, chikungunya y Zika son un problema de salud publica y son
transmitidos principalmente por la picadura del mosquito hembra Aedes aegypti (Quintos et
al., 1954; Robinson, 1955; Dick et al., 1952).

La prevalencia, incidencia y morbilidad de estas arbovirosis varian entre ellas, por ejemplo, se
calcula que a nivel mundial méas de 3900 millones de personas en mas de 128 paises corren el
riesgo de contraer dengue y actualmente en las Américas se reportan 320,062 casos
confirmados (OMS, 2015; OPSa, 2016), mientras que chikungunya y Zika recientemente se
introdujeron a las Américas causando 34,172 y 89,502 casos confirmados respectivamente en
el presente afio (OPSbh, 2016; OPSc, 2016). El interés actual por controlar al Zika es debido a
que se ha relacionado con caracteristicas clinicas que incluyen microcefalia, deformidades
oculares, sindrome de Guillain-Barre aunado con la transmision vectorial, la exposicion a

través de transfusiones sanguineas y transmision por contacto sexual (Demir y Kilic, 2016).

Actualmente, no existe tratamiento especifico contra estas enfermedades. En el caso del
dengue, recientemente se aprob6 en varios paises el uso de la primera vacuna contra los cuatro
serotipos del virus. Algunos estudios han analizado la eficacia y seguridad de esta vacuna, y
en México la eficacia estimada fue de 31%, lo que sugiere una eficacia subdptima para el
contexto epidemioldgico en el pais (Hernandez-Avila et al., 2016). Hoy en dia, el Gnico
método para limitar la transmision del virus de dengue, chikungunya y Zika consiste en
controlar las poblaciones de mosquitos vectores y/o evitar el contacto hombre vector (OPS,
2014).

En México, el control de Ae. aegypti estd basado principalmente en el empleo de insecticidas;
para el control larvario se utilizan principalmente organofosforados como el temefos
granulado, aplicado en recipientes que contienen agua, mientras que para el control de adultos
se utilizan insecticidas piretroides y organofosforados como la permetrina y el malation,
mediante técnicas de rociado espacial (CENAPRECE, 2016). No obstante, esto no es
suficiente para reducir las poblaciones de mosquitos y disminuir la incidencia de estas
enfermedades, por lo que conjuntamente se emplean otras estrategias para reducir los

criaderos de este vector mediante programas de saneamiento ambiental (NOM-032-2014).



El uso intensivo y extensivo de los insecticidas ha provocado una presion de seleccién que ha
favorecido el desarrollo y la aparicion de resistencia a los diversos grupos en paises de
Ameérica como Mexico, Brasil, Argentina, Cuba, entre otros (Maestre-Serrano et al., 2014).
Ante el incremento de la aparicidn de resistencia a insecticidas por parte de los mosquitos, se
evalla el uso de combinaciones de insecticidas y hongos entomopatdégenos como una
estrategia para reducir las cantidades de insecticidas, disminuir la probabilidad de aparicion de

resistencia y mejorar las estrategias de control (Paula et al., 2011).

Los hongos entomopatdgenos tienen un gran potencial como agentes de control bioldgico, ya
que constituyen un grupo con mas de 750 especies que al dispersarse en el ambiente provocan
infecciones en las poblaciones de insectos (Pucheta et al., 2006). Lagenidium giganteum ha
sido el Unico hongo entomopatdgeno que se comercializa a nivel mundial como agente de
control para larvas de mosquitos, y su uso se limita a lugares con temperaturas menores a
30°C (Kerwin et al., 1994). Por ello, se recomienda el uso de cepas nativas, no necesariamente
por el hecho de ser una estrategia ecolégicamente segura (para evitar algin desequilibrio
ecologico), sino mas bien porque las cepas nativas son persistentes y especificas, mientras que
las cepas foraneas necesitan adaptarse al medio y eso hace que pierdan su virulencia y
persistencia (Villalobos, 1992; Castillo, 2006).

Por lo anterior Vazquez-Martinez et al. (2007) aislaron cepas nativas en el estado Chiapas, de
las cuales Gliocladium virens 297 fue descrita como patdgena en fases larvarias y adultas de

Ae. aegypti (Molina-Tovar et al., 2013).

Una estrategia para mejorar la eficacia de los insecticidas es combinarlos con hongos
entomopatdgenos. Xu et al. (2002), mencionaron que la aplicacion combinada de insecticidas
qguimicos y hongos entomopatogenos ha demostrado su eficacia para el control de plagas, y
puede tomar ventajas de ambos ya que se logra reducir el uso de insecticidas y desacelerar el
desarrollo de resistencia. Por su parte Quintela et al. (1998), mencionan que los insecticidas
tienen la capacidad de aumentar el estrés y alterar el comportamiento del insecto que puede

conducir a un mejor desempefio de entomopatogenos.



Al respecto, Santos et al. (2007) demostraron que la combinacion sub-letal de insecticida
imidacloprid (IMI, 10 ppm) con el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana cepa CG24 a
1x107 conidias/mL aumento la eficiencia de ambos métodos de control de Atta sexdens
rubropilosa. De igual manera Paula et al. (2011), demostraron que los hongos
entomopatogenos pueden ser herramientas Utiles para reducir las poblaciones de Ae. aegypti.
Ellos evaluaron la eficiencia del hongo Metarhizium anisopliae (1x10° conidias/mL)
combinado con el insecticida imidacloprid (IMI 0.1 ppm) contra adultos Ae. aegypti, y
encontraron que la supervivencia en el tratamiento con el hongo fue de 26.6% y con el
sinergismo entre M. anisopliae e IMI fue de 11.1%, reduciendo significativamente la

supervivencia de Ae. aegypti en condiciones de campo simuladas.

La estrategia para combinar hongos con insecticidas parece ser un idea viable, sin embargo, es
necesario que haya compatibilidad entre el hongo y el insecticida a utilizar debido a que los
insecticidas pueden generar un efecto adverso sobre los hongos. En ese sentido, Mendoza-
Ledesma (2014) demostré la compatibilidad de la cepa nativa G. virens 297 (1x10°
conidias/mL) con el insecticida organofosforado malation a las dosis (0.84%, 0.85% y 0.88%),
por lo que este hongo puede ser un candidato para combinarse con malation para el control de
poblaciones de Ae. aegypti.

