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Resumen



El incremento de la poblacion humana durante los ultimos afios, ha desencadenado una serie
de problemas de salud publica como la proliferacion de insectos que afectan la salud humana;
tal es el caso de los vectores, organismos que transmiten patégenos como el virus del dengue,
el cual es propagado por el diptero Aedes aegypti que anualmente genera aproximadamente 50
millones de infecciones, encontrandose en casi todos los paises de América del sur incluyendo
Colombia. En la busqueda de alternativas para disminuir la dispersion de estos vectores se han
propuesto diferentes estrategias fisicas, quimicas y culturales, sin embargo, estéas resultan no
ser tan efectivas. Es por esto que se propone estrategias como el control biolégico, el cual
consiste en la manipulacién de los enemigos naturales del organismo de interés y dentro de
este, los hongos entomopatdgenos son de gran importancia por su habilidad para parasitar
diferentes ordenes de insectos. En este trabajo se evalud la actividad patogenica in vitro de 4
aislamientos del género Trichoderma (ENA1, ENA2, M1A5, HNAL), provenientes de Nuqui
(Choco) sobre estadios larvales del diptero Aedes aegypti. Se realizaron pruebas de
patogenicidad probando una concentracion estandarizada sobre larvas L2-L3 de Ae. aegypti y
el aislamiento méas patogénico fue sometido a pruebas de concentracion letal 50 y tiempo letal
50. Finalmente, se comprobaron los postulados de Koch y se realizé un analisis estadistico no

parameétrico. Se encontro que el aislamiento ENAL presentd mayor actividad patogénica que

los otros aislamientos, con una CL50 de 2.4628 x 10’ y 1.0450 x 10" con/ml y un TL50 de 9.45
horas. Con los resultados se propone ampliar las investigaciones respecto a los metabolitos

secundarios que produce este hongo.

Palabras clave: entomopatogenos, control bioldgico, vectores, dengue, diptero, Trichoderma
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El incremento de la poblacion humana durante los Gltimos afios, ha desencadenado
problemas de salud publica, promoviendo la proliferacion de insectos perjudiciales para la salud
humana, convirtiéndose en una preocupacion en muchos paises, igualmente las precarias
condiciones de higiene de algunas viviendas, generan espacios para el crecimiento y la
propagacién de vectores, lo que ha conllevado a que las enfermedades de transmisién vectorial
representen mas del 17% de todas las enfermedades infecciosas, provocando mas de 700.000
muertes por afio (Organizacion Mundial de la Salud, 2020). Estos vectores, gran parte
hematdfagos, transmiten patégenos al huésped y pueden causar diversas enfermedades
(Organizacién Mundial de la Salud, 2014). Dentro de los microorganismos transmitidos se
encuentran los Flavivirus, el virus de la fiebre amarilla y el virus del dengue, el cual es
considerado como la enfermedad viral transmitida por mosquito més importante a nivel global
(Evans et al., 2018), y es transmitido por el diptero Aedes aegypti que se encuentra ampliamente
distribuido en Colombia, desde el Atlantico hasta la frontera con Ecuador y desde el Pacifico
hasta los Llanos orientales (Bello-Garcia et al., 1987). Anualmente se estima que hay hasta 390
millones de infecciones a nivel mundial (Ferreira-de-Lima & Lima-Camara, 2018).

En la busqueda de alternativas para disminuir la dispersion de estos vectores se han
propuesto diferentes estrategias que ayuden en el descenso de la tasa de contagio como
controles culturales y estrategias de origen sintético o quimico (Ranson et al., 2008). Sin
embargo, su uso indiscriminado ha causado que los insectos desarrollen resistencia y se afecte
la salud humana (Bassil et al., 2007) y la de los ecosistemas (Devine et al., 2008). Dado lo
anterior, se han desarrollado métodos alternativos en la busqueda del manejo integrado de
vectores como el control biolégico, que consiste en la manipulacion de los enemigos naturales
del organismo de interés para lograr su control, generando poco o nulo efecto nocivo colateral
hacia otros organismos, baja resistencia y la ausencia de problemas con intoxicaciones; pueden
ser a base de microorganismos como hongos, bacterias, oomycetes entre otros (Virginia-
Padilla, 2017).

Los hongos entomopatdgenos son considerados de gran importancia dentro del control
biolégico, algunos de los hongos mas cominmente estudiados son Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii ahora (Akhantomyces lecanii) (Sahayaraj &
Namasivayam, 2008), entre otros, ademas, el género Trichoderma spp. podria tener efectos
patogénicos sobre algunos insectos. Este hongo es antagonista y ha sido utilizado
principalmente en el control bioldgico de enfermedades de plantas producidas por hongos. La

actividad insecticida de este hongo ha sido probado en huevos, larvas y adultos de Xylotrechus



arvicola, una importante peste de Vifiedos, al igual que en la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster presentando porcentajes significativos de afectacion (Vallejos-Sirpa et al., 2014).
En general, los hongos son una buena alternativa para el biocontrol, presentando baja afectacion
a los ecosistemas y una actividad patogénica muy prometedora. Sin embargo, aun falta mucha
informacidn referente al potencial de estos biocontroladores, por lo tanto, en el presente estudio,
se evalud la actividad patogénica in vitro de 4 aislamientos del género Trichoderma spp.
provenientes de Nuqui (Choco) sobre estadios larvales de Aedes aegypti.

2. Marco teorico

2.1. Aedes (Stegomyia) aegypti

Aedes aegypti clasificado tradicionalmente dentro del orden Diptera, familia Culicidae,
subfamilia Culicinae (Patifio-Beltran, 2001), que en clasificaciones mas recientes paso del
género Aedes al genero Stegomyia y subgénero Stegomyia (Reinert et al., 2009), se ubica
predominantemente en entornos periurbanos, en estanques naturales o recipientes artificiales
en las viviendas o sus alrededores (Nelson, 1986). Presenta cuatro estadios metamorficos,
divididos en una fase acuatica: huevo, larva y pupa (pasando por 4 estadios larvales) y la fase
terrestre que es el mosquito adulto. La hembra oviposita sobre la linea de agua entre 50 y 500
huevos por postura (Rueda-Paramo, 2015). Pueden formar larvas de 12-24 horas, el periodo de
pupa dura de 48-72 horas y el estado adulto dura aproximadamente 4 semanas, siendo las
hembras las que ingieren la sangre humana y transmiten la enfermedad (Patifio-Beltran, 2001).
Asimismo, los mosquitos pueden infectarse a partir de personas con el virus del dengue
(Organizacién Mundial de la Salud, 2022).

Una caracteristica importante es que sus huevos son resistentes a la desecacion lo que
les confiere la ventaja de sobrevivir en ambientes inhospitos (Rey & Lounibos, 2015) y pueden
permanecer viables por meses en sequia. El desarrollo de las larvas se ve influenciado por la
temperatura (siendo temperaturas altas inductoras de este), el alimento disponible, la densidad
larval y la salinidad (Nelson, 1986). Las larvas se alimentan de material particulado que puede

ser detritos en suspension, bacterias, algas, entre otros (Laird, 1988).

