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RESUMEN

Segtin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), més de un billon de personas
adquieren una infeccion por un arbovirus al aio y cerca de un millon sufren consecuencias
fatales. Muchas de estas enfermedades son transmitidas por mosquitos del género Aedes,
convirtiéndose en problema mundial de salud debido a su gran impacto socioeconémico
y a sus altas tasas de morbimortalidad. Las estrategias de control se han reducido al uso
de agentes quimicos, barreras fisicas y control cultural para disminuir la poblacion de
vectores; sin embargo, los agentes quimicos han traido consigo un problema de resistencia
a los principios activos. Por eso, el control bioldgico se ha convertido en un excelente
candidato para el control de plagas y vectores de importancia en la salud publica y el
sector agricola. La busqueda de nuevos agentes de control dentro de estos grupos requiere
una serie de estudios en laboratorio que determinen su patogenicidad, virulencia y otros
aspectos de interés. En esta revision, se realizd una busqueda bibliografica sobre los
métodos de evaluacion de la patogenicidad en laboratorio de hongos y oomycotas con
potencial entomopatdgeno sobre Aedes spp.
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INTRODUCCION

Las especies del género Aedes, en especial
Aedes aegypti 'y Aedes albopictus,
representan una gran preocupacion en
el ambito de la salud publica al ser los
principales vectoresdelos virusdel dengue,
chikunguia, zika y otros arbovirus, como
el de la fiebre amarilla (Flavivirus). Estos
vectores suelen encontrarse en climas
tropicales, subtropicales y templados
extendiéndose por todo Africa, Oriente
Medio, el Sudeste Asiatico, Oceania,
las Américas y algunas islas del indico
y el Pacifico, por lo que tienen un gran
impacto socioecondmico que afecta de
manera desproporcionada a naciones en
vias de desarrollo, de igual manera las
tasas significativas de morbimortalidad
representan grandes pérdidas humanas
anualmente. Solo para dengue, Ila
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
reporta un total anual de 2,5 billones
personas en riesgo de ser infectados, de
las cuales aproximadamente 500.000
desarrollaran cuadros clinicos severos.'

Puesto que se cuenta con un numero
limitado de vacunas, la prevencion de la
transmision de estas enfermedades virales
se reduce al control de las poblaciones
de vectores. Las principales estrategias
corresponden al control por agentes
quimicos como insecticidas y larvicidas,
la eliminacidén de sitios de cria, el uso
de barreras fisicas como mallas para
evitar la entrada de estos dipteros en
las casas y la alteracion genética de las
poblaciones mediante la introduccion de
machos estériles o hembras con fertilidad
reducida.'”

Desafortunadamente, un gran problema
de resistencia a las férmulas quimicas se
ha hecho evidente en poblaciones con-
stantemente expuestas a fumigaciones
como A. aegypti, para la que se ha re-
portado resistencia o reducciones signif-
icativas en la susceptibilidad a cuatro de
los pesticidas mas empleados: carbama-
tos, organoclorados, organofosforados y
piretroides. Ademas, existe una preocu-
pacidn creciente por el impacto ambiental
y ecologico de estos agentes, en especial
a largo plazo."” Por lo anterior, el uso de
hongos y oomycotas entomopatdgenos
como bioinsecticidas se proyecta como
una alternativa con gran potencial y un
bajo impacto ambiental.*!°

Estos hongos y oomycotas son capaces
de infectar a una gran diversidad de
especies de insectos y pueden encontrarse
de forma natural en suelos, restos de
cultivos, en materia organica o sobre
cadaveres de insectos. Su aplicacion en
el area del biocontrol se ha popularizado
en las tltimas décadas en Europa, Estados
Unidosy, recientemente, en Latinoamérica
y Asia, proyectdndose como una
herramienta global de biocontrol a la par
de los productos quimicos.'!

Dentro del grupo de hongos entomo-
patogenos (HEP), encontramos géneros
como Metarhizium, Beauveria, Isaria,
Lecanicillium y Paecilomyces con un
gran potencial para el biocontrol.

Y dentro del grupo de los oomycotas,
se resaltan los géneros Lagenidium,
Leptolegnia y Pythium con un amplio
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espectro de infeccion en una gran
diversidad de artropodos.'* ¢

Es de suma importancia evaluar la
capacidad de infeccion y el grado de
virulencia de cada aislamiento de interés
para determinar su verdadero potencial
como biocontrolador. Para esto, se realizan
bioensayos o pruebas de patogenicidad
en las que se miden parametros, como el
rango de hospederos, su desempeiio en
condiciones ambientales, qué condiciones
pueden mejorar o impedir la formacion
de epizootias y las barreras de infeccion.
Es sumamente importante para el
desarrollo de los bioensayos conocer
los requerimientos de supervivencia
y mantenimiento tanto del organismo
patdgeno como del hospedero.'” "

