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RESUMEN

En busca de una alternativa de control del mosquito Culex quinquefasciatus en dreas urbanas se desarrollo
el proyecto: “Evaluacion de microorganismos biocontroladores sobre el mosquito Culex quinquefasciatus”
cuyo objetivo fue evaluar la capacidad biocontroladora de diferentes hongos entomopatégenos sobre larvas
del mosquito a nivel de laboratorio. Se evaluaron 16 aislamientos de hongos en diferentes concentraciones.
Se constataron diferencias en el porcentaje de mortalidad producido en larvas de Cx. quinquefasciatus
dependientes del tipo de aislamiento, de la concentracién utilizaday del tiempo de exposicion. Los aislamientos
que presentaron el nivel de mortalidad mds alto pertenecen a la especie Metarhizium anisopliae, seguidos
por aislamientos de la especie Beauveria bassiana. EI aislamiento que presento el mayor nivel de mortalidad
(100%) en menor tiempo de exposicion (24 horas) fue Metarhizium anisopliae 99068 en una concentracion
de 1x106 e¢/ml. Por lo tanto este aislamiento es recomendado para su evaluacion en campo y desarrollo de
un producto comercial.

Palabras clave: control bidlogico/ Culex quinquefasciatus/ hongos entomopatogenos/ Metarhizium
anisopliae.

ABSTRACT

Looking for a control alternative of Culex quinquefasciatus in urban areas, the research: “Biocontrol
microorganisms evaluation against the mosquito Culex quinquefasciatus” was developed, whith the
objective of assess entomopathogenic fungi against mosquito larvae in laboratory essays. Sixteen fungal
isolates were evaluated, in different spore concentrations. Differences in larvae mortality were obtained,
according to fungal isolate, spore concentration and exposure time used. Fungal isolates which displayed
the higher mortality level were Metarhizium anisopliae isolates, followed by Beauveria bassiana. The isolate
that achieved the higher mortality level (100%) in the shorter period of time (24 hours) against Culex
quinquefasciatus larvae, was Metarhizium anisopliae 99068 with a spore concentration of 1x106 spores/
ml. Therefore this isolate is recommended for field evaluation and for a commercial product development.

Key words: Biological Control / Culex quinquefasciatus / entomopathogenic fungi / Metarhizium
anisopliae.
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Evaluacion de hongos entomopatdgenos para el control biolégico del mosquito Culex quinquefasciatus

1. INTRODUCCION

l ] n problema comun de las zonas urbanas
cercanas a embalses, humedales y rios
es la presencia del mosquito o zancudo

cuyo nombre cientifico corresponde a Culex

quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae). La
picadura de este mosquito ocasiona problemas
de salud como alergias e infecciones dérmicas

y se ha confirmado como vector de Filariasis

(Wuchereria bancrofti y Dirofilaria immitis),

del virus del Nilo occidental y de los virus cau-

santes de la encefalitis de San Luis y la encefa-
litis equina venezolana, entre otros (Rivas et al.

1997; Goddard, Roth, Reisen, & Scott, 2002).

Este mosquito tiene un ciclo de vida cuyas eta-
pas de huevo, larva y pupa se desarrollan en el
agua y una etapa de adulto que se desarrolla
en un medio terrestre y aéreo (Marino, 1995).
Las hembras requieren como alimento la sangre
para madurar y depositar sus huevos los cua-
les son ovipositados en forma de balsa en aguas
residuales con alto contenido de materia orga-
nica (Villarreal & Gonzélez, 1995)

El desarrollo de las larvas del mosquito
C.quinquefasciatus, se ve ampliamente favore-
cido por la presencia de vegetacién acuética flo-
tante y muy especialmente de la planta conocida
como buchoén (Eichornia crassipes). Esta planta
protege las larvas del mosquito de la radiaciéon
solar directa y de los depredadores.

En Colombia, Culex quinquefasciatus se distri-
buye por todo el territorio nacional en alturas
que van desde los 0 hasta los 3000 metros sobre
el nivel del mar. (Becerra 1992, citado por Gar-
cia & Londofio, 2007).

Dentro de las alternativas de control de especies
plaga y vectores de enfermedades tropicales se
encuentran: el control quimico, el control biol6-
gico y el mejoramiento del medio ambiente.