Esta especie es originaria de Africa (Rey & Lounibos, 2015) y actualmente se encuentra

en casi todos los paises de América (Patifio-Beltran, 2001), siendo considerada una especie



invasora debido a que ha colonizado muchos sitios fuera de su distribucion nativa
(Organizacion Mundial de la Salud, 2022). En Colombia se encuentra ampliamente distribuido,
desde la costa Atlantica hasta la frontera con Ecuador y desde la costa Pacifica hasta los Llanos
orientales. Se ubica desde el nivel del mar hasta 2200 metros de altura aproximadamente (Bello-
Garcia et al., 1987). Este mosquito es vector de los virus de la fiebre chikungunya, la fiebre

amarilla, el Zika y el dengue (Rueda-Paramo, 2015).

L1 L2 L3 L4 PUPA

Figura 1. Diferentes estados de desarrollo de Aedes aegypti. (A) Larvas y pupa. (B) Huevo. (C)
Adulto (Tomado de Rueda-Paramo, 2015).



- Casos confirmados por laboratorio

Casos confirmados por clinica
@  Presencia del vector Aedes aegypti

Figura 2. Distribucion municipal de Aedes Aegypti y casos confirmados de fiebre Chikungunya

durante el afio 2015 en Colombia (Laiton-Donato et al., 2016).

Figura 3. Modelamiento de la posible distribucion mundial de Ae. aegypti. Rojo: presencia. Azul:

ausencia (Kraemer et al., 2015).

2.2. Enfermedades tropicales
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Son enfermedades que se dan en las zonas intertropicales en lugares en donde las
condiciones sanitarias son deficientes generando habitats adecuados para que
microorganismos, reservorios y vectores puedan prosperar (Tercero-Gutiérrez & Olalla-
Herbosa, 2008). Los vectores son organismos que transmiten patdgenos, gran parte de estos
son hematéfagos que ingieren microorganismos y luego, son transmitidos al huésped y pueden
causar enfermedades (Organizacion Mundial de la Salud, 2014). Dentro de los
microorganismos transmitidos se encuentran los Flavivirus, el virus de la fiebre amarilla (YFV)
y el virus del dengue con sus 4 serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4), siendo
este Ultimo la enfermedad viral transmitida por mosquito mas importante a nivel global (Evans
et al., 2018).

El dengue es transmitido por el diptero Aedes aegypti y en menor medida por Aedes
albopictus a través de la picadura de las hembras causando una transmision horizontal. El virus
del dengue pertenece al género Flavivirus (Familia Flaviviridae) y se encuentra en mas de cien
paises tropicales y subtropicales en Asia, Africa y América donde la temperatura y la humedad
favorecen la proliferacion de vectores (Ferreira-de-Lima & Lima-Camara, 2018). Actualmente
el dengue se ha propagado a nuevas zonas entre ellas Europa, presentando infecciones en
Francia, Croacia, Portugal entre otros (Organizacion Mundial de la Salud, 2022). Muchas
infecciones pueden ser asintomaticas, pero también se pueden presentar sintomas similares a
los de la gripe o incluso evolucionar hacia un dengue grave que puede involucrar hemorragias,
insuficiencia orgénica o extravasacion de plasma y si no se trata adecuadamente se puede

presenta riesgo de muerte (Organizacion Mundial de la Salud, 2022).

Anualmente se estima que hay hasta 390 millones de infecciones a nivel mundial y mas
de 2.500 millones de personas viven en areas de riesgo de infeccion (Ferreira-de-Lima & Lima-
Camara, 2018). Entre 2001 y 2007 maés de 30 paises de América notificaron 4°332.731 casos
de dengue y los paises andinos dentro de los que se encuentra Colombia contribuyeron con un
19% (819.466). Colombia y Venezuela tuvieron el mayor porcentaje de casos de la subregion
(81%) y la mayoria de las muertes se dio en Colombia (Organizacion Mundial de la Salud,
2009).
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Figura 4. Distribucion de los serotipos del virus dengue en América 1990-2014. (PAHO-WHO).

Otra de las enfermedades es la fiebre amarilla que ha afectado a la poblacion humana
desde hace varios siglos, es causada por un Flavivirus (familia flaviviridae) transmitido
principalmente por Ae. aegypti. A inicios del siglo XX, las poblaciones de este vector se
redujeron en América debido a planes de control y prevencidn establecidos principalmente por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), pero, el desarrollo de una vacuna generé cambios
en las estrategias de control y se descuidd el manejo de las poblaciones del vector (Rogers et
al., 2006). Otra enfermedad importante transmitida por vectores en Colombia es el Zika, esta
es una enfermedad febril provocada por el virus Zika (género Flavivirus, familia Flaviviridae)
que se transmite por la picadura de los mosquitos Aedes aegypti o Aedes albopictus. Durante el
afio 2017 se notificaron en Colombia 2.130 casos (Informe de Evento Enfermedad por Virus
Zika, Colombia, 2017). La fiebre Chikungunya, que es provocada por un virus de la familia
Togaviridae también es transmitida por Ae. aegypti o Ae. albopictus. Esta enfermedad se
propagd desde Tanzania por el continente Africano, Asia, Europa, las islas caribefias y
América. Dentro de los sintomas esta la fiebre acompafiada de dolores articulares y de huesos
(Organizacién Mundial de la Salud, 2020).

2.3. Estrategias de control
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En la basqueda de alternativas para disminuir estos vectores se han propuesto diferentes
estrategias que ayuden en el descenso de la tasa de contagio como controles culturales y de
origen quimico (Ranson et al., 2008). Dentro del control cultural estan la mayoria de medidas
preventivas que pueden tomar los humanos y se basa en eliminar habitats para el desarrollo de
los estados acuaticos utilizando coberturas o mallas para los recipientes o tanques de
almacenamiento de agua impidiendo el libre desarrollo de las larvas. Adicional a esto, se usan
mallas en ventanas, toldillos y trampas para los organismos adultos (Organizacién Mundial de
la Salud, 2022).

La OMS ha liderado en América latina diferentes programas de prevencién y control de
enfermedades transmitidas por vectores. Entre los afios 1948 y 1972 hubo un notable esfuerzo
para controlar las poblaciones del mosquito transmisor del dengue y se logré en 21 paises.
Asimismo, en 1981 se logro el control de las poblaciones de mosquitos en Cuba gracias a la
aplicacion de productos quimicos. Sin embargo, debido a la falta de continuidad de los
programas, las poblaciones se restablecieron y aumentaron, presentando brotes epidémicos e

incluso resistencia en los vectores (Brathwaite et al., 2012).

