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RESUMEN

El presente trabajo evalud el efecto biocida de diferentes concentraciones de Metarhizium anisopliae CCB-
LE302 y Beauveria bassiana CCB-LE265 sobre larvas III de Aedes aegypti, en condiciones de laboratorio.
Las cepas de los hongos fueron obtenidos de SENASA. Las larvas de A. aegypti, procedentes del cerro
Pesqueda, provincia y distrito de Trujillo, fueron mantenidas a temperatura 24 + 2 © C y humedad relativa
70 % =+ 10. Se disefiaron 8 grupos experimentales, 4 grupos control y 5 repeticiones de 20 larvas cada
uno. Para M. anisopliae CCB-LE302, se utilizaron las concentraciones 2.5 x10’; 2.5 x10°%; 2.5x10°y 2.5 x10"
conidios/mL; obteniéndose la Clse y Cls al 6° dia de aplicacién con 3.9x10° y 1.6x10° conidios/mL
respectivamente, sobre larvas III de Ae. aegypti. Para B. bassiana CCB-LE265, se utilizaron las
concentraciones 1.3 x10”; 1.3 x10% 1.3x10°y 1.3 x10" conidios/mL; obteniéndose la CLso y CLso al 5° dia de
aplicacién con 3.6x10° y 1.3x10” conidios/mL. Se concluye que los hongos entomopatdgenos ensayados
presentan capacidad biocida.

Palabras clave: Efecto biocida, Metarhizium anisopliae CCB-LE302, Beauveria bassiana
CCB-LE265, Aedes aegypti.

ABSTRACT

In the present study, the biocidal effect of different concentrations of Metarhizium anisopliae CCB-LE302
and Beauveria bassiana CCB-LE265 on larvae I1I of Aedes aegypti in laboratory conditions. Both strains of
fungi were obtained from SENASA. The larvae of A. aegypti, from the Cerro Pesqueda, Province and District
of Trujillo, kept at 24 £ 2 © C and relative humidity of 70% £ 10. Bioassays were conducted with 8
experimental groups and 4 control groups, with 5 replicates of 20 larvae each. For M. anisopliae CCB-
LE302, concentrations were 2.5x10’, 2.5 x10°, 2.5x 10° and 2.5 x 10° conidia/mL, LCso and LCso obtained on
the sixth day of application is 3.9x10" conidia/ml and 1.6x10° conidia/mL on larvae III of Ae. aegypti. For B.
bassiana CCB-LE265, concentrations were 1.3 x107, 1.3 x106, 1.3x10° and 1.3 x10° conidia/mL, LCso and
LCs obtained on the fifth day of application is 3.6x10° and 1.3x10’ conidia/mL. It was concluded that
entomopathogenic fungi have both a biocidal capability against Ae. aegypti.

Key words: biocide effect, Metarhizium anisopliae CCB-LE302, Beauveria bassiana CCB-LE265, Aedes
aegypti.
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INTRODUCCION

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), considerado
vector de arbovirus presenta cuatro estadios:
huevo, larvas (I, II, III y IV), pupa y adulto.

Su alimentacidon es succionando la savia de las
plantas; la hembra necesita ademas alimentarse
de sangre de preferencia de humanos °. En el Pert
actualmente la Unica forma de prevencién es el
control vectorial . El control biolégico es una
alternativa ambiental y no inducen resistencia .
Entre los hongos reportados como
entomopatdgenos se encuentran los de la Clase
Deuteromycete, Orden Moniliales y Familia
Moniliaceae como: Metarhizium anisopliae vy
Beauveria bassiana entre otros **.