I11. Hipdtesis
La combinacion del hongo entomopatdégeno G. virens con el insecticida quimico malation
(organofosforado) sobre fases adultas de Ae. aegypti, sera mas eficaz como control que el uso

de manera individual de cada uno de ellos.
V. Objetivo general

Evaluar el efecto del hongo entomopatdgeno G. virens cepa 297 combinado con el insecticida

qguimico malatién (organofosforado) sobre fases adultas de Ae. aegypti.



4.1 Objetivos especificos

e Determinar la mortalidad causada por combinaciones del hongo entomopatégeno G.
virens 297 con el insecticida quimico malation sobre poblaciones susceptibles y
resistentes de Ae. aegypti.

e Identificar efectos sinérgicos de combinaciones del hongo entomopatégeno G. virens

297 con el insecticida quimico malation.

e Calcular la mediana del tiempo supervivencia de mosquitos hembras de Ae. aegypti
(susceptibles y resistentes) expuestos a combinaciones de G. virens 297 con el
insecticida quimico malation sobre poblaciones susceptibles y resistentes de Ae.

aegypti.

e Estimar la tasa infeccidon causada por combinaciones del hongo entomopatégeno G.
virens 297 con el insecticida quimico malation sobre poblaciones susceptibles y

resistentes de Ae. aegypti.
V. Materiales y métodos
5.1 Cepa de hongo

Se utilizé G. virens 297 proporcionada por el cepario del laboratorio de Patdgenos y Vectores
del Centro Regional de Investigacion en Salud Pablica (CRISP), y que ha sido mantenida en
medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (ADS, BectonDickinson®) y en refrigeracion
desde el afio 2007.

Reactivacion del hongo sobre insecto. Se lavaron y desinfectaron mosquitos Ae. aegypti
proporcionados por el Insectario del Laboratorio de Insecticidas del CRISP. Una vez secos los
mosquitos, se depositaron en una caja de Petri que contenia medio ADS y se inocularon
topicamente con alicuotas de la suspension de conidias. Por dltimo, después que el hongo
desarroll6 la infeccion sobre el hospedero (cinco dias), se tomaron muestras del micelio y se

sembraron en placas de Petri con medio ADS las cuales se mantuvieron a 27 = 2°C, 70% HR



con fotoperiodo de 12:12 h L:O. Con los hongos reactivados se prepararon suspensiones de
conidias en Tween 80 al 0.01%, de 2x10%° conidias/mL y con una viabilidad mayor a 90%. El
hongo G. virens reactivado se inoculd en placas de Petri sobre papel celofan (Dennis y
Webster, 1971) y se incubaron a 27 + 2°C, 70% HR y fotoperiodo de 12:12 h luz/oscuridad en
una camara ambiental (Thermo Scientific, incubator818®) durante un periodo de 17 dias hasta
la esporulacién. Posteriormente se prepararon suspensiones de conidias en Tween 80 al

0.01%, de 2x10%° conidias/mL y con una viabilidad mayor a 90%.

Suspension de conidias. Las conidias se colectaron extrayéndolas del papel celofan con
la ayuda de un bisturi y con una espéatula fueron transferidas a un matraz que contenia 200 mL
de solucion Tween 80 al 0.01%. La suspension se mezcl6é en un sonicador de bafio de agua
(Branson, ultrasoniccleaner®) a 28°C por 15 min, alternando con agitaciones manuales cada

cinco minutos.

Concentracion de conidias. Se realizaron conteos de muestras de 20 pL de una
dilucion de la suspension madre en la camara de Nelbauer (Cafiedo y Ames, 2004) y se
realizd el conteo observando en el microscopio con el objetivo de 40x, (las conidias se leyeron
en los extremos superiores, extremos inferiores y el del centro). El recuento se realiz6 por
cuadriplicado, obteniendo un resultado promedio de conidias y sustituyendo en la siguiente

férmula;

Conc. conidias (conidias/mL) = (prom. de conteo) x (factor de dilucion) x (250,000)

Viabilidad de conidias (porcentaje de germinacion). Para determinar la viabilidad de la
suspension de conidias se tomaron alicuotas de 5 puL de una suspension de conidias con una
concentracion de 10° conidias/mL y se depositaron en diferentes puntos de placas Petri con
medio ADS. Las placas se incubaron a 27 + 2°C hasta observar el crecimiento del tubo
germinativo en las conidias utilizando el objetivo 40x (microscopio Motic® B3 professional
series). Se conto el numero de conidias germinadas (aquellas cuyo tubo germinativo fue dos
veces mayor al didmetro de la conidia), el nimero de conidias no germinadas y el total de
conidias (Cariedo y Ames, 2004).



Por cada aislamiento se revisaron cuatro muestras. La viabilidad fue calculada con la siguiente
formula:

% de viabilidad = (conidias germinadas/total de conidias) x 100
5.2 Insecticida

Se utilizo el insecticida del grupo de los organofosforados Malathion1000® (malation 88.70%,
HPA, Productos de Higiene y Proteccion Ambiental, S.A. de C.V.), En los bioensayos se uso
el insecticida al 0.84%, que fue una de las dosis de compatibilidad de G. virens y el insecticida

malation determinada por Mendoza-Ledesma (2014).
5.3 Mosquitos

Se utilizaron hembras adultas de Ae. aegypti susceptibles de la cepa New Orleans, y de la cepa
resistente a malation, con 2-3 dias de emergidas y alimentadas Unicamente con una solucion
de agua azucarada al 5%, las cuales fueron proporcionadas por el Insectario del Laboratorio de
Insecticidas del CRISP.

5.4 Bioensayos

5.4.1 Efectos de concentraciones subletales de malation a diferentes tiempos de

exposicion

La compatibilidad del hongo entomopatdgeno G. virens y el insecticida quimico fue estudiada
previamente por Mendoza-Ledesma (2014) quien determind las CLis, CLos yClLso (0.84%,
0.85% y 0.88 %, respectivamente) de malation en la colonia susceptible New Orleans, y
ademas determind que estas concentraciones son compatibles con el hongo G. virens. Con la
finalidad de evaluar el efecto del insecticida quimico malation en la supervivencia de
mosquitos de la cepa susceptible New Orleans y la cepa resistente a malation, se abrid una
ventana bioldgica a diferentes concentraciones de malation (0.82%, 0.84%, 0.85%, 0.86% y

0.88%) y diferentes tiempos de exposicion (1, 3, 6,9y 12 h).