Dentro de las alternativas mas utilizadas estan los insecticidas de origen sintético, lo
cual ha resultado ser efectivo, sin embargo, su uso indiscriminado ha causado que los insectos
desarrollen resistencia. Las principales clases de insecticidas son los organofosforados, los
carbamatos y los piretroides (Van Den Berg, 2012). La amplia utilizacion de estos agentes
sintéticos no solo afecta la salud humana (Bassil et al., 2007), ya que estos plaguicidas pueden
metabolizarse, almacenarse o bioacumularse en la grasa corporal y pueden generar dafios
gastrointestinales, neuroldgicos, respiratorios y reproductivos (Nicolopoulou-Stamati et al.,
2016), sino también la salud de los ecosistemas, por lo que las consecuencias ecologicas del
uso de insecticidas causan gran preocupacion, ya que no son especificos al controlar el insecto
de interés, sino también en organismos que no son su objetivo (Devine et al., 2008). Dado lo
anterior, se han desarrollado métodos alternativos para el control de enfermedades y estos se

han implementado en el manejo integrado de vectores.

2.4. Manejo integrado de vectores
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El manejo integrado de vectores est4 basado en la combinacion de medidas de control,
ya sea quimicas como el uso de insecticidas, fisicas y culturales como el uso de toldillos o la
educacion preventiva, siendo dirigidas a combatir los vectores. Desafortunadamente en
Colombia y en la mayoria de los paises de la region, se ha avanzado de forma lenta; esto en
parte a inconvenientes con la aplicacion sostenida en el control empirico vectorial, que es una
herramienta fundamental de control, la ausencia de acciones de prevencién y la creencia de que
la aplicacion de insecticidas es la unica solucion a las epidemias (Padilla, 2017). Dentro del

manejo integrado de vectores esta el control bioldgico.

2.5. Control biol6gico

El control biologico consiste en la accion de paréasitos, patdgenos o depredadores para
mantener las poblaciones de otras especies a un nivel mas bajo de lo que pudiera ocurrir en su
ausencia, es una forma de control denso dependiente, los enemigos naturales se incrementan y
destruyen un gran porcentaje de la poblacion; es la manipulacién de los enemigos naturales de
las plagas por parte del hombre para lograr su control. Dentro de esta categoria no solo estan
parasitos, patdgenos y depredadores, sino también fitofagos, hormonas juveniles, feromonas e
incluso técnicas autocidas (Guédez et al., 2008). También se han utilizado neméatodos y virus.
Los bioinsecticidas o bioplaguicidas hacen parte del control bioldgico y pueden ser a base de

microorganismos como hongos, bacterias, oomycetes entre otros (Virginia-Padilla, 2017).

Dentro de los casos exitosos en América latina esta el control de Aleurocanthus woglumi
Ashby (mosca prieta) por el endoparasitoide solitario Encarsia opulenta Silvestri (Cano &
Swezey, 1992), control de Diatraea saccharalis (barrenador de la cafia de azlcar) por el
parasitoide Cotesia flavipes (Badilla-Fernandez, 2002) y el control de Eriosoma lanigerum
(Pulgon lanigero de la manzana) por el microhimendptero Aphelinus mali Hald (Koch, 1977).
Entre las ventajas de este método esta el poco o nulo efecto nocivo colateral hacia otros
organismos, la baja resistencia de las plagas y la ausencia de problemas con intoxicaciones y
es visto como una estrategia amigable con el medio ambiente y la salud de los humanos, sin
embargo, algunas de las desventajas se centran en la variabilidad de su eficiencia y la velocidad
a la cual actla, debido a factores externos como lo son la presencia de sustancias toxicas o las

condiciones meteoroldgicas locales (Lacey et al., 2001).
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2.6. Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatdgenos son considerados de gran importancia dentro del control
bioldgico por su habilidad de parasitar diferentes 6rdenes de insectos como Diptera, Hemiptera,
Coledptera, Lepidoptera, Hymenoptera y Orthoptera; atacando tanto estadios inmaduros como
adultos (Schapovaloff, 2012). Algunos de los hongos mas cominmente estudiados son
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Verticillium lecanii ahora (Akhantomyces
lecanii) (Sahayaraj & Namasivayam, 2008). Se ha reportado la patogenicidad de estos hongos
sobre vectores como es el caso de M. anisopliae controlando Ae. aegypti (Carolino et al., 2014).
Igualmente se ha reportado Beauveria tenella como patdgeno natural de Aedes sierrensis, Ae.
Aegypti, Aedes hexodontus, Culex pipiens, Culex tarsalis y Culiseta incidens en campo y en
laboratorio (Pinnock, et al., 1973), asimismo larvas de Aedes triseriatus han mostrado

susceptibilidad a Tolypocladium Cylindrosporum (Nadeau & Boisvert, 1994).

También se han probado diferentes combinaciones como es el caso de Metarhizium
brunneum y un depredador de mosquitos Toxorhynchites brevipalpis para el control de dipteros
(Alkhaibari et al., 2018). Otros de los hongos probados han sido Pythium carolinianum sobre
larvas de Culex quinquefaciatus (Su et al., 2001), Tolypocladium cylindrosporum sobre varias
especies de mosquitos en diferentes partes del mundo (Gardner & Pillai, 1987), el género Isaria
sobre mosquitos adultos de Ae. aegypti (Ramirez et al., 2018), hongos Entomophthorales del
género Pandora como patdgenos de cacopsylla pyri, Cacopsylla pyricola, Cacopsylla picta,
Cacopsylla pruni, y Cacopsylla peregrina (Gorg et al., 2021), ademas, el género Trichoderma

spp. puede tener efectos patogénicos sobre algunos grupos de insectos.

2.7. Trichoderma spp.

El hongo Trichoderma es un género perteneciente a la familia Hypocreaceae del grupo
Ascomycota que ha sido ampliamente estudiado por sus interesantes caracteristicas, ya que son
exitosos colonizadores de habitats, muy buenos competidores y tienen una potente maquinaria
para la descomposicion de diferentes sustratos. Este género se puede encontrar tanto en
sustratos en descomposicion como en la rizosfera de las plantas donde puede inducir resistencia

en ellas (Schuster & Schmoll, 2010). Es un hongo aerodbico, con capacidad de crecer en un
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amplio rango de temperaturas, mejorando su esporulacion bajo los efectos de la luz; presenta
septos simples en su estado vegetativo y se reproduce asexualmente por conidios producidos
por conidi6foros hialinos ramificados con fialides simples o en grupos y conidios de 3 a 5

micrometros de didmetro (Martinez et al., 2013).