El control biolégico es una alternativa de menor
impacto ecolégico que el control quimico, al
igual que permite un manejo seguro para la
salud humana. El éxito del control biol6gico se
basa en la exacta ubicacion de aquellos sitios

donde se crian las especies a controlar y la acer-
tada eleccién del agente controlador.

Este articulo describe los resultados de la
investigacion “Evaluacion de microorganis-
mos biocontroladores sobre el mosquito Culex
quinquefasciatus” realizada en el programa de
ingenierfa ambiental de la Universidad Auté-
noma de Colombia y cuyo objetivo fue evaluar
la capacidad biocontroladora de diferentes hon-
gos entomopatogenos sobre larvas del mosquito
Culex quinquefasciatus a nivel de laboratorio.

2. METODOLOGIA
2.1. Obtencion de larvas

Las larvas utilizadas en los bioensayos fue-
ron recolectadas en sitios con proliferacion de
Eichornia crassipes (buchoén): Sector del Dique
y sector Neruda en el embalse del Mufa (muni-
cipio de Sibaté) y el Rio Bogota (limites entre
Mosquera y el Distrito).

Las larvas recolectadas fueron colocadas en
cuarentena con un minimo de 72 horas, selec-
cionando las larvas activas de tercer estadio
para la realizacién de los bioensayos.

2.2. Seleccion y obtencion de hongos
entomopatégenos

Los microorganismos utilizados para la realiza-
ciéon de bioensayos fueron obtenidos a partir de
dos fuentes: Aislamientos cedidos por la Funda-
cion Centro de Biotecnologia Mariano Ospina
Pérezl (Tabla 1), y Hongos aislados e identifica-
dos durante el desarrollo del proyecto.

La metodologia de aislamiento de hongos con-
sisti6 en la recoleccion de cadaveres de insectos
de la ronda del humedal La Conejera (Bogota)
y su posterior tratamiento en laboratorio. Los
insectos recolectados fueron desinfectados con
una solucién de hipoclorito de sodio al 1% y
fueron colocados en cdmara hiimeda para posi-
bilitar el desarrollo de hongos entomopatége-
nos, en aquellos casos donde esta haya sido
la causa de la muerte del insecto. En los casos
donde se evidenci6 la presencia de hongos, las
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estructuras presentes (micelio o esporas) fueron
transferidas al medio de cultivo Sabouraud con
cloranfenicol (SDAC).

La identificaciéon de hongos a nivel de género se
realizo a través de identificacion de estructuras
de reproduccién caracteristicas y comparaciéon
con claves taxonémicas (Domsch, Anderson,
1980; Humber,1988; Lomer &Lomer, 1996).

Tabla 1
Aislamientos cedidos por el Centro de Biotecnologia
Mariano Ospina Pérez

Aislamiento Gener?y Insecto hospedero
especie
Beauveria ORDEN
CEN 9205 bassiana LEPIDOPTERA- Larva
Cebiopest® | Diatraea saccharalis
CEN 9236 Mcitarh'zzmm Desconocido
anisopliae
Paccil ORDEN
CEN 9301 | "¢CHOMYCeS || EPIDOPTERA- Larva
lilacinus o
Leptopharsa gibbicarina
Metarhizi ORDEN
CB 990614 |-V CH"AUIN | 6O EOPTERA- Larva
anisopliae p
remnotrypes vorax
Metarhizium ORI
CB 99068 anisonlide COLEOPTERA-
P Adulto
B . ORDEN
CB Eu2 CaUverit |1 EPIDOPTERA- Larva
bassiana
Euprosterna eleasa
Beauveri ORDEN
CB Lel CAUvErit |1 EPIDOPTERA- Larva
bassiana
Loxotoma elegans

2.3. Realizacion de Bioensayos

Se suspendieron las esporas de cada hongo
entomopatégeno en soluciéon de de Tween 80®
al 0.05%. La concentracién de cada suspension
se determiné mediante recuento microscépico
de esporas en cdmara de Neubauer y se ajusto
mediante diluciones decimales de acuerdo a la
concentraciéon de cada tratamiento.

Los bioensayos se realizaron con larvas del mos-
quito Culex quinquefasciatus de tercer estadio
basandonos en la metodologia disefiada por
Montero, G. (comunicaciéon personal, febrero
1995).

2.4. Diseio experimental

El disefio experimental fue completamente al
azar. Cada tratamiento conté con cuatro répli-
cas. Cada réplica consistié en un vaso de pre-
cipitado de 600 ml de capacidad con un volu-
men de 250ml de suspensiéon de esporas de
cada hongo en concentraciones comprendidas
entre 1x105 y 1x107 esporas/ml, en solucién de
Tween 80 al 0.05%.