Para ello se impregn6 papel filtro Whatman nimero 2 (12x15 cm) y por cada papeleta se
utilizé 1.1 mL de Malathion1000® diluido en agua a una concentracion de 0.82%, 0.84%,
0.85%, 0.86% y 0.88%. Las superficies tratadas se dejaron secar por 24 h antes del

experimento.

Posteriormente los mosquitos fueron expuestos a las papeletas impregnadas con el insecticida
en tubos segun la metodologia de la OMS (1981) a las concentraciones antes mencionadas por

tiempos de 1, 3, 6, 9 y 12 h y se monitored la mortalidad a las 24 h.

En ninguna de las dos cepas se observo mortalidad después de una hora de exposicién en todas
las concentraciones evaluadas, mientras que después de tres horas de exposicién la mortalidad
en la cepa susceptible aumentd significativamente y en el caso de la cepa resistente la
mortalidad se observé a partir de las seis horas de exposicion. Por lo tanto, los tiempos de
exposicion de mas de una hora para la cepa susceptible y tres horas para la cepa resistente se
evitaron en los experimentos posteriores. También se determind que de las dosis subletales de
malation determinadas por Mendoza-Ledesma se utilizaria la menor (0.84%) ya que la
supervivencia se vio afectada dependiendo de la concentracion de insecticida la cual se

correlacion6 negativamente con la supervivencia.

Partiendo de lo anterior se realizaron dos bioensayos de susceptibilidad con mosquitos hembra
de Ae. aegypti, los cuales consistieron en evaluar la combinacion de G. virens y el insecticida
organofosforado malation al 0.84%, sobre mosquitos susceptibles cepa New Orleans y en la
cepa resistente a malation. En cada bioensayo se evaluaron diferentes esquemas de
tratamientos los cuales dependieron de los tiempos de exposicion a los que pudieron ser
sometidos las diferentes cepas de mosquitos.

5.4.2 Evaluacion de la combinacion de G. virens e insecticida malatién en la cepa

susceptible New Orleans y la cepa resistente a malation

Para realizar estos experimentos, los mosquitos fueron expuestos a las papeletas impregnadas
con el insecticida en tubos segun la metodologia de la OMS. Se prepararon papeletas, cortando
rectangulos 12x15 cm de papel filtro Whatman #2. Se utiliz6 1.1 mL de Malathion1000®

diluido en agua a una concentracion de 0.84% por cada papeleta. La impregnacion se realizo



empleando jeringas de 3 mL (perfektum®). Para cada tratamiento flngico, las papeletas fueron
impregnadas con 2.5 mL de una suspension de conidias a una concentracion de 2x10%°
conidias/mL (Mnyone et al., 2009) con una viabilidad de 90%; la impregnacion se realizo
empleando jeringas de 3 mL (BD Plastipak®). Las superficies tratadas se dejaron secar por 24
h antes del experimento, posteriormente las papeletas fueron colocadas dentro de los tubos de
plastico de exposicion. Se expusieron grupos de 15 mosquitos adultos hembra de 2-3 d de
edad a los diferentes tratamientos y tiempos segun los esquemas de las Tablas 1 y 2. Pasado el
tiempo de exposicion fueron transferidos a vasos de plastico de 8 0z y mantenidos en una
camara ambiental a 27°C, 70% HR vy fotoperiodo de 12:12 h luz/oscuridad. Todos los
mosquitos fueron alimentados con una solucién de sacarosa al 5% impregnada en algodon y

colocados sobre la malla de las tapas de los tubos de susceptibilidad.

Se registrd la mortalidad a la hora de ser expuestos y cada 24 h se realizaron observaciones y
se tomaron los registros. Los mosquitos muertos fueron removidos diariamente, lavados con
solucién de hipoclorito de sodio al 1% por 20 s, y luego enjuagados dos veces en agua
tridestilada estéril por 20 s. Cada mosquito muerto se coloco de manera individual en una caja
de Petri que contenia papel filtro y algodon humedecido con agua tridestilada estéril,
recubierta con papel aluminio para formar una cAmara himeda para estimular el crecimiento y

esporulacion del hongo.

Todos los tratamientos tuvieron cuatro repeticiones y fueron replicados tres veces en
diferentes periodos de tiempo, en los cuales se evaludé la mortalidad causada por cada
tratamiento, la supervivencia y el desarrollo de infeccién fungica en los mosquitos muertos y

expuestos a hongos.
5.5 Andlisis estadistico

Se evaluaron dos esquemas de combinaciones de G. virens y malatién, uno donde se aplicaron
de manera simultanea y la otra de manera alternada, ademas del tiempo de exposicion. Por lo
que, para el analisis, las comparaciones se realizaron de acuerdo al tipo de combinacion y
tiempo de exposicion. Para los andlisis se utilizaron los programas estadisticos SPSS version

22.0 para Windows, GraphPad Prism version 6 e InfoStat version 2016.
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Se midieron tres variables en las dos colonias de mosquitos:

1) Mortalidad: Se calcul6 el porcentaje de mortalidad en cada tratamiento a los siete dias post
exposicion, posteriormente a los datos de mortalidad se sometieron a pruebas de normalidad y
homeasticidad para determinar si se cumplian los supuestos de las pruebas paramétricas. De
tal forma que para observar diferencias entre las mortalidades causadas por los tratamientos se
realizo el test no paramétrico Kruskal-Wallis, finalmente para determinar diferencias entre

tratamientos, se compararon los rangos medios de cada tratamiento.
Ho= Las medianas de mortalidad son iguales entre tratamientos
H:= Las medianas de la mortalidad no son iguales entre tratamientos

Se analiz6 el sinergismo entre G. virens y malation mediante comparaciones entre las
mortalidades causadas por las combinaciones de ambos agentes (mortalidad observada) y con
la suma de las mortalidades inducidas por cada agente por separado (mortalidad esperada). La
mortalidad esperada se calculé mediante la formula Me=Mu+M; (1-M¢/100), donde Mn y M;
son las mortalidades causadas por el hongo y el insecticida de manera individual

respectivamente.

Se calculd el valor de X? con los datos observados y esperados, X?=(Mobs-Mesp)*/Mesp, el
valor de X2 se compar6 con la de tablas a 1 grado de libertad (p=0.05). Si el valor de X2
calculada excedio el de tablas hay sospecha de un efecto no aditivo. Si el valor de la diferencia
entre Mobs-Mesp fue un valor positivo o negativo y la interaccion fue significativa es
considerada sinergista 0 antagonista respectivamente (Morales-Rodriguez y Peck, 20009;
Koppenhofer y Kaya, 1998).