Es un grupo antagonista y es utilizado en el control biolégico de enfermedades de
plantas producidas por hongos (Valdés Rios, 2014). Se ha registrado la accién de las enzimas
quitinasa y B-1,3-glucanasa derivadas de este hongo en la pared celular del fitopatdgeno
Sclerotium rolfsii (Corréa et al., 2007). La maquinaria enzimatica desempefia una funcién
especial ayudando en la interaccién antagonista-patdgeno; en primer lugar, hay un
reconocimiento del huésped, seguido de adhesion, que puede ocurrir por la asociacién de un
azlcar de la pared del antagonista con una lectina en la pared del organismo objetivo y
finalmente la accion de las enzimas, como las quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan
las paredes celulares del patogeno y posibilitan la penetracion de las hifas de Trichoderma spp
(Martinez et al., 2013). Este hongo puede actuar por la adhesion de las esporas a la cuticula de
los insectos, partes bucales, espacios intersegmentales o incluso los espiraculos, estas germinan,
penetran los tejidos y se diseminan; después de la muerte del insecto este puede crecer y

esporular fuera del cuerpo (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020).

El género Trichoderma spp. produce metabolitos secundarios aromaticos volatiles
(Geetha et al., 2003) y algunos de estos han sido evaluados para atraccion de oviposicion en
mosquitos gravidos de Culex quinquefasciatus. Se compard una formula de atraccion de
oviposicion a base de Trichoderma spp. Yy un atrayente conocido y se encontré que el hongo
fue maés atractivo (70%) respecto al otro (30%). También Trichoderma atroviride ha sido
expuesto a soluciones de nitratos de plata para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNP) y
estas han mostrado ser eficientes en el control de larvas de primer, segundo, tercer y cuarto
estadio de Ae. aegypti. Estas nanoparticulas se incrustan en la cuticula de las larvas y causan
dafios que se van manifestando a lo largo de las etapas de desarrollo del insecto (Singh &
Prakash, 2015). Este hongo ha sido probado en huevos, larvas y adultos de Xylotrechus
arvicola, una importante peste de Vifiedos; en este trabajo Trichoderma harzianum y
Trichoderma gamsii lograron una mortalidad larval superior al 65,0 % y una mortalidad adulta
del 87,5%. (Rodriguez-Gonzalez et al., 2018). Asimismo, la actividad insecticida de
Trichoderma inhamatum ha sido probada en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster
presentando porcentajes significativos de afectacion (Vallejos-Sirpa et al., 2014). Adicional a

esto, Trichoderma harzianum mezclado con la neurotoxina espinosina se ha probado sobre el
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gorgojo del trigo Sitophilus granarius (L.1758) potenciando asi su efecto de biocontrol
(Andrade-Bustamante et al., 2022).

3. Planteamiento del problema

El incremento de la poblacién humana ha desencadenado problemas ambientales y de
salud, provocando un desplazamiento de la fauna y la flora y ocasionado la proliferacion de
insectos perjudiciales para la salud humana; tal es el caso del mosquito Aedes aegypti, vector
del dengue, chikungunya, fiebre amarilla y virus del sika (Maringer et al., 2017); igualmente
las precarias condiciones de higiene de algunas viviendas, generan espacios para el crecimiento
y la propagacion de vectores, lo que ha conllevado a que las enfermedades de transmision
vectorial representen méas del 17% de todas las enfermedades infecciosas, provocando més de
700.000 muertes por afio (Organizacion Mundial de la Salud, 2020). En la busqueda de
alternativas para disminuir la dispersion de estos, se han propuesto controles culturales y de
origen quimico, pero su uso intensivo ha favorecido la aparicion de resistencia (Ranson et al.,
2008). En la busqueda de estrategias mas amigables con el ambiente y la salud humana algunos
hongos entomopatogenos se han reportados como efectivos contra los insectos vectores; como
es el caso de Beauveria bassiana sobre Triatoma infestans principal vector doméstico de
Trypanosoma cruzi causante de la enfermedad de Chagas (Forlani, 2014). En Colombia no se
reporta un gran niamero de investigaciones en el biocontrol de insectos vectores a partir de
hongos y teniendo en cuenta que este pais es un un territorio biodiverso, genera expectativas en
el ambito de la bioprospeccion, por lo cual se han generado proyectos como el de la Universidad
de Antioquia y la Universidad Libre, donde se busca realizar la bioprospeccién de hongos como
biocontroladores de Ae. aegypti en 3 zonas endémicas (La Virginia, Turbo y Nuqui) y asi
obtener diferentes aislados con potencial biocontrolador. Este proyecto pretende evaluar la
patogenicidad de 4 aislamientos de hongos muestreados en la region de Nugui (Choco) sobre

estadios larvales de Ae. aegypti en laboratorio.

4. Hipotesis
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4.1. Nula: no hay diferencias significativas en la patogenicidad de los hongos en larvas de

Aedes aegypti.

4.1.1. Alterna: si los hongos entomopatégenos tienen diferente porcentaje y tiempo de
afectacion, entonces, habra diferencias significativas en la patogenicidad sobre larvas de

Aedes aegypti.

5. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la patogenicidad in vitro de aislamientos de hongos del municipio Nuqui sobre estadios

larvales de Aedes aegypti.

Objetivos especificos

1. Determinar la actividad patogénica in vitro de los hongos sobre etapas larvales L2-L.3 de
Ae. aegypti

2. Determinar la concentracion letal 50 (CL50) del aislamiento mas patogenico sobre etapas
larvales L2-L.3 de Ae. aegypti.

3. Determinar el tiempo letal 50 (TL50) del aislamiento mas patogénico sobre etapas

larvales L2-L.3 de Ae. aegypti.

6. Materiales y métodos

6.1. Poblacion de Ae. Aegypti
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La poblacion de Ae. Aegypti fue proporcionada por una colonia de cria, sostenida por el
grupo FITOBIOL en las instalaciones del laboratorio de entomologia médica de la facultad de
medicina de la Universidad de Antioquia, donde periddicamente se hace extraccion de los

huevos producidos por las hembras.

Figura 5. Jaulas para la cria de mosquitos (Foto por Dairon Machado).

6.2. Eclosion de los huevos y mantenimiento de las larvas

Para la obtencion de las larvas se dispusieron tiras de papel con huevos de Ae. Aegypti
de 1 a 3 meses de extraidos de las jaulas, en un recipiente con agua destilada estéril y algunos
granos de alimento para peces (figura 6). Una vez eclosionados, las tiras de papel fueron
retiradas y en el transcurso de los dias se agregan mas granos de alimento. El agua estuvo a
temperatura ambiente de Medellin y se ajusté a pH 7. Las larvas se mantuvieron en el
laboratorio del grupo FITOBIOL ubicado en la Universidad de Antioquia entre 4 y 6 dias hasta
que las larvas llegaron a estadio L2-L3 donde estuvieron listas para los ensayos; las que no

alcanzaron dicha etapa fueron descartadas en alcohol al 70%.
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Figura 6. Recipiente para eclosion de los huevos y desarrollo de las larvas (23 x 37 cm ) (Foto por

Yisel Gomez).

6.3. Aislamientos de los hongos

Los hongos fueron aislados en el municipio de Nuqui (Chocd) bajo el proyecto
“Bioprospeccion de Oomycota y Hongos como biocontroladores de Aedes aegypti. En tres
zonas endémicas y evaluacion de protocolos para su produccion masiva en fermentacion liquida
mediante tanque agitado”. Este aislamiento fue llevado a cabo por el grupo de investigacion
FITOBIOL (Fitopatologia y Biotecnologia de Hongos) de la Universidad de Antioquia. Los
hongos fueron tomados de zonas urbanas cerca al malecdn, estadio y hospital de Nuqui entre
el 16 y 18 de septiembre de 2021.