A cada vaso de precipitado fueron adicionadas
21 larvas de tercer estadio. Las larvas fueron
expuestas en forma continua durante 5 dias y
se agrego alimento (truchina) a cada vaso. Los
Bioensayos se realizaron en condiciones de
laboratorio (temperatura promedio de 18°C)

Se estableci6 un control para los tratamientos
realizados en el mismo periodo de tiempo.
Cada control consistié en 4 vasos de precipi-
tado con 21 larvas cada uno en las mismas con-
diciones de los tratamientos pero sin aplicaciéon
de hongo.

La variable respuesta evaluada fue el porcen-
taje de mortalidad obtenido a las 24, 48, 72,96 y
120 horas de exposicion.

Los datos de porcentaje de mortalidad fue-
ron corregidos mediante la férmula de Abbott
(Abbott,1925):

% mortalidad expuestos - % mortalidad control
X 100
100 - % mortalidad control

Esta formula fue aplicada siempre que la morta-
lidad del control se encontré entre el 5% y 20%.
Aquellos bioensayos donde la mortalidad en el
testigo fue superior al 20% fueron descartados
(WHO, 2005).
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2.4. Analisis estadistico

Se realiz6 la transformacion de los datos de
mortalidad a través de la férmula = Arcsen (V X
/100), con el fin de normalizar los datos. Se rea-
liz6 el andlisis de varianza ANOVA y se com-
pararon las medias proporcionales mediante
la prueba de Tukey. Se tom6 como limite el 5%
(0,05) para el valor de la significacién. Se uti-
liz6 el programa estadistico SPSS version 11.5.0
(2002).

La variable independiente fue el tiempo de
exposicion expresado en horas, mientras la
variable dependiente o variable respuesta fue
el porcentaje de mortalidad (% mortalidad)
para todos los analisis; también, se tuvieron en
cuenta tres variables factor que fueron:

e Aislamiento
¢ Concentracion

* Género de hongo

Se procedi6é a analizar los resultados de la
siguiente manera:

* Se analiz6 cada aislamiento comparando
las concentraciones entre si.

* Secompararon losaislamientos del mismo
género con cada concentracion evaluada.

* Se compararon los aislamientos de dife-
rentes géneros con cada concentracién
evaluada.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 2 muestra Los hongos aislados a partir
de cadaveres de insectos y utilizados para los
bioensayos con larvas de Cx. quinquefasciatus,
y las tablas 3 a 7 muestran los tratamientos rea-
lizados con los datos de mortalidad promedio
obtenidos y corregidos de acuerdo a la férmula
de Abott (1925).

Tabla 2
Aislamientos a partir de cadaveres de insectos
Codigo aislamiento Género Insecto hospedero Lugar de aislamiento
) Embalse del Muiia
FUAC S1-02 Paecilomyces sp. Orden COLEOPTERA- Adulto ) )
Zona Dique Hospital
e Embalse del Muha
FUAC S1-03 Lecanicillium sp. Orden COLEOPTERA- Adulto ) ]
Zona Dique Hospital
o Orden DIPTERA- Larva Embalse del Muiia
FUAC S1-05 Penicillium sp. . ) . ]
Culex quinquefasciatus Zona Dique Hospital
o Embalse del Muha
FUAC S1-13 Penicillium sp. Orden COLEOPTERA- Adulto ) ]
Zona Dique Hospital
FUAC S2-02 Lecanicillium sp. Orden COLEOPTERA- Adulto Humedal La Conejera
FUAC S2-06 Paecilomyces sp. Orden COLEOPTERA- Adulto Humedal La Conejera
FUAC 52-07 Hirsutella sp. Orden COLEOPTERA- Adulto Humedal La Conejera
FUAC 52-10 Lecanicillium sp. Orden COLEOPTERA- Adulto Humedal La Conejera
FUAC S2-19 Lecanicillium sp. Orden COLEOPTERA- Adulto Humedal La Conejera
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Datos promedio de mortalidad corregida segun Abbot