M. anisopliae, presenta conidioforos cilindricos
ramificados y conidios de forma cilindrica a ovales
de 5a 7 um. En cultivo puro, presenta un color que
varia desde el olivaceo hasta amarillo o verde
oscuro. Su ciclo de vida comienza con el conidio que
posee un apresorio, que coloniza el hemocele y
destruye estructuras internas del insecto; las hifas
del hongo, liberan las toxinas destruxinas,
causando la muerte en un periodo variable
dependiendo de la cantidad de esporas que se
depositen sobre el mismo, temperatura, especie,
tamafo, edad del insecto y virulencia de la cepa.
Estudios histopatoldégicos muestran que sus
toxinas ocasionan deshidratacién por pérdidas de
fluidos . En condiciones de laboratorio se ha
demostrado que M. anisopliae actia como agente
controlador en larvas de Culex quinquefasciatus,
Culex pipiens, Ae. aegypti, Anopheles stephensi y
Ae. albopictus **. Scholtey col. *, reportaron a su
capacidad adulticida sobre Anopheles gambiae y
Cu. quinquefasciatus; asi mismo, Mnyone y col. "
demostraron la virulencia en huevos de Aedes spp
de la cepa M. anisopliae IP46, ademas de su efecto
biocida en adultos de A. gambiae sensu stricto y
Anopheles arabiensis. Silvay col.”, registraron que
la concentracidn de 5 x 10° conidios/mL de las 80
cepas de M. anisopliae, aisladas de suelos
colectados en tres localidades diferentes en el

estado de Goias - Brasil, indujeron entre 10 y 100%
de mortalidad en larvas II de Ae. aegypti,
alcanzando a las 24 horas el 90% de mortalidad.

B. bassiana, presenta conidiéforos juntos
formando synemas. En cultivo puro, presenta
colonias blancas que se vuelven crema de aspecto
algodonoso. El modo de infeccidn de B. bassiana lo
realiza a través del tegumento ' por accién de
enzimas, asi como la destruccion de gldbulos
sanguineos, acciones mecanicas, produccién de
toxinas entre otros factores **, siendo fundamental
el reconocimiento y compatibilidad entre el conidio
y las células del tegumento del insecto ».

Geetha y col. °, demostré la efectividad de B.
bassiana, sobre larvas de Ae. aegypti y Truman y
col. ¥ en larvas de Culex tarsalis, Cu. pipiens,
Anopheles albimanus, Ae. aegypti, Ae. sierrensis y
Ae. nigromaculis; sin embargo, Pereira y col *
determind el 6% de mortalidad con la cepa CG494
frente al 83% de mortalidad de CG24 en larvas de
segundo y tercer estadio larval de Ae. aegypti,
mientras que Shandhu y col. * hallaron la ineficacia
de B. bassiana sobre larvas de Ae. aegypti. Nunes 'y
col. **, demostraron que adultos A. gambiae, de
diferentes edades, son susceptibles a formulados
de aceite de B. bassiana (193-825), siendo los mas
susceptibles los que no fueron alimentados con
sangre. Seguin Bukhari y col.?, registraron que B.
bassiana (IMI-391510) fue menos efectivo que M.
anisopliae (ICIPE-30) sobre larvas de A. gambiae y
A. stephensi; sin embargo, igualmente
susceptibles para A. stephensi y A. gambiae en
ambos hongos.

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar la
actividad biocida de las diferentes concentraciones
de conidios de M. anisopliae CCB-LE302 vy
Beauveria bassiana CCB-LE265, sobre larvas del
estadio III de Ae. aegypti en base al porcentaje de
mortalidad de larvas, CL50 (concentracion letal
media), CL90, TL50 (tiempo letal medio) y TL90 en
condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

1. Material bioldgico.

Larvas de Ae. aegypti estadio III fueron
colectadas de criaderos naturales ubicados en el
cerro Pesqueda, distrito y provincia de Trujillo,
departamento de La Libertad; trasladadas luego
en recipientes de plasticos al Laboratorio de
Artropodologia Parasitaria de la Universidad
Nacional de Trujillo. Los hongos
entomopatdgenos utilizados: M. anisopliae
(CCB-LE302) y B. bassiana (CCB-LE265) fueron
obtenidos del cepario de Hongos
Entomopatdégenos de la Subdireccion de Control
Bioldgico SENASA (Servicio Nacional de Sanidad
Agraria). Ate Vitarte, Lima - Perd.

2. Procedimiento.
2.1.Crianza de Ae. aegypti.

Los diferentes estadios larvales fueron
colocados en fuentes de plastico
conteniendo agua declorinada®™ vy
alimentadas con alimento balanceado
“purina” en condiciones de esterilidad. Las
pupas obtenidas fueron extraidas con
pipetas plasticas y colocadas en recipientes
con agua, que permanecieron al interior
de una jaula de metal cubierta con tela
organza y una abertura de 20 cm de
didmetro®. Al emerger los adultos, la
alimentacion para los machos fue de una
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sustancia azucarada al 10%, la que fue
embebida en pedazos de algoddn.