Son tres las pruebas generalmente
utilizadas con este fin: a) la prueba de
patogenicidad, que consiste en determinar
si el microorganismo es capaz de causar
enfermedad o no, con una sola dosis
establecida; b) el intervalo de respuesta
biologica, en la que se prueban de dos a
cuatro dosis que permitan establecer una
concentracion minima que mate a toda
una poblacion y otra que ocasione el 0 %
de mortalidad; y c¢) la determinacion de
la concentracion que logra ocasionar un
50 % de mortalidad en una poblacion del
organismo blanco (DL50) y el tiempo en
el que se alcanza ese 50 % (TL50).!3:1720.21
Tras determinarse el potencial de un
organismo para infectar, enfermar o matar
a un insecto diana en laboratorio, es de
vital importancia evaluar su actividad
en campo, puesto que las condiciones

ambientales y ecologicas pueden afectar
su desempefio. Los factores externos que
pueden resultar en la disminucion de la
actividad entomopatogena o afectacion
del propagulo infectivo, como los rayos
UV, la humedad, la cantidad de oxigeno,
etc., deben ser tenidos en cuenta a la hora
de formular un producto biologico, ya que
esto es lo que permitird su aplicacion y
uso. 18,22-24

Teniendo en cuenta lo anterior, esta
revision tiene como objetivo realizar una
busqueda bibliografica sobre los métodos
de evaluacion de la patogenicidad en
laboratorio de hongos y oomycotas con
potencial entomopatogeno para Aedes spp.

METODOLOGIA

Se realiz6 una busqueda sistematica
de la literatura sobre los métodos de
evaluacion de la patogenicidad y Ila
produccion de biomasa en laboratorio
de hongos y oomycotas reportados
como entomopatogenos para Aedes spp.
haciendo uso de Google Académico,
repositorios universitarios y ScienceDirect
y PubMed. Para la busqueda bibliografica
sobre evaluacion de la patogenicidad se
utilizaron los términos “‘entomopathogenic
fungipathogenicity” o “entomopathogenic
oomycetes pathogenicity” usando el
conector booleano AND para integrar
en la busqueda “Aedes”. Se restringio la
bibliografia a articulos de investigacion,
revisiones y libros publicados en los
ultimos 20 afios, y se seleccionaron
aquellos en los que se describieran ensayos
de patogenicidad en el laboratorio.
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RESULTADOS

En la busqueda sobre evaluacion de
la patogenicidad se encontraron 4.552

documentos para hongos y 339 para
oomycotas. En la Tabla 1 se relacionan
algunos de los articulos encontrados de
mayor relevancia:

Tabla 1. Principales resultados encontrados sobre bioensayos para hongos y oomycotas

entomopatogenos

Titulo del recurso

i, (esks, i) Autores Revista/libro Aifio Cita
Evaluacién‘ de hong(?s entomopatc')genos. Gandarilla Entomologia
sobre estadios larvarios de Aedes aegypti Pacheco et al Mevicana 2020 25
Linnaeus, 1762 (Diptera: Culicidae). '
Bioassays of
. . Entomopathogenic
Bioassays of entomogenous fungi Butt y Goettel Microbes and 2000 17
Nematodes
Leptolegnia chapmanii como alternativa
biologica para el control de Aedes Rueda et al. Biomédica 2019 5
aegypti
A new methodology to evaluate
entomopathogenic fungi and formulated Tejeda Reyes Florida 2018 26
insecticides to control adults of Aedes et al. Entomologist

aegypti (Diptera: Culicidae)

DISCUSION

ESTRATEGIAS DE CONTROL
BIOLOGICO DE Aedes spp.

Tras su introduccion en la region de las
Américas, llegando como polizontes
en barcos provenientes de Africa que
llevaban esclavos y la posterior reinvasion
en la década de 1960 después de haber
sido erradicados en las décadas anteriores,
los mosquitos de diferentes especies
del género Aedes como Ae. aegypti,
Ae. albopictus, Ae. poliniensis, Ae.
mediovitattus y Ae. nivalisse, entre otros,

se han convertido en uno de los vectores
de mayor relevancia médica.*

Estos dipteros son hospederos por ex-
celencia de arbovirus pertenecientes a
las familias Flaviviridae, Togaviridae y
Bunyaviridae, como el virus del dengue
(DENV), el virus chikungunya (CHIKYV),
el virus del zika (ZIKV), el de la fiebre
amarilla (YFV), todos agentes etiologicos
de enfermedades con una alta incidencia
en regiones tropicales y subtropicales
afectando histéricamente de manera sig-
nificativa a comunidades vulnerables en
paises del Pacifico Sur, el Sudeste Asiati-
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co, Africa y Latinoamérica, y que aho-
ra, como resultado de los fendmenos de
globalizacion, urbanizacion, mejoras en
los sistemas de transporte y resistencia a
insecticidas, representan una problema
global, cuyo control implica no solo la
vigilancia y prevencion de las enferme-
dades, sino también de sus vectores.?!