Tabla 3

expresados en porcentaje para la especie Beauveria bassiana

Hongo Concentracion 0 hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
f;g:;;’;;”;z 05 [1x 107 esporas/ml] | 0,0 387 | 573 73,3 773 | 80,0
5;5;22%205 [1x 10° esporas/ml] | 0,0 0,0 4,4 20,6 63,2 63,2
f;f;‘.zzgagz 05 [1 x 105 esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
fﬁfﬁﬁ;’iﬁ‘;uz [1x 107 esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 0,0 29,4 29,4
fﬁfﬁﬁfﬂéuz [1x10° esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 24,3 53,3 66,7
ESS;ZZZEILEI [1 x 107 esporas/ml] 0,0 0,0 0,0 80,3 89,5 89,5

Tabla 4

Datos promedio de mortalidad corregida segin Abbot expresados en porcentaje para el género Lecanicillium

Hongo Concentracion 0 hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
ecanicilium sp- [1x 107 esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 38 | 120 | 151
Iéi%’;idllium 5P [1 x 10° esporas/ml] 0,0 0,0 24 19,0 31,0 41,7
égﬁt{l};icillium sp. [1 x 107 esporas/ml] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ggft(z);icillium sp. [1 x 10° esporas/ml] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
giggicillium sp. [1 x 105 esporas/ml] 0,0 0,0 0,0 0,0 59 59
é;ﬁ;gicillium sp. [1 x 107 esporas/mi] 0,0 8,9 19,9 20,5 46,6 65,8
égﬁgiéicillium sp. [1 x 10 esporas/ml] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ocanicilium sp- [1x 107 esporas/ml] | 0,0 00 | 134 | 411 | 548 | 616
Locanicilium sp- [1x 10° esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 L7 | 31 31
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Tabla 5

Datos promedio de mortalidad corregida segun Abbot expresados en porcentaje
para la especie Metarhizium anisopliae

Hongo Concentracion 0 hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
ﬁfﬁggﬂfé“g’; . [1x 107 esporas/ml] | 0,0 25,0 57,3 87,5 88,9 90,3
ﬁ?gﬁ;}lﬁéug’; 6 [1 x 10° esporas/ml] 0,0 19,6 78,1 78,1 78,1 78,1
%fstzgl’:jg;";o o [1x 107 esporas/ml] | 0,0 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 100,0
ﬁfstzgllgemg’go o [1x 10 esporas/ml] | 0,0 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 100,0
%fstg;’;’;”g”;o o5 [1x 10° esporas/ml] | 0,0 00 | 176 | 471 | 471 | 4721
ﬁf:ggl‘;;e”;’go c14 [1x 107 esporas/ml] | 0,0 21,5 93,0 93,0 98,6 | 100,0
ﬁf:g;}llzg’go 514 [1x 10 esporas/ml] | 0,0 74,3 97,1 98,6 98,6 | 100,0
ﬁfstg;}l‘l’;;”g”;o ” [1x 10° esporas/ml] | 0,0 03 | 438 | 630 | 726 | 753

Tabla 6
Datos promedio de mortalidad corregida segun Abbot expresados en porcentaje para el género Paecilomyces

Hongo Concentracion 0 hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
if;;i‘;%egl [1x 107 esporas/ml] | 0,0 0,0 37 | 137 | 163 | 240
gfggomy ces sp- [1x 107 esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 6,5
ggfggomy ces sp- [1x 106 esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 81
deg’éomy ces op- [1x 107 esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 1,1
ggfgzomy ces sp- [1x 106 esporas/ml] | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ggfggomy ces sp- [1x 10° esporas/ml] | 0,0 0,0 16,7 62,7 65,3 68,0
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Tabla 7
Datos promedio de mortalidad corregida segun Abbot expresados en porcentaje
para los géneros Penicillium e Hirsutella

Hongo Concentracion 0 hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
Penicillium sp. S1-05 | [1 x 107 esporas/ml] 0,0 0,0 2,9 33,8 33,8 33,8
Penicillium sp. S1-05 | [1 x 10° esporas/ml] 0,0 0,0 0,0 71 23,1 474
Penicillium sp. S1-05 | [1 x 10* esporas/ml] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Penicillium sp. S1-13 | [1 x 10° esporas/ml] 0,0 6,8 6,8 12,3 12,3 12,3
Penicillium sp. S1-13 | [1 x 10° esporas/ml] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 14
Hirsutella sp. S2-07 [1 x 10° esporas/ml] 0,0 0,0 12,3 12,3 28,8 39,7
Hirsutella sp. 52-07 [1 x 10° esporas/ml] 0,0 59 441 48,5 58,8 58,8

3.1. Analisis por concentracion:
1x105 e/ml

En la gréfica 1 se presentan los resultados de
los 9 aislamientos evaluados en la concentra-
cion de 1x105 e/ml. De acuerdo a la prueba de
Tukey podemos ordenar estos aislamientos en
3 grupos:

1. Aislamientos que expresaron la maxima
mortalidad a las 72 horas y no se diferen-
cian significativamente entre si:

a. Metarhizium  anisopliae 990614
(63,01%), Metarhizium anisopliae
99068 (48,63%),y Synnematium S2-07
(48,53%).