6.4. Seleccidon de los hongos

Para la seleccion de los hongos se realizaron observaciones microscopicas para

identificar algunas estructuras y caracteristicas, asi como algunos ensayos preliminares de
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patogenicidad para observar el comportamiento de estos. Se escogieron 4 aislamientos del
género Trichoderma debido a su rapido crecimiento, su facilidad para desarrollarse en
diferentes medios y a su alta esporulacion. En este trabajo se nombran como ENAL, ENAZ2,
M1AS5 y HNAL. La inicial de cada nombre se refiere al sitio de donde fueron aislados (estadio,
malecon y hospital).

Figura 7. Crecimiento macroscopico de los hongos. A). MIAS5, B). ENAL, C). HNAly D). ENA2 (Foto

por Yisel Gomez).
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Figura 8. Observaciones microscopicas de los hongos (40 X). A). M1A5, B). ENAL, C). HNAL, D).
ENA2 (Foto por Yisel Gémez).

6.5. Cultivo de los hongos

Los aislamientos seleccionados se cultivaron en arroz (Cenicafé, 2006), en botellas de
vidrio de 250 ml aproximadamente, con 50 g de arroz, 25 ml de agua destilada estéril (ADE) y
18 microlitros de &cido lactico para evitar el crecimiento de bacterias (figura 9). Las botellas
con el arroz se esterilizaron al igual que los tapones de gasa con los que se cerraron las botellas.
El indculo se prepard a partir de los aislamientos fungicos mantenidos en papa dextrosa agar
(PDA); se tomaron 5 bocados de aproximadamente 1.5 cm de cada hongo y se depositaron en
tubos falcon con 15 ml de ADE/Tween-20 (0,1) % para posteriormente tomar 5 0 6 ml e
inocular el arroz por medio de una micropipeta. Para observar esporulacion los hongos se

dejaron en crecimiento aproximadamente 7 dias con luz constante en los primeros 3 dias.
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Figura 9. Cultivo de los hongos en arroz. Cada hongo fue cultivado por duplicado (Foto por Yisel

GoOmez).

6.6. Produccién del inoculo

Pasados 7 dias a cada botella se le afiadieron aproximadamente 100 ml de ADE/Tween-
20 (0.1%) y con la ayuda de palos de madera estériles (30 x 1 cm), se agito el arroz para
suspender el cultivo con el fin de separar los conidios; luego, el contenido de las botellas fue
filtrado en un recipiente de vidrio estéril por medio de una gasa, descartando el micelio y
reservando la fase acuosa con los conidios, obteniendo asi la solucion madre para cada uno de

los hongos; posteriormente, se realizaron diluciones seriadas, llevando cada aislamiento a un
. ., 1 , ., f ,
factor de dilucion de 00y luego de esto, se leyo la concentracion por medio de la camara de

Neubauer. Después de observar en la camara, se decidié utilizar una concentracién de 1 x 107
con/ml en los ensayos de patogenicidad. Esta concentracion ha sido anteriormente reportada
por diferentes autores en bibliografia revisada (Ardila-Rios, 2013), (Marin & Bustillo, 2002).
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Figura 10. Montaje para la produccidn del inéculo. (Foto por Yisel Gémez).

Objetivo 1

6.7. Prueba de patogenicidad

Con el fin de evaluar el objetivo 1 los tratamientos de esta prueba consistieron en 4
hongos (ENAL, ENA2, M1A5 y HNAL1) a una concentracion de 1 x 107 con/ml y 2 controles,
uno consistia en ADE y el otro en ADE/Tween-20 (0.1%). Cada tratamiento tenia 5 repeticiones
y esta prueba se realizd 2 veces en el tiempo. La unidad experimental evaluada fueron 20 larvas
en estadio L2-L.3 de Ae. Aegypti en un vaso transparente con un volumen final de 50 ml del
respectivo tratamiento (figura 11). Los vasos fueron cubiertos con velo suizo , se aseguraron
con un resorte plastico y fueron distribuidos de manera aleatoria. Se hicieron lecturas de
afectacion larval a las 24, 48 y 72 horas hasta observar el paso de las larvas a pupas. Las larvas
fueron alimentadas con alimento para peces 2 veces durante todo el experimento. Esta prueba
fue llevada a cabo del 1 al 6 de julio de 2022 y del 28 de agosto al 2 de septiembre de 2022.
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Figura 11. Montaje para la prueba de patogenicidad (Foto por Yisel Gomez).

6.8. Verificacion de agentes causales por medio de pruebas de Koch

La verificacion de los agentes causales se hizo por medio de observacion de las larvas
al estereoscopio buscando deformidades morfoldgicas, melanizacion, hinchamiento y
crecimiento del hongo en el cuerpo de las larvas; adicional a esto, 4 de las larvas muertas por
repeticion se sembraron en PDA. Después de aproximadamente 6 dias se verificd el crecimiento
macroscopico del hongo. Por altimo, se realizaron placas de los hongos con azul de lactofenol
y se observaron las estructuras al microscopio con el fin de evidenciar si el hongo que se aplico

fue el agente causal y de esta manera comprobar los postulados.

Objetivo 2

6.9. Prueba de concentracion letal 50 (CL50)
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Con el fin de hallar la concentracion letal 50 se utiliz6 la cepa ENAL, la cual presentd
mayor actividad contra las larvas en la prueba de patogenicidad. Dentro de los tratamientos se

evaluaron 5 concentraciones: 1 x 10,3 x 10,6 x 107, 9 x 10" y 1 x 10° con/ml y 2 controles,
uno con ADE vy el otro ADE/Tween-20 (0.1%). Cada tratamiento tuvo 5 repeticiones y el
experimento se realizd 2 veces en el tiempo. La unidad experimental evaluada fueron 20 larvas
en estadio L2-L3 en un vaso transparente con un volumen final de 50 ml del respectivo
tratamiento. Los vasos fueron cubiertos con velo suizo, se aseguraron con un resorte plastico y
fueron distribuidos de manera aleatoria. Se hizo lectura de la afectacion larval a las 24 y 48
horas y las larvas fueron alimentadas una vez durante todo el experimento. Esta prueba fue
llevada a cabo del 9 al 11 y del 28 al 30 de noviembre de 2022.