Dados los limitados avances en el
desarrollo de vacunas y tratamientos para
estas enfermedades, las estrategias de
control se han enfocado en la reduccion
de la poblacién de mosquitos vectores
mediante la aplicacion de insecticidas de
sintesis quimica, como organofosforados,
organoclorados, carbamatos y piretroides,
uso de repelentes en las casas o empleo
de andlogos de hormonas juveniles
reguladoras del crecimiento, como
el metopreno y el piriproxifeno con
propiedades biocidas sobre los instares
larvales de estos artropodos. '** Este
control quimico suele ir acompafiado
de un control cultural en el que se
implementa el uso de barreras fisicas
(p. ¢j., mosquiteras y toldillos), y se
identifican y eliminan potenciales sitios de
cria, como llantas, tanques y recipientes
plasticos, lugares preferidos por Ae.
aegypti como un organismo altamente
antropofilico y urbano en comparacion
con los hébitats mas naturales preferidos

por Ae. albopictus, como agujeros de los
arboles, charcos yemas axilares de plantas
y similares.****

La presion selectiva ejercida por el
uso prolongado e indiscriminado de
insecticidas en poblaciones de vectores,
en especial de aquellas con alta ocurrencia
en zonas urbanas como Ae. aegypti, han
derivado en el desarrollo de resistencia
a estos quimicos, a lo que se suma la
preocupacion creciente por la afectacion a
organismos no blanco, al ambiente y a la
salud humana b,

Por esta razén, en las ultimas décadas,
las estrategias de control bioldgico se
han diversificado y enfocado no solo
en el control de otros artropodos que
son plagas agricolas sino también en
vectores de enfermedades como Aedes
spp. empleando organismos patdgenos
y depredadores naturales, alterando su
comportamiento o liberando mosquitos
estériles 0 no susceptibles a infeccion con
estos arbovirus y, por tanto, sin potencial
para ser vectores."" En la Tabla 2, se
resumen las principales estrategias de
biocontrol empleadas en los tltimos afios
para el control de mosquitos pertenecientes
a este género en especial de Ae. aegypti
y Ae. albopictus como los vectores de
mayor distribucion e importancia.
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Tabla 2. Principales estrategias de biocontrol para Aedes spp.'®

Estrategia de Agente de control
control
Biocontrol
usando Toxorhynchites sp.
mosquitos
Biocontrol  Gambusia spp.,
usando peces Poecilia spp.
Renacuajos
. de los géneros
B 1
locontro Bufo, Euphlyctis,
usando
renacuaios Hoplobatrachus,
L Polypedates,
Ramanella
Biocontrol  Mesocyclops spp.
usando Macrocyclops spp.,
copépodos  Cyclops spp.
Myracrodruon
urundueva, Aegle
marmelos, Limonia
Biocontrol acidissima, o
Sphaerenthus indicus,
usando . N
Clusia flumiensis,
plantas .
Syzygium lanceolatum,
E. coronaria,
Origanum scabrum
Glycosmis pentaphylla
Wolbachia
Biocontrol
usando bac-
terias
Bacillus thuringiensis
var. israelensis
Biocontrol  Metarhizium anisopliae
usando hon-  Beauveria bassiana
gos y oomy- Aspergillus nomius
cotas Leptolegnia chapmanii

Organismo
blanco

Ae. aegypti
(estados
larvales I-1V)

Ae. aegypti,
Ae. albopictus,
Ae. vigilax
(estados
larvales I-1V)

Ae. aegypti,
Ae. albopictus
(huevos

y estados
larvales I-11)

Ae. aegypti,
Ae. albopictus
(estados
larvales I-11)

Ae. aegypti
(huevos,
larvas, pupas y
adultos)

Ae. aegypti

Aedes spp.

Aedes spp.
(estados
acudticos y
adultos)

Mecanismo

Las larvas de Toxorhynchites splendens
se alimentan de los instares larvales de
Aedes spp.

Introduccion de especies de peces
larvivoros como G. affinis, P. reticulata
y P. signifier, etc. depredadores de las
larvas de Aedes spp.

Los renacuajos depredan activamente
los huevos y larvas de mosquitos, sobre
todo, del género Aedes

Algunos  copépodos como M.
thermocyclopoides, C. vernalis, M.
aspericornis, M. edax, M. guangxiensis
y M. longisetus se alimentan de los
instares larvales [ y II de Aedes spp.

Aplicacién de extractos y metabolitos
vegetales con actividad ovocida,
larvicida, pupicida o adulticida sobre
Aedes sp.

La infeccion con Wolbachia sp. reduce
la expectativa de vida de las hembras
y ocasiona incompatibilidad cito-
plasmadtica entre machos infectados y
hembras sanas impidiendo la reproduc-
cion de la poblacion de vectores.

Las toxina cry de B. thuringiensis es
capaz de causar la muerte de mosqui-
tos del género Aedes por inanicion o
paralisis total del insecto.

Invasion sistematica del hospedero por
ingestion o contacto con esporas.
Produccion de toxinas fungicas
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Hongos y oomycotas entomopatogenos
en el control de Aedes spp.