2. Aislamientos que expresaron el maximo
nivel de mortalidad a las 120 horas, sin
diferenciarse en forma significativa con el
anterior grupo:

a. Penicillium S1-05 (47,44%).

3. Aislamientos cuyo nivel de mortalidad
fue equivalente a 0%:

a. Beauveria bassiana 9205, Lecanicillium
52-02, Metarhizium anisopliae 9236 y
Penicillium S1-13.

AISLAMIENTOS 1X10/5e/ml

% Mortalidad

10,0 W,

06 o - —X —=3
ohr 24 hr 48 hr 72hr 96 hr 120 hr
Tiempo de exposicion
=4=B.b. 9205 == Lec. 52-02 M.a. 9236 ¥--M.a.99068 ==h=M.a.990614

Paec. S2-06 Penic. $1-05 Penic. 51-13 Hirsut. $2-07

Grafica 1. Porcentaje de mortalidad
en la concentracion 1 x 105 esporas/ml

3.2. Anadlisis por concentracion:
1x106 e/ml

En forma similar a la anterior concentracion, los
resultados obtenidos con 12 aislamientos eva-
luados con la concentracion de 1x106 e/ml, se
presentan en dos grupos de aislamientos. En
la grafica 3 se presentan los aislamientos que
presentaron niveles de mortalidad superiores a
40% y en la grafica 4 los aislamientos que pre-
sentaron valores por debajo del 40%.

De acuerdo al analisis de medias por la prueba
de Tukey podemos agrupar los aislamientos de
la siguiente manera:
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1. Aislamientos que presentaron mortalida-
des equivalentes al 100%:

a. En 24 horas: Metarhizium anisopliae
99068.

b. En 48 horas: Metarhizium anisopliae
990614 y Metarhizium anisopliae 9236.

2. Aislamientos que presentaron mortalida-
des intermedias:

a. En 96 horas: Beauveria bassiana 9205
(63,24%) y Beauveria bassiana Eu2
(53,33%).

b. En 120 horas: Lecanicillium S1-03
(41,67 %).

3. Aislamientos que presentaron mortalida-
des equivalentes a 0%:

a. Lecanicillium S2-02; Lecanicillium
52-10; Lecanicillium S2-19; Paecilomy-
ces 51-02; Paecilomyces S2-06 y Penici-
[lium S1-13.

AISLAMIENTOS 1X10/6e/ml

% Mortalidad

o0 i —
ohr 24hr 48 hr 72hr 96 hr 120 hr
Tiempo de exposicion
Lec.51-03
M a QaNA14

=4—B.b. 9205
b M 2 Q73R

~—B.b. Eu2
i M 2 QQNASR

Grafica 2. Porcentaje de mortalidad superior al 40%
en la concentracion 1 x 106 esporas/ml

AISLAMIENTOS 1X10/6e/ml

% Mortalidad
&
=

15,0 x X

% & ——R

ohr 24hr a8 hr 72hr 96 hr 120 hr
Tiempo de exposicion
Lec. S2-19
Penic. $1-13

—#=—Lec. 52-02
¥ Paec. $1-02

~—Lec. 52-10
=== Paec. 52-06

Grafica 3. Porcentaje de mortalidad inferior al 40%
enl a concentacion 1 x 106 esporas/ml

3.3. Analisis por concentracion: 1x107
e/ml

Las gréficas 1 y 2 se presentan los resultados
obtenidos con 14 aislamientos en la concen-
tracién mas alta evaluada, 1x107 e/ml. En la
primera grafica estan representados los 7 ais-
lamientos que alcanzaron mortalidades por
encima del 50% y en la segunda gréfica aquellos
aislamientos que presentaron mortalidades por
debajo del 50%.