2) Supervivencia: El tiempo de supervivencia mediana de cada tratamiento se calculd
mediante el método de Kaplan Meier y las curvas de supervivencia se compararon con Log-

Rank test con un nivel de significancia de 0.05.
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3) Esporulacién: Se realizé un andlisis de varianza, con los datos de la variable esporulacion
de los mosquitos susceptibles New Orleans y las comparaciones entre tratamientos se realizo
con la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05, mientras que para la colonia de
mosquitos resistentes a malation se realizd la prueba de Kruskal-Wallis y para determinar
cudles tratamientos eran diferentes entre si, se compararon los rangos medios de cada

tratamiento.
5.6 Consideraciones éticas

El presente proyecto fue revisado y aprobado por la Comision de Etica del INSP con la clave
C.1. 1344, No. 1304.

V1. Resultados

Las dos cepas de mosquitos evaluadas, tuvieron porcentajes de mortalidades diferentes a los
siete dias a partir de los diferentes tiempos de exposicion con los diferentes tratamientos. Las
mortalidades més altas observadas en los mosquitos susceptibles New Orleans fueron
causadas por las combinaciones tanto simultineas (G. virens/malation 1 h de exposicion) y
alternadas (G. virens 24 h exposicion- malation 1 h de exposicién) con el 6.71 y 6.67%
respectivamente (Tabla 3 y 4), aunque no se demostré una diferencia estadisticamente
significativa con las mortalidades de los mosquitos expuestos a malatiéon/G. virens, ya sea
alternada o simultaneamente donde se obtuvo una mortalidad del 3.89% para ambos casos. Por
otro lado, en los mosquitos resistentes a malatién la exposicion alterna de G. virens 24 h-
malation 1 h y la simultanea G. virens/malation 1 h produjeron las mismas cifras de
mortalidad o ligeramente superiores (6.67%, 8.89%, respectivamente, tablas 7 y 5) que los
mosquitos susceptibles. Sin embargo, la mortalidad significativamente més alta fue de 16.11%
(H=22.1, P=<0.0001), causada por la accién individual de G. virens tras 24 h de exposicion
(Tabla 7). En los mosquitos resistentes que fueron expuestos 3 h no se encontrd diferencia
significativa en las mortalidades cuando se expusieron a la combinacion G. virens/malatién
(4.45%) y cada uno de ellos por separado (malation 3.89%, G. virens 4.45%) p>0.05 (Tabla 6).

12



Sinergismo

En los mosquitos susceptibles los dos esquemas de exposicion de G. virens y malation
causaron efectos aditivos, mientras que con los mosquitos resistentes a malation la
combinacion simultanea con 1 h de exposicion demostré un efecto sinergista. Mientras que
cuando se expuso durante 24 h con G. virens, ya sea antes o después del malation, dieron un
efecto antagonico (Tablas 8 y 9).

Supervivencia

El hongo nativo G. virens afectd el tiempo de supervivencia mediana en ambas cepas de
mosquitos, causando un rango de supervivencia mediana de 13 a 29 d (Figura 1). Los
mosquitos expuestos 24 h a G. virens resultaron con una supervivencia menor a cuando fueron
expuestos durante 1 y 3 h (p<0.05, Figura 1A y B). Ademas, G. virens demostré ser mas
patégeno para mosquitos resistentes (Sso=13 d) que cuando los mosquitos son susceptibles a
insecticidas (Ss0=23.5 d, Figura 1C).

Por otro lado, las aplicaciones simultaneas de malation/G. virens y G. virens/malation (con 1 h
de exposicién) redujeron significativamente (p<0.05) a 20-21 y 16 d la supervivencia de los
mosquitos susceptibles y resistentes a malation, respectivamente comparado a cuando se
aplicaron cada agente por separado (29-31 y 21 d, respectivamente) (Figura 2A, B y C).
Mientras que con 3 h de exposicion no hubo diferencia significativa a cuando se expusieron a

la combinacion simultanea por 1 h o a cada agente por separado (Figura 2C).

Finalmente, las combinaciones alternadas de G. virens-malatién y malatién-G.virens causaron
tiempos de supervivencia mediana (Sso) que fueron de 16 a 24 d en ambas cepas de mosquitos,
sin embargo, en la colonia susceptible New Orleans G. virens causo el mismo efecto que la
combinacién malatién-G. virens (p>0.05) y mayor que G.virens-malation (p<0.05), mientras
que la supervivencia en la cepa resistente a malation fue méas afectada por G. virens que por
ambas combinaciones alternadas (P<0.05) de G. virens y malatiéon (Figura3A y B). También
se observo que la supervivencia de los mosquitos resistentes a insecticidas fue mas afectada
que la de los mosquitos susceptibles por la accion de las combinaciones alternadas de G.
virens y malation (P<0.0001, Figura 3C y D).
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Esporulacién

La esporulacién en ambas colonias fue ligeramente variada, los mosquitos susceptibles
presentaron una media con un rango de esporulacion del 87% al 95.83%, mientras que los
mosquitos resistentes del 93.33% al 100% (mediana). La esporulacion del hongo en los
mosquitos fue significativamente afectada en ambas colonias de mosquitos cuando se aplicd
de manera alternada G. virens (24 h)-malation (1 h), causando esporulaciones del 89.58% (+
5.9) comparada con G. virens (24 h) 95.83% (z 4.8) en la colonia susceptible, y con la misma
combinacion y expuesta en forma viceversa causando esporulaciones del 93.3% comparada

con G. virens (24 h) 100% en los mosquitos resistentes a malation (p<0.05) (Tablas 10 y 11).
VII. Discusion