Las hembras fueron alimentadas con
sangre de Mus musculus tres veces por
semana. Para la oviposicion de adultos
hembra, dentro de la jaula de crianza, se
acondiciond un recipiente con agua y papel
filtro adherido en la parte interna de las
paredes del recipiente *. La crianza de
adultos se realizé hasta por tres
generaciones con la finalidad de obtener
una cepa poblacional *. Las condiciones de
temperatura fueron 24 = 2 °C, humedad
relativa de 70 % %= 10 y fotoperiodo de 10
horas luzy 14 horas oscuridad.

2.2. Obtencion de esporas de M. anisopliae

(CCB-LE302) y B. bassiana (CCB-
LE265).

2.2.1. Preparacion del medio de cultivo.
Se prepard el medio de cultivo
Papa-Glucosa-Agar (PGA), suplementado
con cloranfenicol, para luego distribuirlo en
botellas planas de 50 ml.

2.2.2. Siembra.

Los hongos M. anisopliae (CCB-LE302) y B.
bassiana (CCB-LE265) fueron sembrados en
botellas planas conteniendo el medio cultivo
PGA incubados a 25 + 1 °C durante 10 a 15
dias, hasta su completa esporulacién para
los bioensayos °.

2.3. Evaluacion de la actividad biocida

2.3.1. Disefio del bioensayo.

Para M. anisopliae (CCB-LE302) las
concentraciones fueron 2.5 x107; 2.5 x 10°%
2.5x10° y 2.5x10" conidios/mL, control
positivo (Tween 20 al 0.1%) y control negativo
(agua destilada). Para B. bassiana (CCB-
LE265), las concentraciones fueron 1.3 x10’;
1.3 x10°% 1.3 x10° y 1.3 x10* conidios/mL.,
control positivo (Tween 20 al 0.1%) y control
negativo (agua destilada). Cada tratamiento
consisti6 en 5 repeticiones y cada unidad
experimental por 20 larvas del estadio III ™.

2.3.2. Ejecucion del bioensayo.

Cada unidad experimental consistié de 20
larvas del estadio III colocados en vasos de
tecknopor, conteniendo 90 mL de agua
destilada, luego se agregd la concentracion de
esporas del entomopatdégeno en volumen de
10 mL. La evaluacidn se realizd cada 24 horas
durante 10 dias. Los bioensayos fueron
sometidos a condiciones de temperatura de 26
+ 1°C y 84 £ 2% de humedad relativa,
registrados con un termo higrémetro.

2.3.3. Comprobacion de la actividad
biocida.

Las larvas muertas fueron recolectadas para ser
sumergidas en hipoclorito de sodio al 0.5% por

2 minutos, luego enjuagados tres veces con
agua destilada estéril y después colocados
sobre papel absorbente estéril. Enseguida
colocados en cdmara hiumeda e incubados por 5
a 7 dias. La cdmara himeda consistio en placas
petri cuyo interior se coloco pedazos de algoddn
estéril empapados con agua destilada estéril *°.
Una vez que el hongo desarrolld sobre el insecto
se transfirid a placas con medio PGA,
incubadndolos a 25 + 2 °C durante 3 a 5 dias',
tomando muestras para observar al
microscopio y determinar si las estructuras
pertenecen a los hongos entomapatdgenos.

2.4. Determinacion de la mortalidad

2.4.1. Determinacion de la mortalidad
corregida

Los porcentajes de mortalidad luego de 10 dias
de evaluacion se corrigieron mediante la
férmula de Abbott' y los datos generados se
sometieron a un anadlisis de varianza y a la
prueba de grupos homogéneos °.

La mortalidad corregida fue calculada segun la
formula de ABBOTT *:

MC = [(%MT - %Mt) / (100 - %Mt)] * 100
Donde:

MC = Mortalidad corregida

MT = Mortalidad en el tratamiento

Mt = Mortalidad del testigo

2.4.2. Determinacion de signos

Se registro los signos de larvas muertas como:
alteracién en el color del tegumento, aparicién
de micelio y cambios morfoldgicos del insecto
14

2.4.3. Determinacion de CLso, CLso, TLso y
TLso

Mediante el conteo de larvas muertas del
estadio III de Ae. aegypti en cada una de las
tratamientos de M. anisopliae (CCB-LE302) y
de B. bassiana (CCB-LE265), se calculd los
promedios; los cuales, se utilizaron para la
determinacién de la CLso (Concentraciéon Letal
media), Clsw, TLso (Tiempo Letal medio) y el
TLe mediante el programa estadistico PROBIT
5.1.