Con base en la comparacion realizada entre las
medias obtenidas mediante la prueba de Tukey,
podemos establecer un orden de la siguiente
manera:

1. Aislamientos que presentaron un nivel de
mortalidad equivalente al 100%:

a. En 24 horas: Metarhizium anisopliae
99068.

b. En 48 horas: Metarhizium anisopliae
990614

c. En 72 horas: Beauveria bassiana Lel y
Metarhizium anisopliae 9236.

d. En 96 horas: Beauveria bassiana 9205.

2. Aislamientos que presentaron un nivel de
mortalidad intermedio:

a. En 120 horas: Lecanicillium S52-10
(65,75%) 'y  Lecanicillium  S2-19
(61,64%).

3. Aislamientos que presentaron un nivel de
mortalidad bajo:

a. En 72 horas: Penicillium S1-05 (
33,82%).

b. En 96 horas. Beauveria bassiana Eu2
(29,41%).

4. Aislamientos que presentaron un nivel de
mortalidad equivalente a 0%:

a. Lecanicillium S1-03; Lecanicillium
52-02; Paecilomyces S1-02; Paecilomy-
ces S2-06 y Paecilomyces lilacinus
9301.
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AISLAMIENTOS 1X1047e/ml

100,0
95,0
90,0
85,0
80,0
750
70,0
65,0
60,0
55,0
50,0
45,0
40,0
350

% Mortalidad

250
20,0
15,0
10,0

0,0 [

0hr 24hr a8 hr 72hr 96 hr 120 hr
Tiempo de exposicién
==l ec. 52-19

=4=B.b. 9205
=¥=M.a. 9236

=@=B.b. Lel
M.a. 99068

Lec. S2-10
M.a. 990614

Grafica 4. Porcentaje de mortalidad superior al 50%
en la concentracion 1 x 107 esporas/ml

AISLAMIENTOS 1X 1077 e/ml
100,0
95,0
90,0

80,0
75,0
70,0

60,0
55,0
50,0
45,0
40,0
35,0

30,0

250

20,0

150

100

50 . X
0,0 [ i i

% Mortalidad

ohr 24 hr 48 hr 72hr 96 hr 120 hr
Tiempo de exposicién
=4—B.b. Eu2 =>e=Paec. 9301
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Grafica 5. Porcentaje de mortalidad inferior al 50% en
la concentracion 1 x 107 esporas/ml

3.4. Analisis general

Los aislamientos B.b.9205 y B.b.Lel, presenta-
ron la méxima mortalidad a las 72 horas (no
hay diferencias significativas con las mortali-
dades presentadas a las 96 y 120 horas). Estos
aislamientos no presentaron diferencias signi-
ficativas en sus niveles de mortalidad entre si
a partir de las 72 horas. El aislamiento B.b.Eu2
present6 un nivel de mortalidad significativa-
mente mas bajo ( 29,41%) que los otros dos ais-
lamientos, y fue alcanzada a las 96 horas.

Para el género Lecanicillium, no se presentaron
diferencias significativas entre los aislamientos
52-02 y el S1-03, en ninguno de los tiempos eva-
luados, al igual que entre los aislamientos S2-10
y S2-19. A partir de las 72 horas se presentan
diferencias significativas entre S1-03 y 52-19 al
igual que entre 52-02 y S2-19. A las 96 horas se

presenta diferencia significativa entre 52-10 y
52-02, y a las 120 horas entre S2-10 y S1-03. Los
aislamientos S2-10 y S2-19 presentaron el por-
centaje de mortalidad mas alto a las 120 horas,
65,75% y 61,64% respectivamente.

Los tres aislamientos de la especie Metarhizium
anisopliae alcanzaron el mismo nivel de mor-
talidad, en diferentes tiempos de exposicion. A
partir de las 72 horas no se presentaron diferen-
cias significativas en la mortalidad presentada
por los tres aislamientos. Sin embargo el aisla-
miento 99068 alcanzoé este nivel a las 24 horas
(97,62%), el aislamiento 990614 lo hizo a las 48
horas (92,96% ) y el aislamiento 9236 a las 72
horas (87,5%).

El aislamiento que present6 el mayor nivel de
mortalidad (100%) en menor tiempo de expo-
sicion (24 horas) fue Metarhizium anisopliae
99068 en una concentraciéon de 1 x 106 e/ ml.