Los hongos se han convertido en los
microorganismos mas estudiados 'y
empleados en el biocontrol de artrépodos
de importancia agricola y, actualmente, de
mosquitos vectores de enfermedades como
Aedes spp. Estos hongos entomopatogenos
pueden infectar y matar una gran variedad
de hospedadores, regulando la poblacion
del insecto de interés casi siempre sin
mayores afectaciones a organismos no
blanco y al ambiente.***

El mecanismo de estos hongos empieza
con la produccion de conidios infectivos
que ingresan a traveés de la cavidad bucal,
espiraculos y otras aberturas externas
del insecto, o por adhesion a la cuticula.
Una vez las esporas se han adherido al
hospedero, los hongos producen una serie
de enzimas lipasas, proteasas y quitinasas
que le permiten destruir la epidermis del
insecto y, a su vez, usarlo como sustrato
para la formacioén de un tubo germinal y
un apresorio que les permite penetrar la
cuticula hasta llegar al hemocele.'*” Ya
penetrado el hemocele, el hongo tendra
que evadir el sistema inmune del insecto; si
es exitoso, se replicard formando micelio
y produciendo una septicemia, que sera
manifestada por el insecto infectado con
sintomas, como convulsiones, alteraciones
en coordinaciébn y comportamiento,
paralisis y, finalmente, la muerte como
consecuencia del dano fisico producido
por el crecimiento del hongo en su
interior, la produccion de toxinas fiingicas
y la falta de nutrientes.*®

La complejidad y variedad del mecanis-
mo de patogenicidad de estos microor-
ganismos hace que el desarrollo de resis-
tencia sea un proceso mucho mas lento y
complicado para los mosquitos en com-
paracion con la resistencia a insecticidas
quimicos. También implica un menor im-
pacto en ecosistema que otros métodos en
los que se usan bacterias como Wolbachia
o depredadores no nativos y poco especif-
icos como copépodos y peces.*¢

Entre todos los organismos estudiados
como agentes de biocontrol de mosquitos
y otros artropodos, despiertan particular
interés hongos de los ordenes Blastocla-
diales, representado por Coelomomyces;
Entomophthorales con géneros como Co-
nidiobolus, Entomophthora, Entomopha-
ga, Erynia, reconocidos por su especifici-
dad, e Hypocreales, en el que se destacan
géneros como Metarhizium, Beauveria,
Paecilomyces, Purpureocillium, Cordy-
ceps, Nomuraea, Trichoderma, Fusari-
um, Verticillium. Entre ellos los ordenes
Entomophthorales ¢ Hypocreales son los
mas estudiados y algunas especies ya son
ampliamente usadas en control biologico
al ser menos selectivos y relativamente
faciles de aislar, masificar y formular.**

En un estudio realizado por Nunes
Leles et al.,** se evalud la patogenicidad
de 19 aislamientos pertenecientes a
los géneros Beauveria, Gliocladium,
Isaria,  Lecanicillium,  Metarhizium,
Paecilomyces y Pochonia en mosquitos
adultos de Ae. aegypti de 1 a 3 dias
de vida; todos los hongos estudiados
fueron reportados como patégenos para
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este artropodo destacando los géneros
Metarhizium, Isaria, Paecilomyces y
Lecanicillium por su letalidad. Gandarilla-
Pacheco et al.” también evaluaron algunos
aislados nativos de Beauveria bassiana
(HEBV1), Isaria fumosorosea (clave Y01)
y Metarhizium anisopliae (HIB-11 'y
HIB-12), esta vez en instares larvales
del mosquito, reportando, al igual que
Nunes Leles et al.,** que todas las cepas
evaluadas tenian la capacidad de infectar
las larvas con altas tasas de mortalidad
(88-100 %) en el caso de las cepas nativas
de M. anisopliae.

Son muchos los estudios encontrados en
la literatura que demuestran el potencial
de los hongos entomopatdgenos como
agentes de control de Aedes spp.,'** * dis-
tinguiéndose las especies M. anisopliae y
B. bassiana empleados para la formula-
cidn de varios insecticidas biologicos ac-
tualmente en el mercado.?

Los oomycotas no se encuentran
clasificados dentro del reino Fungi, sino
que hacen parte del reino Chromista junto
con las algas pardas y diatomeas, aunque
por un largo tiempo fueron considerados
hongos inferiores dadas sus tendencias
de crecimiento filamentoso y habitos
de nutricién y reproduccidon por esporas
muy similares a los hongos verdaderos;
los avances en filogenética permitieron
reclasificarlos como protistas bajo el filo
Heterokonta. Estos organismos también
han sido estudiados como potenciales
agentes de biocontrol de los estados
acuaticos Aedes spp.**

La mayor parte de las especies de interés
pertenecen a los géneros Leptolegnia,
Phytium, Lagenidium y Crypticola.

Una de las especies més representativas
es Leptolegnia chapmanii; desde su
descubrimiento hace casi cinco décadas
se ha estudiado su potencial en el control
de mosquitos obteniendo resultados
importantes. Segun la revision realizada
por Gutiérrezetal.,* este oomycotaalcanza
una tasa de infeccion en poblaciones de
larvas de mosquitos aedinos de hasta
el 100 %, afectando principalmente los
instares larvales mas jovenes (I y II);
asimismo, algunos aislamientos pueden
causar una mortalidad en larvas del 100 %
tras escasas 24 h de exposicion, segun el
estudio realizado por Lopez Lastra et al.*

De manera similar a L. chapmanii,
Lagenidium giganteum también ha sido
reportado, siendo, incluso, desarrollados
varios productos comerciales. En un
estudio realizado por Merriam y Axtell¥’
sobre larvas de Ae. taeniorhynchus, se
reportd una tasa de infeccion del 96,5 %
con este oomycota y un 100 % de
mortalidad en larvas de Aedes spp. Como
demostr6 McCray et al.,* ambos acotaron
que este oomycota no era efectivo en
aguas salobres o ricas en materia organica,
lo que limitaba su uso en campo; a
esto se suman los estudios recientes
que identifican algunas cepas de esta
especie potencialmente patdogenas para
algunos vertebrados, como perros, gatos
e, incluso, humanos, lo que la convierte
en una preocupacion en ecosistema y de
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salud publica. Otros oomycotas de interés
son Pythium carolinianum y Crypticola
clavulifera.* Autores como Misra et
al.¥ y Carolino et al.** han estudiado la
colonizacion del hongo M. anisopliae en
mosquitos de Aedes en estados de larva,
pupa o adultos.

