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Resumen

Introduccion. Aedes aegypti, originario de Africa, se ha extendido globalmente, siendo
el principal vector del dengue en Colombia. El uso repetido de insecticidas ha generado
resistencia en estos mosquitos, impulsando la busqueda de estrategias complementarias.
Objetivo. Este estudio se propuso evaluar el potencial del hongo Trichoderma asperellum
aislado del municipio de la Virgina (Risaralda Colombia) como agente biocontrolador de
Ae. aegypti. Metodologia. Los bioensayos 7z vitro se realizaron con larvas expuestas a una
concentracién de 1x10% conidias/mL del hongo, observando mortalidad a 24, 48 y 72 horas.
Se llevaron a cabo ensayos de semi-campo en la misma region, utilizando la concentracion
de hongo de 1x107 de conidias/mL en recipientes con larvas de Aedes de la zona, evaluando
la mortalidad de larvas a las 48 horas. Para analizar la diferencia entre grupos con y sin
tratamiento aplico la prueba de Wilcoxon (P=0.05) en el programa R version 4.4.0 (ht-
tps://www.t-project.org/). Resultados. T. asperel/um mostré alta patogenicidad, causando
mortalidades del 95% y 99% en las pruebas in vitro y de semi-campo, respectivamente.

Conclusién. Es el primer reporte de esta especie infectando estadios inmaduros de
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Ae. aegypti en nuestro pais. Estos resultados sugieren que podria usarse en Colombia como

alternativa a los métodos tradicionales de control.

Palabras claves: Aedes aegypti, Biocontrol, Trichoderma asperellum, Hongos entomopatoge-

nos, Control Biolégico, Pruebas de Patogenicidad.

Abstract

Introduction. Aedes aegypti, originally from Africa, has spread globally and is the main
vector of dengue in Colombia. The repeated use of insecticides has generated resistan-
ce in these mosquitoes, prompting the search for complementary strategies.Objective.
This study aimed to evaluate the potential of the fungus Trichoderma asperellum, isolated
from the municipality of La Virginia (Risaralda, Colombia), as a biocontrol agent for Ae.
aegypti. Methodology. I vitro bioassays were conducted with larvae exposed to a concen-
tration of 1x1078 conidia/mL of the fungus, observing mortality at 24, 48, and 72 hours.
Semi-field trials were carried out in the same region, using a concentration of 1x10"7
conidia/mL in containers with Aedes larvae from the area, evaluating larval mortality at
48 hours. To analyze the difference between treated and untreated groups, the Wilcoxon
test (P=0.05) was applied using the R program version 4.4.0 (https://www.r-project.
org/). Results. T. asperellum showed high pathogenicity, causing 95% and 99% mortality
in the in vitro and semi-field tests, respectively. Conclusion. This is the first report of
this species infecting immature stages of Ae. aegypti in our country. These results suggest

that it could be used in Colombia as an alternative to traditional control methods.

Keywords: Aedes aegypti, Biocontrol, Trichoderma asperellum, Entomopathogenic fungi, Bio-
logical Control, Pathogenicity Tests.

Introduccion

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)
(Diptera: Culicidae).es un insecto nativo de
Africa, y actualmente tiene una distribu-
cion mundial con presencia en 114 paises,
en América del Sur, Africa sub sahariana,

Indonesia y el noreste de Australia México,

Estados Unidos, Africa del Norte y el Su-
deste Asiatico areas costeras dispersas en
Portugal, Espafia e Italia [1]. En Colombia
es el principal transmisor del dengue y se
distribuye en el 80 % del territorio nacional,
desde los 1000 hasta los 2302 msnm [2] y es
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el vector de otros virus que causan enfer-
medades como el Chikunguna, el Zika y la
fiebre amarilla [3]. Las medidas de control
convencionales se enfocan en practicas cul-
turales, como la eliminacion de criaderos, y
en la aplicacion de insecticidas, con el ob-
jetivo de disminuir la densidad poblacional
de mosquitos [5]. Ademas, se estan llevan-
do a cabo investigaciones sobre bacterias
biocontroladoras con el fin de prevenir epi-
demias. [4]. Sin embargo, a pesar de que el
uso de productos quimicos ha sido una de
las medidas mas extensivas en el tiempo, se
ha reportado que su uso indiscriminado in-
duce resistencia en poblaciones de los mos-
quitos [5]. Por lo anterior, recientemente se
han buscado alternativas como los hongos
entomopatdgenos, que podrian emplearse
como una herramienta mas en el manejo de
este vector. Tal es el caso de Trichoderma as-
perellum el cual fue biolarvicida en la fase L3
de Ae. aegypti, atribuido a la produccién de
enzimas quitinoliticas [6], y ha sido encon-
trado por otros autores en mosquitos ano-
felinos [7] Asi mismo, algunos autores han
trabajado con  Trichoderma longibrachiatum,
entre otros hongos, encontrando como éste
present6 la mayor actividad larvicida a las
24 horas, causando mortalidades de 100%
[8]. Teniendo en cuenta que este género po-
dria ser promisorio el control de Ae. aegyp-
ti, como se ha reportado en otros paises,
y que en Colombia no existen reportes de
hongos biocontroladores de este género, se
propuso esta investigacidon que tuvo como

objetivo evaluar un aislamiento del hongo

T. asperellum proveniente del municipio de
la Virginia (Risaralda, Colombia) con el fin
de establecer su patogenicidad en pruebas

in vitro 'y en semi-campo.