AISLAMIENTOS Metarhizium anisopliae

% Mortalidad

00 = = e 4

ohr 2ahr 48hr 72hr 96 hr 120 hr
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«ode 9236 (1x1045)
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990614 (1x10°6)

Grafica 6. Porcentaje de mortalidad de aislamientos
de Metharhizium anisopliae

Enlagrafica 6, se observaque M.anisopliae 99068
en concentraciones de 1x107e/ml y 1x106e/ml
present6 un porcentaje de mortalidad del 100%
a las 24 horas de exposicién, sin diferencias sig-
nificativas entre ellas. Mientras que en la con-
centracion 1 x 105 e/ ml, la méxima mortalidad
fue de 48,53% a las 72 horas, presentando dife-
rencias significativas con las otras concentracio-
nes en todos los periodos de tiempo.

El comportamiento de los tres aislamientos de
la especie Metarhizium anisopliae en la con-
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centracion de 1x106 e/ml fue muy similar a la
presentada con la concentraciéon de 1x107 e/ ml.
No se presentaron diferencias significativas en
la mortalidad a partir de las 72 horas, entre los
tres aislamientos. Al igual que con la concentra-
ciéon 1x107 e/ml, el aislamiento 99068 alcanz6
el maximo nivel a las 24 horas (98,81%). Los ais-
lamientos 990614 (97,14% ) y 9236 alcanzaron el
maximo nivel a las 48 horas (78,09%).

No se presentaron diferencias significativas
entre los aislamientos de concentracién 1x105
e/ml a las 24 horas de exposicion. A las 48 horas
de exposicion se presento diferencia significa-
tiva entre el aislamiento 9236 y el aislamiento
990614, y a partir de las 72 horas los aislamien-
tos 99068 y 990614 no presentaron diferencias
significativas entre si, pero si en relacion con
el aislamiento 9236. El maximo nivel de mor-
talidad alcanzado por los aislamientos 99068 y
990614 fue de 48,53 % y 63,01% respectivamente,
a las 72 horas de exposicién, y de 5,0% para el
aislamiento 9236, a las120 horas de exposicion.

Como conclusién el aislamiento 99068 de la
especie Metarhizium anisopliae en las concen-
traciones de 1x106 e/ ml y 1x107 e/ ml, present6
una mortalidad cercana al 100% en el tiempo
maés corto registrado (24 horas). Los otros ais-
lamientos también presentaron mortalidades
cercanas al 100% en un tiempo de exposicion
mayor (48 y 72 horas).

El aislamiento 99068 de la especie Metarhizium
anisopliae en las concentraciones 1x106 e/ml y
1x107 e/ml, present6 una mortalidad cercana
al 100% en el tiempo mads corto registrado (24
horas). Los otros aislamientos también pre-
sentaron mortalidades cercanas al 100% en un
tiempo de exposiciéon mayor (48 y 72 horas).

Aunque M. anisopliae ha sido aislado de un
amplio rango de insectos hospederos es bien
conocido que aislamientos individuales poseen
considerable especializaciéon con respecto a
su rango de hospederos. Las diferencias en su
patogenicidad es un indicativo de la gran varia-
bilidad genética ocurrida de forma natural. Los
mosquitos no estdn reportados como hospe-
deros naturales del género Metarhizium, pero

diversos aislamientos han demostrado su viru-
lencia en condiciones de laboratorio. Scholte
et al. (2003) demostraron la patogenicidad de
Metarhizium anisopliae sobre adultos del vec-
tor de la malaria Anopheles gambiae y el vector
de la filariasis Culex quinquefasciatus. A nivel
de laboratorio, existen reportes de control sobre
larvas de Culex quinquefasciatus durante un
periodo de un mes (Ramoska, 1982). Pereira
(1998) obtuvé un 90,0% de mortalidad en larvas
de C.quinquefasciatus con el aislamiento 1037
de Metarhizium anisopliae, en contraste con
aislamientos de la especie Beauveria bassiana
que no superaron el 20,0% de mortalidad. El
aislamiento M. anisopliae 99068 produjo la mor-
talidad de las larvas en tan solo 24 horas, resul-
tado reportado también por Alves et al. (2002)
para un aislamiento de M. anisopliae aplicado
en suspension, reportando también que su efec-
tividad se perdia después de tres dias.