Antes de que cualquiera de estos
organismos pueda ser usado en campo
como un producto comercial, son muchos
los factores que deben considerarse,
empezando por determinar que no
represente un riesgo para el balance del
ecosistema donde serd liberado o en la
salud publica. De igual forma, se debe
evaluar su patogenicidad y virulencia
(tanto en laboratorio como en campo
o semicampo), su susceptibilidad a
condiciones ambientales, especificidad y
potencial para ser producido a gran escala,
entre otros.'” En los apartados siguientes,
se abordaran varios aspectos sobre
los bioensayos, componentes clave de
cualquier estudio que busque determinar
el potencial de biocontrol de estos hongos
y oomycotas, o que convertirlo en un
producto comercial viable.

Evaluacion de la actividad
entomopatogena

Los bioensayos son un paso fundamental
en el desarrollo de un micoinsecticida o
en la simple determinacion del potencial
del hongo u oomycota como un agente
de control para un insecto en particular,
permitiendo precisar parametros clave
del hongo u oomycota, ademas de la
patogenicidad (capacidad para enfermar

a un hospedero susceptible) y virulencia
(grado en que produce enfermedad al
hospedero), como el rango de hospederos
(los organismos susceptibles de ser
infectados), su desempefio en campo, la
tasa de produccion de conidia o del estado
infectivo, las condiciones que afectan
0 mejoran la generacion de epizootias y
posibles barreras para el desarrollo de la
infeccion en el insecto, como infeccion
con otros microorganismos, estimulos
ambientales y algunos habitos de
comportamiento o alimentacion, etc.

Un correcto disefio y desarrollo de estos
bioensayos es vital para la obtencion
de resultados certeros y confiables que
soporten el desempeno del hongo como
entomopatogeno tanto en condiciones de
laboratorio como en campo.'”

Dados los diversos parametros que pueden
determinarse, no existe un procedimiento
unico y estdndar, sino muchos de ellos
ajustados segun las relaciones hospedero-
patdgeno y el objetivo de la investigacion.
Hajek et al.>® plantean una serie de puntos
clave que actian como la columna
vertebral de gran parte de los ensayos
realizados en hongos y oomycotas, y
de los que se derivan las metodologias
especificas:

* Recoleccion de insectos enfermos,
hospederos naturales del hongo u
oomycota,omuestrasambientales delas
que se pueda aislar el microorganismo.

* Obtencion de un indculo in vivo o in
vitro.
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* Exposiciondeinsectosadiferentesdosis
o concentraciones de estados infectivos
del hongo o de la formulacion.

» Incubacidondelosinsectos, favoreciendo
el desarrollo de lainfeccion o simulando
ambientes especificos.

* Monitoreo de los insectos evaluados
y registro de parametros propios del
efecto del hongo de acuerdo con
el objetivo del bioensayo, como el
tiempo en el que mueren, la cantidad
de infectados y muertos en un tiempo
determinado, susceptibilidad a
estimulos ambientales, cambios en el
comportamiento de los sujetos, etc.

* Analizar y verificar la informacion
y los resultados obtenidos mediante
herramientas matematicas, estadisticas
y de bioinformatica segtn el objetivo
propuesto.

Es de suma importancia que los
investigadores conozcan en profundidad
tanto el patégeno como el hospedero,
sus requerimientos de desarrollo 'y
supervivencia, y las relaciones entre
ambos, para evitar mortalidad por factores
ajenos a la infeccion tanto en los grupos
de estudio como en los controles, y una
subsecuente evaluacion poco precisa de
la patogenicidad, virulencia o cualquiera
que sea el parametro investigado.'”**

El disefio experimental debe contemplar
todos los factores que puedan
potencialmente incidir en los resultados
y establecer los procesos que se seguiran,

empezando con aquellas fases que no
son propias del desarrollo del bioensayo,
sino de preparacion, como el aislamiento
y almacenamiento del microorganismo,
las condiciones de cria, la etapa de
desarrollo y el estado fisiologico de los
mosquitos seleccionados como sujetos
de estudio, la viabilidad y estabilidad
del propagulo infectivo (conidia,
blastosporas, microesclerotia, etc.), el
método de inoculacion y las condiciones
de incubacion de los sujetos, y las
metodologias para la evaluacion de la
infectividad y mortalidad, asi como el
analisis de estos datos.'”*’