2.5. Analisis de resultados’

Se determind el analisis de varianza, el test
de comparacién mdultiple de medias de
Tukey con P < 0,05 utilizando el programa
estadistico SPSS 18 para Windows y para el
analisis de Clso, Clso, TLso y TLeo, se utilizo el
programa estadistico PROBIT 5.1.
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RESULTADOS

El registro del porcentaje promedio de mortalidad
de larvas III de Ae. aegypti, tratados a las
concentraciones 2.5x10%, 2.5x10°, 2.5x10° vy
2.5x10’ conidios/mL de M. anisopliae (CCB-LE302)
y su desviacidén estandar poblacional, el cual nos
representa la distribucion de los datos con respecto
de la media aritmética se presenta en la tabla 1.
Para la concentracién 2.5x10* conidios /mL,
observamos que el efecto biocida del hongo inicia a
partir del tercer dia con un 4% de mortalidad
mientras que para 2.5x10° conidios/mL fue de 53%
de mortalidad; sin embargo, para las
concentraciones 2.5x10° y 2.5x10’ conidios/mL se
obtuvo 71y 100 % de mortalidad respectivamente.
Al quinto dia, se observé 85% de mortalidad con la
concentracidn 2.5x10° conidios/mL; se alcanzé el
100% con las concentraciones 2.5x10° y 2.5x10’
conidios /mL. En el sexto dia, se observd que en el
porcentaje de mortalidad existen diferencia
estadisticas minimas entre las concentraciones
2.5x10°, 2.5x10°y 2.5x10’ conidios/mL.

El registro del porcentaje promedio de mortalidad
de larvas III de Ae. aegypti, tratados a las
concentraciones 1.3x10°, 1.3x10°, 1.3x10° vy
1.3x107 conidios/mL de B. bassiana (CCB-LE265) y
su desviacion estandar se presenta en la tabla 2.

En el primer dia, sélo se observa la accién biocida
de la concentracién 1.3x10” conidios/mL con un
30% de mortalidad, el porcentaje de mortalidad se
incrementd conforme aumentaba la concentracién
de conidios y el tiempo se ve reducido. Con la
concentracién 1.3x10” conidios/mL a partir del
cuarto dia se observé mortalidad mayor a 80%.

Por el contrario, la concentracién 1.3x10* conidios
/mL registré mortalidad menor o igual del 30%
hasta el décimo dia de evaluacion.

La concentracién 1.3x10° conidios/mL, registré 1%
de mortalidad al cuarto dia y 56% de mortalidad al
décimo dia.

Las concentraciones 1.3x10"y 1.3x10° conidios/mL
no presentan diferencias significativas pero si entre
las concentraciones 1.3x10°y 1.3x10’ conidios/mL,
siendo la mas eficaz esta ultima. Las larvas
afectadas por M. anisopliae (CCB-LE302), a
diferentes concentraciones, presentaron
caracteristicas anormales indicando la accién de

toxinas y la natural inhibicion de la quitina,
mostrando el cambio de color en el tegumento
(Figura 1 - A). La micosis causa dafos fisicos de
tejidos y la deshidratacion de las células por
pérdida de fluidos, causando la flacidez del cuerpo
de la larva asi como la separacion de la cabeza del
torax, reduccién del tamafio y encorvamiento del
cuerpo (Figura 1 - B). Para la obtencion del hongo,
se realizé cdmara humeda a los insectos muertos y
luego de que el hongo creciera se sembré en medio
PGA (Figura 1 - C), observando luego de cinco dias
la presencia del hongo mediante la observacion
microscépica a aumento 40x (Figura 1 - D).