Objetivo 3

6.10. Prueba de tiempo letal 50 (TL50)

Para hallar el tiempo letal 50 se utilizO nuevamente la cepa ENAL. El tratamiento

consistié en una concentracion de 1 x 10° con/ml, debido a que esta presentd el mayor
porcentaje de afectacion larval en el experimento de concentracion letal 50. Adicional a esto,
se usaron 2 controles, uno con ADE vy el otro ADE/Tween-20 (0.1%). En total hubo 20
repeticiones y se evaluaron 4 de estas cada 8 horas al igual que los controles, el experimento se
realizé 2 veces en el tiempo. La unidad experimental fueron 10 larvas en estadio L2-L.3 en un
vaso transparente con un volumen final de 50 ml del respectivo tratamiento. Los vasos fueron
cubiertos con velo suizo, se aseguraron con un resorte plastico y fueron distribuidos de manera
aleatoria. Se realizd lectura de afectacion larval cada 8 horas en un periodo de tiempo de 40
horas (5 lecturas). Las larvas fueron alimentadas una vez durante todo el experimento. Este

experimento fue llevado a cabo del 27 al 29 de enero de 2023 y del 3 al 5 de febrero de 2023.

Resumen del disefio experimental
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Tabla 1. Resumen del disefio experimental de las 3 pruebas.

Prueba Unidad Tiempo de Concentracién Réplicas y
experimental lectura repeticiones
Prueba de 1 vaso, 50 ml 2 repli, 5 rep
patogenicidad | de tratamiento, 24,48y 72h 1x 10’ con/ml por
20 larvas tratamiento

1x107,3x 10,

1 vaso, 50 ml 6x 107, 9x 107, | 2repli,5rep

CL50 de tratamiento, 24y 48h 1x 10° con/ml por
20 larvas tratamiento
1 vaso, 50 ml 2 repli, 4 rep

TL50 de tratamiento, 5 lecturas, 1x 10° con/ml por
10 larvas una cada 8 h tratamiento

En cada unidad experimental se identificaron y se contabilizaron las larvas afectadas y
sanas y esto para encontrar un porcentaje de afectacion para lo cual se utilizo la siguiente

formula;

numero de individuos afectados 100
Total de individuos

% de afectados:

Este porcentaje de afectacion fue la variable respuesta utilizada en todas las

evaluaciones que se realizaron en este trabajo.

6.11. Analisis estadistico

Se hizo correccion de los datos con la férmula de Abbott, citada por (Rueda-Paramo,
2015), debido a que se present6 afectacidn larval en los controles. Se ajustaron los datos con
un modelo de regresion lineal simple y para probar si la distribucién de los datos era normal se
hizo una prueba de Shapiro-Wilk. Asi mismo, se realiz6 la prueba de Levene para comprobar
homocedasticidad. Como los datos no presentaron normalidad y homocedasticidad se realizd

la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comprobar si habian diferencias
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estadisticamente significativas entre los tratamientos. Ademas, se hizo un ANOVA para
observar si habia variabilidad entre las réplicas de cada una de las pruebas y, debido a las
diferencias en los datos, se analizaron de forma independiente. Todos los analisis se hicieron
por medio del software R (R Core Team, 2020).

Formula correccion de Abbott (Abbott, 1925):

(% experimento — % controles) 100

0 1 .
L COTTBgldO. (100 — % controles)

7. Resultados y discusion

7.1. Prueba de patogenicidad

En la prueba de patogenicidad se pudo evidenciar que los 4 hongos (ENAL, ENA2,
M1A5 y HNAL), presentaron afectacion larval a partir de las 24 horas, aumentando a las 48 y
mostrando una afectacion alta a las 72 horas. Por el contrario, la mortalidad en los controles no
superd el 5%, entonces, teniendo en cuenta la poca variacion de los porcentajes de afectacion
en los controles se puede inferir que el agua destilada estéril y el agua destilada esteril/Tween-
20 (0,1%) no ejercen un efecto representativo sobre las larvas, en consecuencia, las muertes
pueden ser debido a eventos aleatorios o a algin dafio mecéanico debido a la manipulacion de
estas. La afectacion se midio en el porcentaje de larvas muertas que tuviera cada repeticion.
Las larvas muertas se reconocieron por la ausencia de movilidad en presencia de un estimulo
luminico, blanqueamiento de sus cuerpos e hinchamiento, al igual que sefiales de crecimiento
fungico en zonas como la cabeza, térax, segmentos del abdomen, branquias terminales e incluso
en el sifon (figura 12). Por lo general, eran encontradas en el fondo del vaso y eran retiradas

con la ayuda de una pipeta pasteur.

28



Figura 12. Observacion del crecimiento del hongo en el cuerpo de las larvas (estereoscopio)

(Foto por Yisel Gomez).

Porcentaje de afectacion larval en el tiempo
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Porcentaje de afectacion en el tiempo (2 réplica)
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Figura 13. Porcentaje de afectacion larval en el tiempo. ENAL (negro), ENA2 (gris), HNA1
(verde), M1AS5 (naranja), CONTROL (azul).

En la primera réplica el hongo ENAL presento el porcentaje mas alto de afectacion con
(94,6 %), seguido de ENA2 (38 %), HNAL (19 %) y por ultimo, M1A5 con (7.2 %) presentando
el valor mas bajo de afectacion. En la segunda réplica se pudo evidenciar nuevamente que
ENAL presentd mayor afectacion (97,8 %), seguido de HNA1 con (76%), ENA2 (55%) y
M1A5 (56%). Siguiendo los resultados de las 2 réplicas, el hongo ENAL tendi6 a presentar los
valores mas altos de afectacion, diferente a ENA2 que se mantuvo con niveles medios y siempre
por debajo de ENAL. A pesar de que el aislamiento HNAL presenté un porcentaje alto en la
segunda réplica, también se mantuvo por debajo de los porcentajes de ENAL. EIl hongo M1A5
fue el aislamiento que presentd valores mas bajos de afectacion larval. Las réplicas se tomaron
por separado debido a que entre estas se presentaban diferencias estadisticas al analizar por un
anova factorial. Sin embargo, en las 2 réplicas el hongo ENA1 generdé mayor porcentaje de

mortalidad, razén por la que se escogio para los analisis de CL50 y TL50.

Siguiendo los postulados de Koch, el crecimiento de los hongos a partir de las larvas se
pudo observar aproximadamente a los 3 0 4 dias y la esporulacion a los 7 dias, indicada por el
color verde que es caracteristico del género Trichoderma. Los aislamientos se diferenciaban
por su forma caracteristica de crecimiento, las diferentes tonalidades del verde, la influencia

sobre el medio de cultivo y el tiempo que tardaban en esporular, siendo ENA2 el que requeria
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mas tiempo. La identificacion microscopica del género se hizo a partir de las estructuras

asexuales que son los conidiéforos, evidenciando la presencia de maltiples conidios.

El porcentaje de afectacion de los datos no exhibié una distribucién normal, por lo tanto,
se realizé un andlisis no paramétrico con la prueba de Kruskal-Wallis. Con un valor-p < 0.05
en la primera réplica se obtuvo (0.00008472), entonces, se determina que si hay diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos. Para la segunda réplica se obtuvo

(0.000061), presentando también diferencias estadisticamente significativas.