Materiales y métodos

Aislamiento del Hongo

El aislamiento del hongo usado en este tra-
bajo fue obtenido a partir de un cuerpo de
agua de los alrededores del municipio de la
Virginia (Humedal Balsillas, 4° 53’ 57.095”
N, 75° 52° 44.472” W, Departamento de
Risaralda, Colombia) a la cual se le ha de-
nominado “Cepa VA22”. El aislamiento
escogido, mostré en estudios previos una
gran capacidad y rapidez en esporular, as-
pecto que podria ser tenido en cuenta en
futuros estudios para su producciéon masiva
y bioformulacion. El aislamiento fue con-
servado en nevera a 4-8 °C, en el medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar, (PDA marca

Oxoid ®), hasta el momento de su uso.

Identificacion morfolégica
y molecular de la cepa VA22

Para la identificacion morfolégica, las ce-
pas fueron sembradas en agar papa dextro-
sa (PDA) e incubadas durante 7 a 15 dfas
a 25°C. Se realizaron preparados de las
muestras con azul de lactofenol y se ana-
lizaron mediante microscopia Optica; se

describieron las estructuras reproductivas
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y se utilizaron claves taxonomicas para
la determinaciéon hasta el nivel de géne-
ro [9]. Para la identificacién molecular, se
realiz6 la extraccién de ADN a partir de
la biomasa fungica obtenida en medio li-
quido Sabouraud dextrosa (Merck®) con
10 g/L de extracto de levadura (SDYB)
(Scharlau®). Durante tres dias, las cepas
se sometieron a agitacién orbital (agitador
Mazzine, Indulab®) de 120 rpm. Después,
la biomasa se filtré y se sometié a mace-
raciéon con nitréogeno liquido. La muestra
resultante se procesé segun el protoco-
lo de extraccién de ADN publicado por
Miranda y Sandoval [10].

Se amplific6 la region ITS (que abarca
ITS1, 5.85§ ADNr e ITS 2) usando los ce-
badores ITS 4 (5-TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC-3’) e ITS5 (5-GAAGTAAAAGT-
CGTAACAAGG-3) (21). La amplificacion
se realizé6 en un termociclador Applied
Biosystems MiniAmp con 25 pl de volumen
total de reaccién por muestra, que conte-
nia 2.5 pl de buffer 10X (Smobio®), 2 mM
de MgCl, (Smobio®), 0.2 mM de dNTPs
(Smobio®), 0.2 pmol/pl de cada cebador
(AccuOligo®, Bioneer), 0.06 U/pl de poli-
merasa Taq (Smobio®) y 20 ng/ul de ADN.

El ciclo de amplificacién comenzé con una
desnaturalizaciéon inicial a 95°C durante 5
minutos, seguida de 35 ciclos de desnatu-
ralizacion a 95°C durante 1 minuto, alinea-
cién a 55°C durante 1 minuto, y extension

a 72°C durante 1 minuto y 30 segundos.

Finalmente, se realizé una extension final
a 72°C durante 10 minutos. Los productos
amplificados de la PCR fueron visualizados
en un gel de agarosa (1 % p/v) en tampon
TAE 0.5X a 80 V durante 40 minutos. L.os
amplicones resultantes se enviaron a la Uni-
dad de Servicios de Secuenciacién “Gabriel
de Jesus Bedoya Berrio” de la Universidad

de Antioquia.

Las secuencias obtenidas fueron revisadas
y editadas mediante el programa FinchTV.
Las secuencias obtenidas se compararon
con las bases de datos de dominio publi-
co UNITE (https://unite.ut.ece/) y NCBI
(Centro Nacional de Informacién Biotec-
nolégica https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ),
utilizando la herramienta BLASTN para

alinear secuencias de nucledtidos.

Obtencion de huevos de Ae. aegypti

Los huevos de Ae. aegypti utilizados para
este estudio fueron obtenidos de una colo-
nia de cria perteneciente al Grupo de Ento-
mologfa Médica de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Antioquia. Correspon-
de a una cepa de mosquito natica de Mede-
llin, la cual ha sido criada de forma axénica,
LLa generacion utilizada correspondié a F2
y se criaron con un fotoperiodo de 12-12

Luz/oscuridad.