Se registraron los mismos signos de las larvas
infectadas con B. bassiana (CCB-LE265), también
se observo el crecimiento de micelio en el cuerpo de
la larva (Figura 2 - A,B); asi como, su crecimiento
en medio PGA y las estructuras tipicas del hongo
(Figura 2 - C,D). Mediante el analisis de Probit se
determind los valores de mortalidad mediante las
CL50 y de las CL90 de M. anisopliae (CCB-LE302) y
B. bassiana (CCB-LE265) para larvas del estadio III
de Ae. aegypti. Para M. anisopliae (CCB-LE302) se
realizo el analisis al sexto dia puesto que se obtuvo
el 100% de mortalidad en las dos Ultimas
concentraciones. El control al 50% (CL50) fue de
3.9E+04 conidios /mL con limites de confianza de
1.9E4+04 - 6.9E+04 conidios /mL y el control al
90% (CL90) fue de 1.6E+05 conidios /mL con
limites de confianza de 8.7E+04 - 8.1E+05
conidios /mL. La CL50 para B. bassiana (CCB-
LE265), fue de 3.6E+06 conidios /mL con limites de
confianza de 2.1E+06 - 6.3E+06 conidios /mL y
CL90 fue de 1.3E+07 conidios /mL con limites de
confianza de 7.3E+06 - 4.0E+07 conidios /mL
(Tabla 3). Los valores del TL50 y TL90 para M.
anisopliae (CCB-LE302) y B. bassiana (CCB-
LE265), fueron también determinados mediante el
analisis de Probit. Para M. anisopliae a partir de la
concentracion 2.5x10° conidios /mL tanto el TL50
como el TL90 presentaron valores mas cercanos a
la pendiente conforme se incrementaban las
concentraciones; sin embargo, para B. bassiana el
TL50 y TL90 presento valores mas cercanos a la
pendiente con la concentracién 1.3x10” conidios
/mL (Tabla 4).

Tabla 1. Porcentaje del promedio de larvas muertas del estadio III de Aedes aegypti
(n=100), expuestas a diferentes concentraciones de Metarhizium anisopliae (CCB-LE302) en

condiciones de laboratorio*.

TRATAMIENTOS (conidios/mL)

2.5 x 10* 2.5 x 10° 2.5 x 10° 2.5 x 107
A b b b

% %S % %S % %S % %S
1 0£0 8+ 0.9 10+ 1.2 50 + 1.6
2 0£0 26 +1.3 38+ 1.5 74 +£2.2
3 4+11 53 +2.1 71+ 1.6 100 £ 0
4 13+£1.1 74 +1.8 95+ 1.4 100 £ 0
5 20+ 1.6 85+ 1.6 100 £ 0 100 £ 0
6 34+1.5 96 + 1.3 100 £ 0 100 £ 0
7 41+1.1 100 £ 0 100 £ 0 100 £ 0
8 52 +0.5 100 £ 0 100 £ 0 100 £ 0
9 57 £ 0.9 100 £ 0 100 £ 0 100 £ 0
10 65+ 1.4 100 £ 0 100 £ 0 100 £ 0

* Temperatura 26 + 1°C, Humedad relativa 84 + 2 %.  Letras diferentes en negrita, representan
diferencias significativas segun comparaciéon multiple de medias de Tukey, P<0.05.
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Tabla 2. Porcentaje del promedio de larvas muertas del estadio III de Aedes aegypti

(n=100), expuestas a diferentes concentraciones de Beauveria bassiana (CCB-LE265) en
condiciones de laboratorio*.

TRATAMIENTOS (conidios/mL)

1.3 x 10* 1.3x 10° 1.3 x 10° 1.3 x 107
A a b c

%S %S %tS % %S
1 0£0 0£0 0£0 30+ 0.7
2 0£0 0£0 00 54 + 2.8
3 0£0 0+0 0£0 73 £ 2.9
4 00 1+04 15+ 0.7 89 + 1.8
5 0£0 1+0.4 22 £ 0.9 98 + 0.5
6 15+ 1.6 16 + 0.4 39+ 1.1 100+ 0
7 19+ 1.1 29 + 0.8 49+ 1.1 100 £ 0
8 22 £ 0.5 39+ 1.5 62 + 0.9 100+ 0
9 26+ 0 46 + 1.3 74 + 0.8 100 £ 0
10 30 £ 0.7 56 + 1.8 86 £ 1.6 100 £ 0

* Temperatura 26 + 1°C, Humedad relativa 84 + 2 %. **‘Letras diferentes en negrita, representan
diferencias significativas segun comparacion multiple de medias de Tukey, P<0.05.

~

Figura 1. Signos en larvas 111 de Aedes aegypti (n=100), expuestas a la especie fungica de Metarhizium anisopliae
(CCB-LE302) y aislamiento del hongo A. Separacion de la cabeza del térax; B. Cambio de color en el
tegumento; C. Crecimiento del micelio sobre el cuerpo del insecto; D. Presencia de hifas (Flechas).