Porcentaje de afectacion prueba de patogenicidad
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Figura 14. Prueba de patogenicidad. Analisis no paramétrico de Kruskal-wallis, letras
diferentes muestran diferencias estadisticas.

En los dltimos afios muchos investigadores se han interesado por buscar productos
extraidos de organismos como plantas, hongos y bacterias, como alternativa al uso de
insecticidas quimicos para su implementacion en el manejo integrado de plagas. Los hongos
han demostrado tener potencial insecticida y larvicida y podrian ser usados como
bioplaguicidas. Lo ventajoso de utilizar microorganismos como bioplaguicidas es su facil
descomposicién en el ecosistema y en el caso de este trabajo, al ser los aislamientos endémicos
del lugar es probable que su toxicidad sea selectiva y no interfiera en el equilibrio del
ecosistema. Los aislamientos de Trichoderma spp. podrian estar produciendo proteasas y
quitinasas que destruyen las membranas de las larvas o sustancias que se difunden de manera
intercelular y destruyen los componentes celulares, sin embargo, esto corresponde a otra fase
de investigacion, limitando este estudio al potencial patogénico que tiene el hongo en general

sobre las larvas del diptero.

Dentro de los reportes existentes de Trichoderma spp. como entomopatdgeno esta
Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma viride; estos han sido probados sobre larvas de
Aedes aegypti en condiciones de laboratorio y han encontrado que los metabolitos secundarios
extracelulares tienen un efecto de toxicidad sobre las larvas L3 del diptero, encontrando
porcentaje considerables de afectacion al igual que los obtenidos en este trabajo (Perera et al.,
2023). La especie Trichoderma asperellum también ha sido probada sobre Ae. Aegypti v,
gracias a la accion de los peptaiboles, que son péptidos que pueden inducir citotoxicidad e
incluso apoptosis, despues de 60 horas de exposicion el 80% de las larvas estaban muertas (da
Silveiraet al., 2019), igual que el efecto producido por el hongo ENAL. La especie Trichoderma
asperellum también ha llamado la atencién por la accion de enzimas quitinoliticas en la cuticula
larvaria de este diptero, generando la muerte del 100% de las larvas después de 72h, siendo
estos resultados concordantes con los obtenidos en este trabajo, debido a que, después de las

72 horas, el 100% de las larvas murieron para el hongo ENAL (da Silveira et al., 2017).

Otro caso interesante es la evaluacion de la actividad larvicida de hongos nativos de

México sobre Ae. aegypti. Trichoderma longibrachiatum causé mortalidad del 100% de las

larvas a las 24 horas con una concentracion de 1 x 710° con/ml, siendo el aislamiento mas

virulento en comparacion con Aspergillus aculeatus y Metarhizium anisopliae., demostrando
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asi, el alto potencial patogénico que tiene el género Trichoderma (Cisneros-Véasquez et al.,
2023), o el reportado en un estudio en la Amazonia donde se sometieron larvas de Ae. aegypti
a diferentes aislamientos. Trichoderma atroviride obtuvo porcentajes de mortalidad de 83,3 %
alas 24 h, 93,3 % a las 48h y 96,6 % a las 72 horas a una concentracion de 500 pg/ml, siendo
el comportamiento de este aislamiento comparable con los obtenidos para las diferentes cepas
en este trabajo (De Oliveira et al., 2021). Estos resultados apuntan a un potencial uso
biotecnoldgico de moléculas bioactivas o productos derivados de los hongos para el control de

vectores, generando efectos tdxicos en algunos dipteros.

7.2. Prueba de concentracion letal 50 (CL50)

La prueba de concentracion letal 50 realizada dos veces en el tiempo fue leida a las 48
horas. En el primer ensayo la concentracion 1 x 70" con/ml obtuvo (11%) de afectacién, seguido
de 3 x 107 (69%), 6 x 107 (73%), 9 x 107 (90%) y 1 x 10° con/ml (99%) (tabla 2). En el segundo
ensayo la concentracion 1 x 70’ con/ml obtuvo (15%) de afectacion, seguido de 3 x 107(76,5

%), 6x 107 (83,5 %), 9 x 10" (93%) y 1 x 10° con/ml (99,5 %) (tabla 3). La mortalidad de las
larvas se relaciond con el aumento de la concentracion de conidios en los tratamientos
evaluados, entonces, a mayor concentracion mayor fue el porcentaje de afectacion. Las larvas
en estos tratamientos mostraban hinchamiento, blanqueamiento, pérdida de movilidad y el
crecimiento del hongo en sus estructuras. A diferencia de esto, las larvas en los controles no

presentaron ningun signo de afectacion.

Porcentaje de afectacidn de las diferentes concentraciones de ENAL sobre Aedes aegypti

Tabla 2. Porcentaje de afectacién de las diferentes concentraciones para la primera réplica.
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Concentracion Porcentaje

(con/ml)
1x 107 11 %
3x 107 69 %
6x 107 73 %
9x 107 90 %
1x108 99 %

Tabla 3. Porcentaje de afectacion de las diferentes concentraciones para la segunda réplica. .

Concentracion Porcentaje
(con/ml)
1x 107 15 %
3x107 76.5 %
6x 107 83.5 %
9x 107 93 %
1x 108 99.5 %

Porcentaje de afectacion prueba concentracion letal 50
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Figura 15. Porcentaje de afectacion larval por las diferentes concentraciones para la primera'y

segunda réplica

En la figura 15 se puede observar que ambas réplicas tienen un crecimiento exponencial,
mostrando porcentajes de afectacion bajos para la concentracion mas baja y un incremento
considerable para la segunda concentracion. Después de esto, el crecimiento de la grafica se

hace constante, aumentando el porcentaje de afectacion a medida que aumenta la concentracion.

Mediante un andlisis probit con un intervalo de confianza del 95% en el programa R se

obtuvieron las concentraciones letales medias (CL50) para las 2 réplicas en el tiempo. Para la
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primera réplica la CL50 fue 2.4628 x 10’con/ml y para la segunda réplica fue 1.0450 x 0’
con/ml. A pesar de que estas concentraciones letales medias son altas comparadas con
concentraciones reportadas en la literatura, como por ejemplo, CL50 de 1,17x10* con/ml de
Metarhizium rileyi (anteriormente Nomuraea rileyi) para el control de larvas de Spodoptera
frugiperda (Espinel et al., 2014); CL50 de 9,0 x 10° con/ml de Beauveria bassiana para el
control de larvas de Diatraea saccharalis (Garcia et al., 2018) o CL50 de 3,5 x 10° con/ml y
6,8 x 10° con/ml de B. bassiana sobre larvas de Duponchelia fovealis (Baja et al., 2020); este
aislamiento tarda muy poco tiempo en actuar, mostrando resultados incluso a las 24 horas con
porcentajes muy altos de afectacion.