Este es el primer estudio en donde se combina una cepa nativa de G. virens con el insecticida
organofosforado malatién, con la finalidad de incrementar el efecto que cada uno de estos
agentes ejerce por si s6lo en disminuir la supervivencia de Ae. aegypti. La mortalidad de los
mosquitos se determind a los siete dias de haber sido expuestos durante 1, 3 0 24 h a los
tratamientos encontrando que en la cepa de mosquitos susceptible New Orleans las
mortalidades causadas por las combinaciones de exposicion simultanea (G. virens/malation 1h
de exposicion) y alternada (G. virens 24 h de exposicion-malation 1 h de exposicion) fueron
las més elevadas con el 6.71 y 6.67% respectivamente. Mientras que en la cepa resistente a
malation la mortalidad maés alta (16.11%) se obtuvo en los tratamientos donde los mosquitos
se expusieron unicamente al hongo durante 24 h. Esto difiere con los resultados presentados
por Paula et al. (2011), quienes mencionan que las mortalidades observadas a los siete dias
debidas a la infeccion por el hongo solo (M. anisopliae 1x10° conidias/mL) y hongo
combinado con el insecticida imidacloprid expuestos durante 12 h tuvieron una reduccion de
la supervivencia de 23.3% y 7.77%, respectivamente. Lo que demuestra que G. virens es
menos efectiva en reducir la supervivencia de los mosquitos que M. anisopliae siete dias post
exposicion. Sin embargo, la tasa de mortalidad observada en este estudio es mayor a lo
reportado por Molina-Tovar et al. (2013), quien describe a esta misma cepa (G. virens 297)
como patdgena de larvas y adultos de Ae. aegypti cepa New Orleans, causando 26% de
mortalidad en larvas a las 24 h y 8.75% de mortalidad en adultos después de que los mosquitos

estuvieron expuestos a G. virens durante 16 d. Mientras que en el presente estudio a los 16 d la
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mortalidad fue de 15.83% con la diferencia de que los mosquitos se expusieron a G. virens
durante 24 h. Por su parte Castillo-Rivera et al. (2013) mencionan que G. virens causo el
100% de mortalidad sobre larvas de Anopheles albimanus a las 120 h (cinco dias
aproximadamente) con concentraciones de 1,83x107 conidias/mL y 3,66x10" conidias/mL,
con conidias en arroz tamizado (polvo) y de conidias obtenidas del cultivo de arroz mediante
dilucion en Tween respectivamente, muy similar a lo reportado por Rodriguez (2008), quien
expuso larvas de An. albimanus a G. virens teniendo un 100% de mortalidad a las 96 h (cuatro
dias), a una concentracion de 4,6x10’ conidias/mL. Por lo anterior G. virens 297 afecta de
mejor manera a poblaciones larvarias de Aedes y Anopheles mientras que para controlar a
poblaciones de adultos necesita mas tiempo para producir infecciones. Esto pudiera deberse a
que el mecanismo de penetracion del hongo en larvas es a través de la boca (alimentacion), y
en menor proporcion a través de espiraculos y cuticula, mientras que en los adultos las Gnicas
vias de ingresar son a traves de la cuticula y espiraculos y eso retarde la infeccion de G. virens
297. Otro factor seria también que la actividad bioldgica del patégeno demostrada para una
especie puede no ser efectiva contra otra especie resultando ésta muy variable y dificil de
predecir (Service, 1983). Estos resultados evidencian que la patogenicidad de la cepa de G.

virens es muy variable y tiene una relacion directa con la especie del insecto hospedero.

En este estudio G. virens en combinacion con el insecticida malatién sobre mosquitos Ae.
aegypti hembras de la cepa resistente a malation mostré tener un efecto sinergista, mientras
que en la cepa susceptible New Orleans el efecto de combinar estos elementos solo produjo un
efecto aditivo, hecho que nos permite deducir que las cepas resistentes a insecticidas podrian
ser mas susceptibles a la infeccidén por hongos. En estudios realizados con An. gambiae se ha
observado que mosquitos resistentes a piretroides son mas susceptibles a la infeccion por
hongos en comparacion con las cepas susceptibles (Howard et al., 2010). Un estudio realizado
en langostas (Locusta migratoria) utilizando el insecticida clorantraniliprol y el hongo M.
anisopliae, sugieren que ésta mayor susceptibilidad observada en cepas resistentes puede
deberse a que la combinacion de hongos e insecticidas supera las defensas del huésped, debido
a que ambos compuestos tienen un modo de accion similar ya que en este caso ambos actdan
sobre los niveles de calcio en las células de los insectos (Jia et al., 2016). Sin embargo, en otro

estudio se evalud la susceptibilidad fungica de cepas de mosquitos resistentes y susceptibles a
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insecticidas y no se encontraron diferencias en la susceptibilidad fungica (Farenhorst et al.,
2009).

El hongo G. virens cepa nativa causd una supervivencia mediana (Sso) de 13 a 29 d
considerando ambas colonias de mosquitos. Los mosquitos con la menor supervivencia fueron
la cepa resistente a malation expuestos al hongo solo durante 24 h. G. virens por si sola
demostrd ser mas patdgena para la cepa resistente a malation (Sso=13 d) en comparacién con
la cepa susceptible New Orleans (Ss0=23.5 d). Las exposiciones simultaneas de 1 h de
malation/G. virens, G. virens/malation en la cepa susceptible y G. virens/malation en la cepa
resistente redujeron significativamente de 29, 31 y 21 a 20, 21 y 16 d la supervivencia de
ambas colonias respecto a cuando se aplicaron de manera independiente. Esto difiere con los
datos reportados por Paula et al. (2011) quienes reportaron Sso de dos dias utilizando M.
anisopliae combinado con imidacloprid y una Sso de tres dias para el hongo de manera
individual en tratamientos con 12 h de exposicion a una concentracion de 1x10° conidios/mL.
Esta diferencia puede deberse a la virulencia que tiene cada una de las cepas utilizadas en los

diferentes estudios.

Para que la infeccion de los hongos tenga lugar, diversos factores bi6ticos y abidticos tienen
una enorme influencia y solo se lleva a cabo cuando la interaccion ocurre bajo condiciones
Optimas (Hajek y Leger, 1994). Sin olvidar también que el origen de la cepa del patdgeno y
del huésped estan estrechamente relacionados con su capacidad infectiva y ésta se relaciona
con los nutrientes presentes en los insectos, asi como de multiples factores que en conjunto
funcionan como inductores para la activacion de receptores presentes en el patdgeno que les
permite llevar a cabo el proceso infectivo en los insectos (Hajek, 1997). En este estudio la
esporulacién vari6 moderadamente dependiendo de la cepa de mosquitos, la cepa susceptible
tuvo un rango de esporulacion de 87% a 95.83% mientras que en la cepa resistente la
esporulacion fue de 93.33 a 100%, esto es similar a lo reportado por Scholte et al. (2007)
quienes utilizando M. anisopliae sobre Ae. aegypti observaron esporulacion en mosquitos
hembras (93.5%) y machos (85%) teniendo un promedio de 89.3 +2.2% de esporulacion. Sin
embargo, Molina-Tovar et al. (2013) reportan un 100% de esporulacién de G. virens sobre Ae.
aegypti con una concentracion de conidias igual a la usada en este estudio. Las diferencias

entre estas tasas pueden deberse a los tiempos de exposicion a los que se sometieron los
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mosquitos, en este estudio el tiempo maximo de exposicion fue de 24 h mientras que Molina-
Tovar et al. (2013) expusieron por un periodo de 16 d lo que probablemente dio lugar a una
mayor tasa de infeccion. Los resultados muestran tasas de infeccion altas por lo que podemos
deducir que el hongo si esta infectando a los mosquitos, pero el proceso infectivo que
desencadena no es los suficientemente letal para disminuir las tasas de supervivencia en

ninguna de las dos cepas evaluadas.