Figura 2. Signos en larvas III, obtencidn y observacion microscopica de Aedes aegypti (n=100), expuestas a
diferentes concentraciones de Beauveria bassiana (CCB-LE265). A. Alteracidon en el tamafio y desarrollo
del hongo; B. Crecimiento del hongo en el cuerpo del insecto; C. Hongo en medio PGA; D. Conidios,
raquis y conidiéforos (Flechas).
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Tabla 3. Concentraciones letales (conidios/mL) al 50% (CLso) y 90% (CLs) y limites de
confianza (LC) de Metarhizium anisopliae (CCB-LE302) y Beauveria bassiana (CCB-LE265)
sobre larvas III de Aedes aegypti (n=100), en condiciones de laboratorio*.

Hongo CL Valor

CLso 3.9E+04

Ecuacion de la
recta

LC

1.9E+04 - 6.9E+04
3E-07x + 13.538

M. anisopliae

ClLoo 1.6E+05 8.7E+04 - 8.1E+05
CLso 3.6E+06 2.1E+06 - 6.3E+06

B. bassiana 7E-06x + 1.9615
ClLoo 1.3E+07 7.3E+06 - 4.0E+07

* Temperatura 26 £ 1°C, Humedad relativa 84 £ 2 %.

Tabla 4. Tiempo letal (dias) al 50% (TLso), limites de confianza (LC) y pendiente de
Metarhizium anisopliae (CCB-LE302) y Beauveria bassiana (CCB-LE265) sobre larvas III de
Aedes aegypti (n=100), expuestas a diferentes concentraciones en condiciones de

laboratorio* al 95% de confianza.

Concentraciones

Hongo
. recta

TL i

M. anisopliae 2.5x 10* > 79 75785 73091x - 17.855
TLoo 16.3 14.3 - 19.4
TLso - -

B. bassiana 1.3 x 10* 3.3909x- 10.164
TLoo - -
TLso 2.7 2.2-3.1

M. anisopliae 2.5x 10° 10.964x + 1.6727
TLso 5.4 4.6 -6.9
TLso 9.1 8.7-9.7

B. bassiana 1.3 x 10° 5.945x- 18.582
TLso 14.6 13.2 - 16.8
TL 2.1 1.5-2.7

M. anisopliae 2.5 x 10° > 10.082x + 13.509
TLoo 3.9 2.9 -6.5
TLso 6.8 6.6 -7.1

B. bassiana 1.3 x 10° 9.4x- 24.855
TLso 11.5 10.7 - 12.6
Tlso 1.1 =

M. anisopliae 2.5x 10’ 7.0727x + 41.564
TLoo 2.4 -
TLso 1.7 1.1-2.1

B. bassiana 1.3 x 10’ 8.936x+ 23.109
TLoo 4.0 3.1-6.2

* Temperatura 26 £ 1°C, Humedad relativa 84 £ 2 %.

DISCUSION

La aplicacion de diferentes concentraciones de M.
anisopliae (CCB-LE302) y B. bassiana (CCB-
LE265) sobre larvas del estadio III de Ae. aegypti,
demostraron en el presente ensayo ser virulentas,
lo cual concuerda con estudios de Scholte y col. 7,
por tal motivo son consideradas entre las mas
importantes de la Famlia Deuteromycete.
Comparando la Tabla 1 y 2, M. anisopliae (CCB-
LE302) resulté ser mas efectivo que B. bassiana

(CCB-LE265). M. anisopliae a la concentracion
2.5x10’ conidios /mL presentd al primer, segundo y
tercer dia el 50, 74 y 100 % de porcentaje de
mortalidad acumulada, lo cual indica su alta
virulencia, esto concuerda con lo observado por
Silva y col. ®, quien indica que las mortalidades
larvales de culicidos se producen entre las 24 y 48
horas; asi mismo, el alto porcentaje de mortalidad
(74%) al tercer dia. Sin embargo, para B. bassiana
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(CCB-LE265) se obtuvo 30% de mortalidad
acumulada al primer dia de aplicar 2.5x10’ conidios
23