Al igual que en este trabajo, otros estudios han reportado CL50 altas, como por ejemplo
el obtenido en un estudio en Colombia con Verticillium lecanii sobre huevos proximos a
eclosionar de Aleurotrachelus socialis, reportando una CL50 de 1,4x10” con/ml (Alean-C et
al., 2004) e incluso mayores como el reportado para el género Isaria en un estudio para el
control de la broca del café donde se obtuvo 0,11x109 UFC.ml—1 (Lezcano-B et al., 2015) o
las concentraciones 2.0 x 108,1.7 x 10'%y 8.0 x 10° con/ml para 3 cepas de Beauveria bassiana
para el control de Conotrachelus dimidiatus (Cerna-Chavez et al., 2021). Trichoderma spp. no
solo ha sido probado para el control de Ae. Aegypti sino también para el control de mosquitos
del género Anopheles (vector de la malaria), presentado actividad larvicida; Trichoderma
asperellus mostré valores de CL50 de 2,68 x 107 con/ml y TL50 de 12,33 horas (Podder &
Ghosh, 2019).

Concentracion letal 50

Tabla 4. Concentracion letal 50 de ENAL sobre larvas de Aedes aegypti.

Réplica CL30
Primera 2.462 x 107 con/ml
Segunda 1.0450 x 107 con/ml
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7.3 Prueba de tiempo letal 50 (TL50)

Para la prueba tiempo letal 50 realizada dos veces en el tiempo se hicieron 5 lecturas,
una cada 8 horas. En el primer ensayo a las 8 horas se obtuvo (45%) de afectacion, a las 16
horas (72,5%), a las 24 horas (90 %), a las 32 horas (95%) y a las 40 horas (97,5%). En el
segundo ensayo a las 8 horas se obtuvo (47,5%) , a las 16 horas (67,5%), a las 24 horas (80%),
a las 32 horas (92,5%) y a las 40 horas (100%) de afectacion.

Porcentaje de afectacion en los diferentes tiempos de ENAL sobre Aedes aegypti

Tabla 5. Porcentaje de afectacion en los diferentes tiempos

Tiempo (horas) Porcentaje
8 46,25 %
16 70 %
24 85 %
32 93,75 %
40 98,75 %

Con las dos réplicas se realizé un andlisis en bloque mediante el programa R, donde el
blogue era el tiempo; al no encontrar diferencias significativas en las varianzas entre ambos

experimentos, los datos se tomaron en conjunto y se unieron para los analisis. Mediante un
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analisis probit con un intervalo de confianza del 95% se obtuvo el tiempo letales medio (TL50)
9.45 horas (figura 16).

Porcentaje de afectacion prueba de tiempo letal 50

Tiempo letal 50

93,75 98,75

100 8 7T .

9 |
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30
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18 t16 t24 132 40
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Figura 16. Porcentaje de afectacion larval en los diferentes tiempos.

Segun lo reportado en la literatura, 9.45 horas es una fraccion de tiempo muy corta para
que el 50% de las larvas de Ae. aegypti mueran. Esto podria ser ventajoso en el momento de
pensar en generar un bioformulado, ya que, entre menos tiempo se demore en actuar, mas rapido
sera el proceso de control del organismo de interés. Por ejemplo, para Beauveria bassiana se
ha reportado un TL50 de 4.7 dias - 9.8 dias para el control de Premnotrypes vorax (gusano
blanco de la papa) (Rivera & Pinto, 2001); o de 7 dias para controlar el 50% de la poblacién
de larvas de Ae. Aegypti (Rebaza-Sanchez et al., 2020); asimismo, se encontré que se necesita
un TL50 de entre 6 a 7 dias para el control del mosquito Ae. Aegypti por parte de diferentes
cepas de Metarhizium anisopliae aisladas de Buenos Aires, Argentina (Falvo et al., 2019).

Para el control de este diptero no solo han sido probados hongos, sino también diferentes
grupos de plantas y otros microorganismos, como es el caso de Bacillus thuringiensis, bacteria
que produce delta-endotoxinas con alto efecto tdxico sobre las larvas de Ae. Aegypti, sin

embargo, esta bacteria necesita un tiempo letal medio de 72 horas para obtener una tasa de
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mortalidad del 57% de las larvas (L6pez-Ordofiez & Marroquin, 2015), diferente al tiempo letal
medio obtenido para ENA1, que es mucho mas bajo que este.

A pesar de que el aislamiento ENAL necesita una dosis letal media por encima de 1x
107 con/ml (figura 15), es importante considerar que necesita menos de 10 horas para controlar
el 50% de la poblacion de interés de Ae. Aegypti. Esta accion acelerada podria ser importante
en el momento de implementar un plan de control que requiera resultados rapidos. Estos
resultados son importantes ya que, es prioritario ampliar el espectro de estrategias de control
vectorial a ser utilizadas. Por lo tanto, se sugiere que ENAL es potencial biocontrolador y tras
mas estudios, podria ser utilizado en reservorios de agua urbanos como tanques de agua, llantas
usadas, etc., ademas de acompafar a las estrategias vectoriales dirigidas a controlar los estadios
adultos del vector del dengue.

8. Conclusiones

Los aislamientos fangicos del género Trichoderma sp. tomados de Nuqui (Choco) tiene
potencial patogénico sobre las larvas de Aedes aegypti. Los 4 aislamientos probados ENAL,
ENA2, M1A5 y HNAL presentaron diferencias en el porcentaje de afectacion siendo el hongo

ENAL el mas patogénico. En la determinacion de la concentracion letal 50 se exhibieron

concentraciones de 2.4628 x /0’ con/ml y 1.0450 x 10’ con/ml y para el tiempo letal 50 se
obtuvo 9.45100 horas. Las concentraciones alcanzadas son un poco altas en comparacion con
la literatura, sin embargo, el TL50 es muy bajo, necesitando poco tiempo para que el 50% de
la poblacion de interés muera. Una proxima etapa de este trabajo seria hacer identificacion y
extraccion de los metabolitos que son tdxicos para las larvas de este diptero y asi identificar el

agente causal de la mortalidad.

9. Recomendaciones

En el protocolo de eclosion de los huevos es importante la temperatura y el pH del agua,
ya que al utilizar pH por debajo de 5, los huevos se demoran en eclosionar y las larvas tienen

crecimientos mas lentos, adicional a esto, al pasar por diferentes periodos de lluvia y sequia
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durante el afio en el tropico, en las temporadas mas frias los huevos tardan méas en eclosionar,
razén por la cual se recomienda someter a incubacién. También es importante mencionar que
una vez los huevos son retirados de la colonia de cria van perdiendo viabilidad con el paso del

tiempo. Otro factor determinante es la concentracion de indculo en el porcentaje de mortalidad

de las pruebas, siendo concentraciones menores a 1x/0° con/ml menos efectivas, causando
poco o nulo efecto en las larvas. La alimentacion larval es igual de importante, ya que en
ausencia de alimento, se cree que las larvas tienden a cometer canibalismo; asi mismo, la
manipulacién de estas debe hacerse con cuidado debido a que se pueden generar muertes por

dafo mecanico.
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