Diversos estudios demostraron que el uso de hongos entomopatogenos puede ser efectivo en el
control de la malaria ya que reducen significativamente la capacidad vectorial, esto debido a
que el periodo de incubacion extrinseca del patdégeno es de 9-14 d en Plasmodium sp, y €S mas
largo que el promedio de vida del mosquito y por lo tanto las estrategias que reducen la
supervivencia del vector pueden ser altamente eficaces (Farenhorst et al., 2009; Scholte et al.,
2007). Sin embargo, para el caso de control del dengue, el panorama cambia ya que se
requiere que el hongo ya sea solo o combinado con insecticidas logre disminuir la
supervivencia en un periodo menor a 4-10 d, que es el tiempo que dura el desarrollo extrinseco
del virus, razén por la cual se debe poner énfasis en el uso de cepas nativas altamente
virulentas capaces de matar al 100% de la poblacion en el lapso no mayor a siete dias (Paula et
al., 2008).

El hongo entomopatdgenos G. virens en este estudio fue reactivado previamente en mosquitos
Ae. aegypti y tuvo una viabilidad promedio de 95% a las 11 h, y la concentracion utilizada que
es la mas alta que se ha comprobado, puede causar infeccion 2x10%° conidias/mL por encima
de la cual no hay mas reducciones en la supervivecia segun estudios realizados con M.
anisopliae y B. bassiana (Mnyone et al., 2011). Sin embargo, los efectos observados en este
estudio sugieren que el hongo a pesar de tener una buena viabilidad y una concentracion de
conidias altamente infectivas no tiene la virulencia suficiente para enfermar a Ae. aegypti.
Diversos factores como la temperatura, humedad relativa, tipo de suelo, el origen de la cepa
del patégeno y del hospedero, estan estrechamente relacionados con su capacidad infectiva
(Hajek, 1997), también es necesario tener en cuenta que cultivos sucesivos en medios
artificiales pueden resultar en una atenuacion o pérdida de la virulencia (Cafiedo y Ames,
2004). La pérdida de la virulencia depende del aislamiento y especie del patdgeno, pero

frecuentemente se puede recuperar con el pase del hongo a través del hospedante apropiado
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(Fargues y Roberts, 1983). El uso de concentraciones altas de conidias es importante ya que se
sabe que concentraciones bajas de conidias y tiempos de exposicidn cortos pueden dar lugar a
dosis infectivas muy bajas y que facilmente pueden ser contrarrestadas por el sistema inmune
del huésped (Bogus et al., 2007). Asi mismo, la concentracion de conidias se correlaciona con
la tasa de mortalidad, a mayor concentracion existe una mayor mortalidad (Mnyone et al.,
2009). También, es importante la busqueda continua de cepas en campo, en especial aquellas
que se obtienen de insectos micosados ya que se ha reportado que pueden llegar a tener un
42% de efectividad, mientras que las muestras obtenidas de fuentes como el suelo y agua de

donde son colectados los insectos solo tiene una efectividad del 7% (Elosegui et al., 2006).
VI1I. Conclusiones

El sinergismo entre G. virens y el insecticida quimico malatién solo se observd en la cepa
resistente a malation, por lo que ésta pudiera ser una herramienta efectiva en poblaciones de
mosquitos Ae. aegypti en las cuales se presenta el fendmeno de resistencia a organofosforados
como el malatién. Sin embargo y pese a que se observé un efecto sinergista en este estudio, las
mortalidades causadas en todos los tratamientos de manera combinada o independiente fueron
bajas, con una mortalidad méaxima de 16.6% a los siete dias obtenida después de exponer al
hongo de manera independiente por un periodo de 24 h, razén por lo cual el hongo G. viren en
combinacidén con el insecticida malatién no resulta idoneo como estrategia de control de Ae.

aegypti debido a la baja letalidad que presenta esta cepa nativa de hongo sobre este vector.
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X. Anexos
Lista de tablas

Tabla 1.- Esquema de los tratamientos del hongo entomopatégeno G. virens y el insecticida
organofosforado malation evaluados sobre mosquitos Ae. aegypti susceptibles (cepa New Orleans).

Tratamientos G. virens+ malation (0.84%) Tiempo de exposicion

T1 Simultaneo 1 Hongo + Insecticida 1h
T2 Simultaneo 2 Insecticida + Hongo 1h
T3 Alternado 1 Hongo - Insecticida 24h+1h
T4 Alternado 2 Insecticida - Hongo 1lh+24h
T5 Biolégico 1 Hongo 1h
T6 Biologico 2 Hongo 24 h
T7 Quimico Insecticida 1h
T8 Testigo Bio Tween 80 al 0.01% 24 h
T9 Testigo Qui Agua 1h

Tabla 2.- Esquema de los tratamientos del hongo entomopatdgeno G.virens y el insecticida
organofosforado malation evaluados sobre mosquitos Ae. aegypti resistentes a malation.

Tratamientos G. virens+ malatién (0.84%b) Tiempo de exposicion

T1 Simultaneo 1 Hongo + Insecticida 1h
T2 Simultaneo 2 Insecticida + Hongo 3h
T3 Alternado 1 Hongo - Insecticida 24h+1h
T4 Alternado 2 Insecticida - Hongo 1h+24h
T5 Biolégico 1 Hongo 1h
T6 Biologico 1 Hongo 3h
T7 Biologico 2 Hongo 24 h
T8 Quimico Insecticida 1h
T9 Quimico Insecticida 3h
T10 Testigo Bio Tween 80 al 0.01% 24 h
T11 Testigo Qui Agua 1h




Tabla 3.- Porcentajes de mortalidad (medias y medianas) de los mosquitos susceptibles New Orleans a los 7 dias post-
exposicion a tratamientos con el hongo entomopatdgeno Gliocladium virens y el insecticida malatidn (aplicaciones
simultaneas y de manera independiente).