/mL (Tabla 2). Segun Rodrigues y col. -,
registraron que M. anisopliae LPP133 causé 50%
de mortalidad en hembras de Ae. aegypti en 3.5
horas demostrando ser mas virulento que B.
bassiana. Los bioensayos estuvieron bajo
condiciones ambientales constantes de
temperatura a 25 £ 1 °Cy 70 £ 10 de humedad
relativa, factores importantes en las fases del
crecimiento del hongo °. No obstante, alin no hay
evidencias suficientes que indique la dependencia
de las condiciones ambientales y la biologia de los
hongos, puesto que depende de la interaccidon
insecto-patégeno, la correcta eleccién de la
particula infectiva a producir, la formulacidon
adecuada a utilizar y la oportuna aplicacion
Hafez y col ** indica que la produccién adecuada de
conidios debe realizarse bajo condiciones de
elevada humedad (70-80%) y temperatura (20-
30°C). Después de comparar todas las
concentraciones se observo que al sexto dia las
concentraciones mas altas alcanzaron mas del
95% de mortalidad. La mortalidad a través del
tiempo originada a la concentraciéon 2.5x10’
conidios/mL de M. anisopliae (CCB-LE302) no tiene
diferencia significativa con las concentraciones
2.5x10°y 2.5x10° conidios/mL, con las que alcanzé
el 96 y 100% de mortalidad, respectivamente.
Entre los tratamientos de 2.5x10° conidios/mLy las
concentraciones 2.5x10°, 2.5x10° y 2.5x10’
conidios/mL se observaron diferencias (P<0.05)
esto indica que la mortalidad para M. anisopliae no
depende del tiempo sino de la cantidad de esporas
que infecta a la larva. En el control positivo (Tween
20) y negativo (Agua destilada), las larvas llegaron
a cumplir su ciclo bioldgico. La mortalidad de B.
bassiana (CCB-LE265) se compararon al quinto
dia, donde se observd 98% de mortalidad a la
concentracién 1.3x10 conidios/mL y a partir de
este dia los resultados tienen el mismo
comportamiento. Entre los tratamientos de
1.3x10% 1.3x10° 1.3x10°y 1.3x10” conidios/mL se
observaron diferencias (P<0.05) los cuales
alcanzaron 0, 1, 22 y 98% de mortalidad
respectivamente. Silva y col. * registraron el 90%
de mortalidad en larvas II de Ae. aegyptiy Bukhari
y col. > demostré que B. bassiana fue menos
efectivo que M. anisopliae, lo cual concuerda con
los resultados obtenidos. La mortalidad por B.
bassiana (CCB-LE265) no depende del tiempo sino
de la cantidad de esporas que infecte a la larva *.
En el control positivo (Tween 20) y negativo (Agua
destilada) las larvas cumplieron su ciclo bioldgico.
Miranpuri y col. '°, demostraron una gran
efectividad de B. bassiana contra este insecto, lo
cual no concuerda con los datos de la presente
investigacidon puesto que los niveles de infeccién de
son el resultado de diversos factores como: del
contacto entre el indculo de una cepa virulenta, la
susceptibilidad de la cuticula del insecto a la
germinacién, penetracion del tubo germinativo y el
desarrollo del patégeno en la larva *. Espafia ’,
considera a la muda como un mecanismo de
defensa, por tanto es importante de enfrentar al
hongo con larvas que mudan recientemente.