Aislamiento de hongos
entomopatogenos

Una de las practicas mas comunes para
el aislamiento de hongos y oomycotas
entomopatogenos es la recoleccion
de especimenes que manifiesten
sintomas de infeccidbn, como cambios
en la forma o textura (licuefaccion,
momificacion, prolapso rectal), color,
olor o comportamiento (convulsiones,
inapetencia, ausencia de coordinacion);
que se sospeche o que hayan muerto como
resultado de una micosis, cuyos cadaveres
normalmente se encuentran cubiertos
por el hongo; o insectos vivos reportados
como hospederos naturales o potenciales
de estos organismos.” Es frecuente que
los insectos que se busquen recolectar
de ambientes terrestres y acuaticos para
aislar estos agentes sean los mismos
artropodos que se pretenda controlar a
partir de la premisa de que el hongo es un
patogeno natural de este organismo y, por
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tanto, su potencial como biocontrolador es
mayor. Por eso, cuando se trata de control
de mosquitos, se suelen aislar cepas
directamente de estados acuaticos, dada
su abundancia y facilidad para colectarlos,
y en menor medida, de mosquitos adultos
mediante el uso de trampas.*®

En el caso de cadaveres de insectos en
los que se puede observar esporulacion,
es posible aislar al patdgeno directamente
de la superficie mediante un suave
raspado del micelio u homogeneizando
el cadaver en agua destilada o algun
buffer para posteriormente sembrar en
un medio nutritivo suplementando con
alguna sustancia antibidtica de amplio
espectro y, en ocasiones, un fungicida,
para evitar el crecimiento de hongos y
bacterias saprétrofos. Si los especimenes
colectados atin no presentan crecimiento
vegetativo o se trata de insectos vivos,
es comun el uso de camaras hiimedas
para fomentar su desarrollo y posterior
aislamiento.'”* En el aislamiento de
oomycotas, es frecuente el uso de trampas
empleando instares larvales o la pupa de
los mosquitos y otros insectos como cebo
considerando la naturaleza acuatica de
estos organismos.™>’

Independiente del organismo a aislar
y el método empleado, se recomienda
mantener condiciones de asepsia estrictas
y conservar tan bien como sea posible
las muestras recolectadas en el caso de
no ser procesadas inmediatamente. Es
probable que se deban realizar subcultivos
a partir de los aislamientos primarios para
obtener cultivos axénicos que permitan

la identificacion morfologica o del
entomopatogeno previo al desarrollo de
los bioensayo.!”¢

Propagulos infectivos y preparacion del
inoculo

La identificacion del hongo u oomycota
entomopatogeno es seguida de la
producciéon de propagulos infectivos
estables que serdn usados en el desarrollo
de los bioensayos. La cantidad de
inoculo necesaria para llevarlos a cabo
es facilmente obtenida en laboratorio
en medios artificiales o naturales
(huevo, arroz, semillas, etc.) mediante
fermentacion liquida, solida o bifésica
0, en algunos casos, por simple siembra
en supetficie en medio solido; y si
esto no es posible, puede cultivarse in
vivo. El método de siembra dependera
del tipo de propagulo que se busque
producir (conidia, micelio, blastosporas,
protoplastos, zoosporas, etc.).'”-*

Con algunas excepciones, el estado
infectivo por excelencia de los hongos
pertenecientes al orden Hypocreales son
los conidios aéreos. En la naturaleza,
estas esporas se producen en el exterior
de cadéaveres de insectos que han muerto
como consecuencia de una micosis, en
contacto permanente con la atmosfera.
En el laboratorio, estos propagulos son
producidos  principalmente mediante
fermentacion en sustratos solidos, como
arroz, trigo, medios microbiologicos
comerciales o sustratos inertes. En
condiciones de fermentacion liquida,
también pueden obtenerse blastosporas,
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esporas que corresponden a estados
proliferativos unicelulares de algunas
especies de importancia, como B. bassiana
y M. anisopliae, pero suelen ser de vida
corta y mas susceptibles a condiciones de
estrés. >89

La obtencion de propagulos infectivos
de Entomophthorales implica que se
realicen esfuerzos mayores, puesto que
la produccion in vitro de esporas aéreas
resulta extremadamente dificil de llevar
a cabo de manera eficiente y sin costos
elevados, y los conidios obtenidos in
vivo son de muy corta duracion, por
lo que las endosporas (zygosporas y
azygosporas) producidas por algunas
especies, como Zoophthora radicans y
Entomophaga maimaiga, actualmente
son los propagulos mas viables para su
aplicacion en control biologico y pueden
ser producidas mediante fermentacion
liquida limitando las fuentes de carbono
y nitrogeno.”® Los protoplastos y
esporangios también pueden ser usados
como propagulos infectivos, pero, al
igual que en los Hypocreales, estos son
realmente intermediarios para la liberacion
de verdadera conidia infectiva.®!

En cuanto a lo que de oomycotas se trata,
estos organismos tienen zoosporas moviles
capaces de buscar de manera activa a
hospederos susceptibles. Estas zoosporas
pueden ser obtenidas directamente del
micelio o a partir de sus estructuras de
resistencia conocidas como oosporas si las
condiciones son adecuadas; sin embargo,
la obtencion de oosporas in vitro se ha
probado como una dificil tarea, por lo

que la estructura infectiva por excelencia
en el control bioldgico sigue siendo las
zoosporas.>>6?