Tratamiento N % mortalidad (medias) D.E. Medianas H P Ranks
Tween (24 h) 12 111 2.6 0 7.31  0.0269 29.424

G. virens (1 h) 12 1.11 2.6 0 29.42A
Agua (1 h) 12 1.11 2.6 0 29.42A
Malation (1 h) 12 3.33 4.49 0 38.63%8
Malation/G.virens (1 h) 12 3.89 5.29 0 39.7178
G. virens/malation (1 h) 12 6.71 4,92 6.67 52.428

Tratamientos con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Tabla 4.- Porcentajes de mortalidad (medias y medianas) de los mosquitos susceptibles New Orleans a los 7 dias post-exposicién
a tratamientos con el hongo entomopatégeno Gliocladium virens y el insecticida malation (aplicacion alternada y de manera
independiente)

Tratamiento N % mortalidad (medias) D.E. Medianas H P Ranks

Agua (1 h) 12 111 2.6 0 8.1 0.0431 29.33A

Tween (24 h) 12 111 2.6 0 29.33%

G. virens (24 h) 12 2.22 4.34 0 33.0478
Malation (1 h) 12 3.33 4.49 0 38.3878
Malatién (1 h)-G. virens (24 h) 12 3.89 5.29 0 39.4278
G. virens (24 h)-malation (1 h) 12 6.67 5.68 6.67 49.508

Tratamientos con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05).



Tabla 5.- Porcentajes de mortalidad (medias y medianas) de los mosquitos resistentes a malation a los 7 dias post-exposicion a
tratamientos con el hongo entomopatégeno Gliocladium virens y el insecticida malation (aplicacion simultanea durantelhr de

exposicion).
Tratamiento N % mortalidad (medias) D.E. Medianas H P Ranks
Tween (24 h) 12 0 0 0 26.51  <0.0001 20.504
G. virens (1 h) 12 0.56 1.93 0 22.79"8
Agua (1 h) 12 0.56 1.93 0 22.79%8
Malation (1 h) 12 3.89 4.46 3.34 35.088
G. virens/malation (1 h) 12 8.89 3.32 6.67 51.33¢

Tratamientos con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Tabla 6.- Porcentajes de mortalidad (medias y medianas) de los mosquitos resistentes a malation a los 7 dias post-exposicion a
tratamientos con el hongo entomopatégeno Gliocladium virens y el insecticida malation (aplicacion simultanea durante 3hr de

exposicion).
Tratamiento N % mortalidad (medias) D.E. Medianas H P Ranks
Tween (24h) 12 0 0 0 9.27  0.0077 21.004
Agua (3h) 12 0.56 1.93 0 23.2978
Malatién (3h) 12 3.89 4.46 3.34 35.548
Malatién/G.virens (3h) 12 4.45 5.19 3.34 36.638
G. virens (3h) 12 4.45 5.19 3.34 36.63°

Tratamientos con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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Tabla 7.- Porcentajes de mortalidad (medias y medianas) de los mosquitos resistentes a malation a los 7 dias post-exposicion a

tratamientos con el hongo entomopat6geno Gliocladium virens y el insecticida malation (aplicacién alternada).

Tratamiento N 9% mortalidad (medias) D.E.  Medianas H P Ranks

Tween (24 h) 12 0 0 0 22.1 <0.0001 22.00*
Agua (1 h) 12 0.56 1.93 0 24,334
Malation (1 h) 12 3.89 4.46 3.34 36.8878
Malation (L h)-G. virens (24 h) 12 5.00 5.77 3.34 38,6348
G. virens (24 h)-malation (1 h) 12 6.67 8.99 3.34 30.88°
G. virens (24 h) 12 16.11 10.03 16.67 57.29¢

Tratamientos con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

28



Tabla 8.- Evaluacién de sinergismo en los mosquitos susceptibles New Orleans.

Exposicion Observados Esperados X2 Efecto

G. virens/malation (1 h) 6.71 4.37 1.24871762  Aditivo
Malation/G. virens (1 h) 3.89 4.37 0.05294302  Aditivo

G. virens (24 h)-malation (1 h) 6.67 5.56 0.22040450 Aditivo
Malatién (1 h)-G. virens (24 h) 3.89 5.56 0.50220162 Aditivo

Tabla 9.-Evaluacién de sinergismo en los mosquitos resistentes a malation.

Exposicion Observados Esperados* X? Efecto
G. virens/malation (1 h) 8.89 4.41 455111111  Sinergismo
Malation/G. virens (3 h) 4.44 8.11 1.66077682  Aditivo
G. virens (24 h)-malation (1 h) 6.67 19.22  8.19471904 Antagonismo
Malation (1 h)-G. virens (24 h) 5.00 19.22  10.5207284 Antagonismo

*Me=M+M; (1-M«/100)
X2 tablas=3.8415



Tabla 10.- Porcentajes de esporulacion en los diferentes tratamientos con hongo
sobre los mosquitos susceptibles New Orleans.

Exposicion % esporulacion

G. virens/malation (1 h) 87.02
Malation/G.virens (1 h) 90.42

G. virens (24 h)-malation (1 h) 89.58*
Malation (1 h)-G. virens (24 h) 90.83
G. virens (1 h) 92.08

G. virens (24 h) 95.83*

F=4.55, GL=5,
P=0.0010

*Diferencia Tukey=0.05

Tabla 11.- Porcentaje de esporulacion en los diferentes tratamientos con hongo

sobre los mosquitos resistentes a malation.
% esporulacién

Exposicion

G. virens/malation (1 h) 93.33

G. virens (24 h)-malation (1 h) 93.33*
Malatién/G.virens (3 h) 93.33
Malation (1 h)-G. virens (24 h) 93.3*
G. virens (1 h) 93.33