El efecto del hongo M. anisopliae (CCB-LE302)
demostré la presencia de signos (Figura 1), donde
se registré cambios anormales como alteracién en
el tamano de la larva, la separacion de la cabeza y
el torax del insecto, la flacidez del cuerpo larval y
cambio de color en el tegumento. Las larvas se
tornaron de color negro, debido a la desintegracion
de tejidos y cambios en el pH de la hemolinfa *.
Para B. bassiana (CCB-LE265), se observaron
ademas de los signos mencionados, el crecimiento
de micelio y cambio de color rosado en el
tegumento *. Estos sintomas fisioldgicos
anormales producidos por micosis lo describen
Téllez y col. **.La muerte del insecto sobreviene por
toxicosis y deshidratacion; sin embargo el insecto
enfrenta con diversos mecanismos de respuesta
del sistema inmune para lo cual los hongos han
desarrollado estrategias inmunosupresoras como
la produccion de toxinas. Las principales toxinas
son las ciclopeptidos, producidos por B. bassiana y
M. anisopliae; siendo las mas comunes las
destruxinas con actividad insecticida. Sin embargo,
el cambio de coloracion causado por B. bassiana es
el resultado de la accion de la micotoxina
oosperein, la cual posee pigmentos de color rojo
que son poco liberados en el interior del hemocele
., La concentracion letal media (CL50) y la CL90
para M. anisopliae (CCB-LE302) son de 3.9x10°
conidios/mL y 1.6x10° conidios/mL
respectivamente; los limites de confianza (LC) para
CL50 es de 1.9x10" a 6.9 x10* conidios/mL y para
CL90 es de 8.7x10" a 8.1x10° conidios/mL teniendo
como la ecuacién de la recta a 3E-07x + 13.538;
mientras que Pereira y col. *°, registraron 3.16x10°
conidios/mL de CL50 para la cepa CG144 de M.
anisopliae. B. bassiana (CCB-LE265) la
concentracion letal media (CL50) y la CL90 fue de
3.6x10° y 1.3 x10’ conidios/mL respectivamente;
los limites de confianza (LC) para CL50 es de 2.1
x10° a 6.3 x10° conidios/mL y para CL90 es de 7.3
x10° a 4.0 x10’ conidios/mL teniendo como la
ecuacion de la recta a 7E-06x + 1.9615 (Tabla 3).
Los valores del TL50 y TL90 para M. anisopliae
(CCB-LE302) y B. bassiana (CCB-LE265), fueron
también determinados mediante el analisis de
Probit. En la Tabla 4, se observa que a medida que
aumenta la concentracion, el tiempo que pasa para
matar el 50% y 90% de la poblacién disminuye.
Para la concentracion 1.3 x 10’ conidios/mL de M.
anisopliae (CCB-LE302), esde 1.1 diasy el TL90 de
2.4 dias; sin embargo, también la concentracion de
2.5 x 10° conidios/mL es eficaz puesto que el TL50 y
TL9O es de 2.1 y 3.9 dias respectivamente. Para B.
bassiana (CCB-LE265), el TL50 y TL90 de la
concentracion 1.3 x 10° conidios/mL es de 6.8 y
11.5 dias, mientras que para la concentracién 1.3 x
10 conidios/mL el TL50 y TL90 es de 1.7 y 4.0 dias
respectivamente, indicando su actividad virulenta
en menos tiempo pero utilizando mas esporas.
Bukhari y col. ?, reporté la baja virulencia de B.
bassiana al compararlo con M. anisopliae; esto
debido a la diferencia de rapidez en el crecimiento
vegetativo. M. anisopliae posee un rapido
crecimiento vegetativo aunque a expensas de la
esporulacion, mientras que B. bassiana tiene un
lento crecimiento vegetativo con wuna alta
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esporulacion; sin embargo, el lento crecimiento
vegetativo puede estar asociado con la liberacidon
lenta de endotoxinas dentro del cuerpo larval,
disminuyendo el porcentaje de mortalidad en los

insectos; asi mismo, segln Ibarra y col.”,

menciona que los niveles de micosis varian de un
género a otro.

CONCLUSIONES

e M. anisopliae (CCB-LE302) y B. bassiana (CCB-
LE265) presentan capacidad biocida sobre larvas
del estadio III de Ae. aegypti en condiciones de
laboratorio.

e La concentracién de conidios que determina la
CL50 y CL90 de M. anisopliae (CCB-LE302) al
sexto dia de aplicacion es de 3.9x10" conidios
/mL y 1.6x10° conidios /mL sobre larvas III de
Ae. aegypti.

e La concentracion de conidios que determina el
TL50 y el TL90 de M. anisopliae (CCB-LE302) es
de 2.5x10° conidios /mL a los 2.7 y 5.4 dias

respectivamente y a la concentracién de 2.5x10’
conidios /mL es de 1.1 y 2.4 dias
respectivamente.

e La CL50 y CL90 de B. bassiana (CCB-LE265)
obtenidas al quinto dia de aplicacién sobre larvas
III de Ae. aegypti. es de 3.6x10° y 1.3x10’
conidios /mL respectivamente.

e EITL50y el TL90 de B. bassiana (CCB-LE265) ala
concentracion de 1.3x10° conidios /mL es de 9.1
y 14.6 dias respectivamente, mientras que para
la concentracién 1.3x10” conidios /mLesde 1.1y
3.1 dias respectivamente.
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