Para la preparacion de los inoculos a ser
usados en los bioensayos, se filtran los
cultivos liquidos o se realizan raspados
de los cultivos en medio solido. La
mayoria de los propagulos pueden ser
suspendidos en agua destilada estéril con
algiin surfactante como el tween, dada la
naturaleza hidrofobica de lamayoria de los
propagulos.”® Conocer la concentracion
exacta a la que estardn expuestos los
mosquitos durante los bioensayos es
vital para determinar parametros como
la CL,,, que permitan evaluar la relacion
entre la mortalidad del hospedero y la
concentracion del agente patogeno, lo
cual puede realizarse mediante el uso
de herramientas, como la camara de
Neubauer o hemocitometro.*®

Los hongos son organismos proclives
a sufrir atenuacion de su virulencia y
alteraciones morfologicas cuando son
subcultivados sucesivamente en medios
artificiales. Esta tasa de disminucion de
la virulencia es especifica de cada especie
e, incluso, cepa; la virulencia puede
ser restaurada exponiéndola una o mas
veces al insecto hospedero, alternando
el medio de cultivo o adicionando
aceites potenciadores de su virulencia
o persistencia, como el aceite de nim,
girasol, coco, etc.%% La estrategia
por excelencia es conservar de manera
correcta el genotipo original, ya seausando
silica gel, agua estéril, o métodos como la
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liofilizacion, el ultracongelamiento y la
criopreservacion, entre otros.%*-%

Teniendo en cuenta lo anterior, es
importante que todos los procesos llevados
a cabo para la obtencion del in6culo se
encuentren estandarizados, puesto que los
mas m/nimos cambios en las condiciones
de cultivo pueden afectar la virulencia,
viabilidad y resistencia ambiental de los
propagulos resultantes.'’

Una vez obtenido el inoculo, el paso
siguiente es llevar a cabo los bioensayos.
En general, los bioensayos realizados
para la busqueda de nuevos agentes de
control bioldgico tienen alguno de los
siguientes objetivos: a) determinacion
de la patogenicidad (p. ej., ensayos
de susceptibilidad del hospedero,
determinacion del rango de hospederos,
efectos sobre organismos no blanco o
efectos de factores bidticos o abioticos,
como temperatura o fase del ciclo de
vida en el que se encuentra el insecto), o
b) determinacién de la virulencia (p. €j.,
ensayos de concentracion-mortalidad,
comparacion entre aislamientos)."”

Bioensayos de patogenicidad y de
virulencia

Los ensayos de patogenicidad determinan
la susceptibilidad de los hospedadores
a  desarrollar  enfermedad  como
consecuencia de la infeccion con un
hongo u oomycota. Estos suelen ser
los ensayos iniciales en la busqueda
de nuevos agentes de control, cuyos
resultados determinan si es necesario

llevar a cabo otros estudios en laboratorio
como los estudios de virulencia. Este tipo
de experimentos permiten determinar
parametros clave en la seleccion de cepas
eficaces para el control microbiano, como
la susceptibilidad de una sola especie
o género hospedero frente a una o mas
especies de hongos u oomycotas o algiin
bioformulado de interés (ensayos de
susceptibilidad), el rango de especies que
pueden ser afectadas (rango hospedero),
el mecanismo de infeccion del patdégeno
o como se ve afectada la patogenicidad
de un agente de interés segin la fase
bioldgica del hospedero o las condiciones
ambientales como temperatura y
nutricion, 72633

Son diversas las metodologias empleadas
en ensayos de susceptibilidad; los
investigadores deben seleccionar la méas
apropiada segin su conocimiento del
patdgeno fungico y la especie blanco. En
laboratorio, lo mas comun es someter a
los mosquitos a contacto directo con los
conidios infectivos, puesto que el principal
mecanismo de infeccion de los hongos y
oomycotas es la adhesién y penetracion
del integumento. esta inoculacion puede
realizarse mediante técnicas simples,
muchas de estas consisten en depositar el
mosquito sobre papel filtro, tela o carton
impregnado con esporas viables, o, en
su defecto, hacerlo caminar en cultivos
fungicos.

Una metodologia asi fue utilizada por
Scholte et al.*® quienes depositaron
adultos de Ae. aegypti'y Ae. albopictus en
recipientes cilindricos donde previamente
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habian dispuesto papel filtro impregnado
de conidias viables de M. anisopliae por
24 h 5338

Sin embargo, realizar ensayos con
mosquitos adultos representa un trabajo
mas arduo y mas dificil de trasladar a
su aplicacion en campo. Los mosquitos
adultos del género Aedes solo alcanzan
tamanos entre los 1,80 y 3,23 mm,* por
lo que este tipo de herramientas invasivas
podrian conllevar la destruccion de sus
organos o dafios tisulares que le causen la
muerte, asi, lo mas comun es el uso de los
estados acuaticos de este insecto con los
que se pueden usar técnicas de exposicion,
que, aunque no siempre permitan conocer
la concentracion exacta de propagulos,
si facilitan la obtencion de resultados
reproducibles y certeros.>®

Loshuevos, laslarvas y pupas demosquitos
pueden ser inoculados de manera directa
por via tdpica, ya sea sumergiéndolos en
una suspension de esporas, roseandolos
con ayuda de un spray, o depositando
pequefias gotas directamente sobre el
cuerpo usando micropipetas o hisopos.’**
Si se quiere trabajar con insectos adultos,
puede incorporarse una solucion de
esporas o un filtrado de metabolitos
fingicos en la dieta de los zancudos. Este
método fue utilizado por Accoti et al.®®
para determinar si la muerte de mosquitos
de las especies Anopheles gambiae y Ae,
aegypti estaba asociada inicamente a la
infeccion con los aislamientos fingicos
obtenidos por ellos en zonas rurales y
urbanas de Maryland y Puerto Rico, o

también a metabolitos toxicos producidos
por estos hongos.