El principal modo de accién en las larvas de
mosquito es la obstruccién del pasaje de aire a
través de los dos troncos traqueales de la larva.
Las esporas de M. anisopliae se adhieren a las
valvulas perispiraculares, germinan y pene-
tran a través de la cuticula dentro del hemo-
celo. Los espirdculos son obstruidos y la falta
de aire y posiblemente las toxinas producidas
por el hongo en la hemolinfa causan la muerte
de la larva.. Sin embargo M. anisopliae, es
uno de los hongos que puede matar al insecto,
antes de que ocurra una invasién masiva de los
organos del insecto, y dos toxinas (destruxi-
nas A y B) han sido aisladas del micelio y de
filtrados de cultivos del hongo (Roberts, 1966).
Quesada-Moraga et al.(2006), evaluaron la efi-
cacia de filtrados de cultivos de 25 aislamien-
tos de 4 especies de hongos contra Spodoptera
littoralis y encontraron una cepa efectiva de
M.anisopliae (01/58-Su). Mohanty et al (2008)
encontraron que los filtrados de cultivos de M.
anisopliae en caldo de quitina poseian un poten-
cial como agente de control biologico contra
mosquitos.

Estos estudios podrian explicar los resultados
obtenidos en la presente investigacion, en el
cual los aislamientos de Metarhizium aniso-
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pliae evaluados fueron capaces de matar larvas
de tercer estadio del mosquito Culex quinque-
fasciatus, en un lapso de tan solo 24 horas.

4. CONCLUSIONES

Se constat6 que las diferencias en los niveles de
mortalidad obtenidas son dependientes de las
variables evaluadas como son: género, especie,
aislamiento, concentracioén de esporas, y tiempo
de exposicién de las larvas.

Los tres aislamientos del género Paecilomyces
(51-02, S2-06 y 9301), dos del género Lecanici-
llium (S1-03 y S52-02), dos del género Penicillium
(S1-05 y S1-13) y uno de la especie Beauveria
bassiana (Eu2) presentaron una mortalidad
baja o nula (0 % - 33,8%) atn en la concentra-
cion mas alta evaluada (1x107e/ml), por lo cual
estos aislamientos no son recomendados como
candidatos a nuevas evaluaciones de laborato-
rio o de campo, dado que el uso de concentra-
ciones superiores implicarian costos muy altos
en un programa de control del mosquito.

Los aislamientos Penicillium S1- 05 (1x105 e/
ml), Lecanicillium 52-10 (1x107 e /ml) y Lecani-
cillium S2-19 (1x107 e /ml) presentaron niveles
de mortalidad de valor intermedio entre 47, 4%
y 65,8% en tiempos de 96 y 120 horas. No se
recomienda la utilizacién de estos aislamien-
tos para un programa de control de mosquitos
debido al largo tiempo de exposiciéon requerido,
dificil de garantizar en condiciones de campo.

Los aislamientos que presentaron niveles de
mortalidad altos pertenecen a la especie Metar-
hizium anisopliae (990614, 99068 y 9236) que pre-
sentaron mortalidad de 100% en concentraciones
1x106 y 1x107 e /ml en 24 y 48 horas; seguidos
por aislamientos de la especie Beauveria bas-
siana (9205 y Lel) que presentaron una mortali-
dad de 100% a las 72 y 96 horas en concentraciéon
1x107 e/ml. Estos aislamientos son recomenda-
dos para su evaluacién a nivel de campo dado al
alto grado de patogenicidad demostrado.

OEl aislamiento Hirsutella S2-07 evaluado en la
concentraciéon 1x105 e/ml arrojé un resultado
de mortalidad significativamente igual a los
aislamientos Metarhizium anisopliae 990614
y Metarhizium anisopliae 99068 a las 72 horas
(48,5 % - 63,0%), por lo cual se recomienda
optimizar la producciéon de esporas de este
aislamiento y su evaluacion a concentraciones
mayores (1x106 y 1x107 e/ml).

Los tres aislamientos evaluados de la especie
Metarhizium anisopliae (990614, 99068 y 9236)
presentaron un comportamiento muy similar en
cuanto al nivel de mortalidad alcanzado (100%)
asi como al tiempo de méxima mortalidad (48h -
72 h), en dos de las concentraciones evaluadas
(1x106 e/mly1x107 e/ml). El aislamiento que
present6 el mayor nivel de mortalidad (100%)
en menor tiempo de exposicion (24 horas) fue
Metarhizium anisopliae 99068 en una concen-
traciéon de 1 x 106 e/ml, por lo tanto se consi-
dera como un aislamiento promisorio para ser
desarrollado como producto comercial, previa
evaluacion en condiciones de campo.
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