G. virens (3 h) 100.00

G. virens (24 h) 100.00*

*Esporulacion diferente (p<0.05)
H=13.60, g. 1=6 p=0.0146
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Figura 1.- Curvas de supervivencia y tiempo de supervivencia mediana (Sso) de los mosquitos
expuestos a G. virens. A) Curvas de supervivencia y Sso de los mosquitos susceptibles New Orleans
expuestos 1y 24 h a G. virens. B) Curvas de supervivencia y Sso de los mosquitos susceptibles New
Orleans expuestos 1, 3 y 24 h a G. virens. C) Curvas de supervivencia y Sso de los mosquitos
susceptibles New Orleans y resistentes a malation expuestos 24 h a G. virens.
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Figura 2.- Curvas de supervivencia y tiempo de supervivencia mediana (Sso) de mosquitos expuestos a combinaciones simultaneas de G. virens
y malation. 2A) Colonia de mosquitos susceptibles a insecticidas New Orleans, expuestos durante 1 h a dos esquemas de combinaciones de G.
virens y malatién. 2B) Colonia de los mosquitos resistentes a malation, expuestos durante 1 h a la combinacion de G. virens y malation. 2C)
Colonia de los mosquitos resistentes a malation, expuestos durante 3 h a combinacion malatién y G. virens. 2D) Colonias de mosquitos
susceptibles y resistentes a insecticidas, expuestos durante 1 h a combinaciones G. virens y malation.
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Figura 3.- Curvas de supervivencia y tiempo de supervivencia mediana (Sso) de mosquitos expuestos a combinaciones alternadas de G. virens y
malation. 3A) Mosquitos susceptibles New Orleans expuestos de manera alternada a G. virens y malation durante 1 y 24 h, respectivamente y
de manera inversa. 3B) Mosquitos resistentes a malation expuestos de manera alternada a G. virens y malatién durante 1 y 24 h,
respectivamente y de manera inversa. 3C) Mosquitos susceptibles y resistentes a malation, expuestos durante 1 h a malation y después a G.
virens durante 24 h. 3D) Mosquitos susceptibles y resistentes a malation, expuestos a G. virens durante 24 h y después a malation durante 1 h.
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Ficha técnica del insecticida quimico malation

MALATION

DATOS DE IDENTIFICACION

Nombre quimico (IUPAC): dietil (dimetoxitiofosforiltio)succinato o S-1,2-bis(etoxicarbonil)etil | No. CAS: 121-75-5
O, O-dimetil fosforoditioato

Estructura quimica: Formula quimica: CiwH1s0sPS2
cu,—cu,—o\c,o
3, O—CH,
(I;H. ~
| N Peso molecular: 330.36
(iH—S O—CH,
C
CH,—CH,—O ™0
Tipo de plaguicida: Insecticida Clasificacion: Organofosforado

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Liquido incoloro en estado puro o liquido color café oscuro a amarillo, con olor parecido al zorrillo. Su punto de fusién es
a los 2.9 °C. Su densidad relativa es de 1.23 a 25 °C/4 °C. Su solubilidad en agua es de 145 ppm a 20 °C. Es miscible
con alcoholes, ésteres, cetonas, éteres, hidrocarburos aromaticos, hidrocarburos aromaticos alquilados y aceites
vegetales. Su solubilidad en hidrocarburos parafinicos es limitada. Es muy soluble en etil éter y soluble en etanol y
acetona. Su solubilidad en etanaol, etil éter y en benceno es > 10%. Su presidén de vapor es de 1.78x10+ mm Hg a 25 °C.
Su constante de la ley de Henry es de 4.9x102 atm-m3/mol a 25 °C. Esta sustancia se descompone al calentarse o al
arder, produciendo gases téxicos que incluyen a los éxidos de fésforo y éxidos de azufre. Reacciona violentamente con
oxidantes fuertes. Ataca al acero y a algunos otros metales, algunos plasticos y al caucho.

PELIGROSIDAD

Salud (Azul: 2 - Una exposicién intensa o continua (pero
no crénica) podria  causar incapacidad temporal o
posibles lesiones residuales, a menos de que se
proporcione un rapido tratamiento médico.

Inflamabilidad (Rojo): 1 - Debe ser precalentada para
que ocurra el incendio.

Riesgo de Explosién (Amarillo): 0 - Normalmente
estable, incluso bajo condiciones de incendio y no es
reactiva con el agua.

DESTINO EN EL AMBIENTE

Persistencia: Ligeramente persistente (hasta 1 semana)

En la atmosfera puede presentarse Unicamente como vapor, el cual es eliminado rapidamente al reaccionar con
radicales hidroxilo (vida media de 5 horas) o por fotdlisis directa (vida media de 1.3 dias). En suelos es poco persistente.
Su vida media en los sistemas terrestres varia de 1 a 25 dias. En este medio la velocidad de su degradacion depende
del contenido de materia organica y del grado de adsorcion a las particulas. La afinidad de este compuesto por el suelo
varia de muy baja a moderada y puede constituir un riesge de contaminacion para las aguas subterraneas en sitios
donde las condiciones no favorezcan su degradacion. Tanto en agua como en suelo la degradacion ocurre por una
combinacion de procesos biclogicos y reacciones no biologicas mediadas por el agua (hidrolisis). Su vida media en agua
de rio es de 1 semana, pero en estanques con menor movimiento se prolonga entre 2.5 y 8 semanas. Al aumentar la
salinidad del agua se incrementa su eliminacion, generando acidos mono vy dicarboxilicos como principales productos de
degradacion. La unidn a sélidos suspendidos y sedimentos, asi como la volatilizacién no constituyen destinos
ambientales importantes para este plaguicida. Debido a su baja persistencia no se espera que se biocconcentre en los
organismos. La mayor parte del Malation que llega a entrar en el cuerpo de los animales es metabolizado y eliminado
casi por completo en 24 horas. Cuando es absorbido por las plantas se localiza en las partes que contienen mas agua, lo
cual facilita su metabolismo.

TOXICIDAD PARA LOS ORGANISMOS Y EL MEDIO AMBIENTE

Tipo toxicologico: IV

Este compuesto muestra una toxicidad cambiante en diferentes grupos de organismos: en zooplancton y moluscos varia
desde practicamente nula hasta extremadamente alta, en peces y crustacecos de ligera a extremadamente alta, en
anélidos, neméatodos y gusanos planos de ligera a moderada, en anfibios e insectos de moderada a extremadamente alta
y en ganado (vacas y borregos) de moderada a alta. Es ligeramente téxico para equinodermos, moderadamente toxico
para aves y altamente toxico para abejas y organismos de comunidades benténicas marinas. En embriones de peces
expuestos a este plaguicida se han observado malformaciones del esqueleto (curvatura lateral de la espina dorsal),
disminucién de su supervivencia y anormalidades en el sistema circulatorio y en el desarrollo de los ojos. Asimismo, en
ostras puede disminuir su crecimiento. El Malation es considerado un potencial disruptor endocrino que puede afectar a
la glandula tiroides y el desarrollo de oocitos en peces.