Posterior a la inoculacion, es imperativo
proporcionarles a los sujetos condiciones
Optimas para su supervivencia, pero que
favorezcan el proceso de infeccion. Con
este objetivo, suelen usarse cabinas o
camaras himedas que permitan mantener
un control de factores ambientales, como
temperatura, humedad, fotoexposicion,
nivel de interaccidbn con el ambiente
exterior o la nutricion, etc.'”* Algunos
de estos, como la temperatura y la
humedad, son particularmente criticos
en la germinacion de las conidias y el
desarrollo de colonias en hongos, como
lo demostraron Pratibha et al.® en un
estudio reciente. Pueden usarse todo
tipo de materiales para las camaras o
cabinas, incluso recipientes de plastico
desechable o de poliestireno, cartones, o
recipientes de vidrio como frascos o cajas
de Petri, siempre y cuando hayan sido
correctamente desinfectados para evitar
contaminacion cruzada.

Los bioensayos de patogenicidad deben
llevarse a cabo por periodos mayores de
las dos semanas dada la accion lenta de
patogenos como los hongos u oomycotas.
Es recomendable que los conteos de
mortalidad sean realizados diariamente,
disponiendo siempre de los mosquitos
encontrados ~ muertos en  nuevos
recipientes individuales que permitan
un reaislamiento del patdgeno, para asi
confirmarlo como la causa de muerte.
Asimismo, el bioensayo debera repetirse
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en el tiempo manteniendo las condiciones
del primer ensayo para asegurar la
reproducibilidad de los resultados
obtenidos. Todos los bioensayos deben
incluir un control negativo que permita la
supervivencia de insectos bajo las mismas
condiciones de inoculacion e incubacion
a la que fueron sometidos los sujetos
tratados, para asegurar que no sean estos
factores los causantes de la mortalidad en
lugar del patogeno. La mortalidad en estos
grupos de control deberd mantenerse por
debajo del 10 %; los porcentajes superiores
pueden significar resultados poco precisos
y reproducibles.'”>8

En los ensayos de virulencia, se busca
conocer y cuantificar la capacidad de
ciertos microorganismos,!’ en este caso,
de los hongos entomopatogenos, de
generar enfermedad a los organismos
diana. En estos bioensayos, se evalua el
factor dosis-mortalidad (CL50 o DL50);
en los hongos, por ejemplo, se mide la
concentracion de esporas capaz de causar
la muerte del insecto. En estos ensayos,
ademas de cuantificar la concentracion
letal, también se tienen en cuenta factores
como la capacidad de supervivencia,
la actividad y el niimero de esporas,
infecciones originadas a partir de los
cadaveres de los insectos.!”*

Zuharan et al.™ realizaron este tipo de en-
sayos, midiendo la capacidad infectiva del
hongo entomopatdgeno M. anisopliae en
larvas de mosquitos de Ae. albopictus y
Ae. aegypti. En este ensayo, se utilizaron
20 larvas de cada uno de los mosquitos
sumergiéndolos en suspensiones de con-
idios a diferentes concentraciones, prueba

que se realizo por triplicado, con cepas de
los mosquitos tanto de laboratorio como
de campo.

Los resultados demostraron que este
hongo entomopatdgeno tiene una mayor
letalidad frente a las larvas de Ae. aegypti
que en las larvas de Ae. albopictus. Las
cepas de Ae. aegypti de campo y de
laboratorio fueron mas susceptibles a la
infeccion fingica con una concentracion
letal 50 de 9,6 x 10°ml/conidiay 1,3 x 10°
ml/conidia, y una concentracion letal 95
de 1,2 x 10°y 5,5 x 105 ml/conidia.”

CONCLUSIONES

El interés por la bioprospeccion de
hongos y oomycotas entomopatdgenos y
su uso como biocontroladores ha venido
en aumento en los ultimos afos, por lo
cual el estudio de su capacidad infectiva
y la produccién de propagulos infectivos,
ya en masa, ya en laboratorio, también
lo ha hecho. Aunque en la actualidad
son muchas las metodologias que se han
desarrollado para llevar a cabo bioensayos
de patogenicidad y virulencia, y asimismo
de produccion de propagulos infectivos,
es necesario seguir estudiando estos
microorganismos, sus mecanismos de
accion, sus requerimientos de crecimiento
y esporulacion, y los factores directamente
asociados a la disminucion o aumento de
su virulencia, para que en un futuro su uso
contra vectores de enfermedades, como
las especies del género Aedes se convierta
en una herramienta verdaderamente
extendida reemplazando de manera
progresiva, total o parcialmente, el control
quimico.
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