Cardona B. ef al. Patogenicidad in vitro y en pruebas de semi-campo de Trichoderma asperellum
(Cepa VA22) sobre Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), en la Virginia (Risaralda- Colombia)

Protocolo de eclosion y
mantenimiento de larvas

En un recipiente plastico con 500 mL de
agua destilada estéril, se dispusieron tirillas
de papel que contenfan los huevos de Ae. ae-
gypti, alos cuales se les agregd 1g de comida
granulado para peces, previamente esterili-
zado. Estos fueron incubados bajo condi-
ciones de laboratorio, con una temperatura
promedio de 28 °C durante tres dfas, en es-
pera de su eclosion. Después, se retiraron las
tirillas y las larvas eclosionadas se mantu-
vieron alli entre tres y cinco dias mas, con
las mismas condiciones, para que maduraran
hasta el estadio L.2-L.3, usadas en los experi-
mentos. Aquellas no utilizadas, se descarta-

ron por inmersion en alcohol al 70%.
Prueba de patogenicidad in vitro

Para la multiplicaciéon de la Cepa VA22 se
uso6 el medio de cultivo Caldo Papa Dextro-
sa (PDB) adicionado con vitaminas y sales
(Resultados no publicados, Comunicacién
personal Lizeth Salgado, 2023) en erlen-
meyers que contenfan 250 mL del medio,
y sometidos a una agitaciéon constante de
120 RPM durante 4 dias. Después se filtréd
micelio, para que en el medio solo queden
las estructuras reproductivas. Los conteos
se realizaron utilizando un hemocitémetro,
para el calculo de la concentracién requeri-
da de las conidias para la realizacion de los

diferentes bioensayos.

Para la realizacién de los bioensayos se uti-
lizaron vasos de plastico desechables de 207
mL (TAMI®, Colombia), previamente este-
rilizados con luz UV durante unos 30 mi-
nutos. Allf se ajust6 la concentracion desea-
da con un volumen final de 50 mL de agua
destilada estéril (ADE). Posteriormente se
anadieron 3-4 granos de comida para peces
previamente esterilizados y por ultimo 20
larvas en estadios (L2-L3). Estos estadios
fueron escogidos, de acuerdo con ensayos
previos en donde se estableci6 como la
cepa utilizada, infectaba en mayor propoz-
cién tales estados inmaduros. Cada uno de
los vasos fue cubierto con velo tipo suizo,
para evitar el escape de los individuos que
pasaran a la etapa de adulto. El tratamiento
con el hongo tuvo tres (3) repeticiones al
igual que los controles, los cuales consistie-
ron en vasos con larvas con el alimento, sin
la aplicacién de hongo. Los vasos fueron
incubados bajo condiciones de laboratorio,
con una temperatura que oscilé entre 27-29
°C. Los tiempos de evaluacién fueron 24,
48, 72 horas después del inicio del experi-
mento, tanto en el tratamiento con hongo
como en el control. La variable respuesta
fue el porcentaje de mortalidad y al final
del ensayo, se corrigié la mortalidad de

acuerdo con la féormula de Abbot [11]

IL.a mortalidad de las larvas se definié como
la falta de movimiento ante estimulos lumi-
nicos y mecanicos, mediante la estimulacion

mecanica por medio de un pincel durante
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30-40 segundos. Se realiz6 la verificacion
de los agentes causales, tomando las larvas
muertas en los vasos para su siembra en
PDA acidificado, después de una desinfec-
ci6én superficial previa. Posterior a su siem-
bra, se incubaron a temperatura ambiente
durante siete dias y se verifico el crecimien-
to del hongo. Para la identificacién morfo-
logica, las cepas fueron sembradas en agar
papa dextrosa (PDA) e incubadas durante 7
a 15 dias a 25°C. Se realizaron preparados
de las muestras con azul de lactofenol y se
analizaron mediante microscopia 6ptica; se
describieron las estructuras reproductivas
y se utilizaron claves taxonémicas para la

determinacion hasta el nivel de género [9].
Diseiio experimental

Para establecer si existian diferencias signi-
ficativas entre las unidades experimentales
con tratamiento vs. aquellas sin tratamien-
to (control), se realiz6 la prueba de Wilco-
xon a un nivel de significancia de 0.05. Los
datos fueron analizados en el programa R

version 4.4.0 (https://www.t-project.org/)

Prueba de patogenicidad en
condiciones de Semi-Campo

Este experimento, fue acompafiado por
la Alcaldia Municipal de la Virginia a
través de la subsecretaria de salud y la
Unidad de gestiéon ambiental del munici-
pio

v=1UubC-nuaNQ), quienes confirmaron

(https://www.youtube.com/watch?-

el sitio de aplicaciéon de acuerdo con sus
registros de indices aédicos. La presen-
cia de Aedes aegypti tue corroborada por el
grupo de Entomologia médica de la Uni-
versidad de Antioquia (GEM). Para deter-
minar la presencia de microorganismos en
el agua, previo al montaje en semi campo,
se colectaron muestras en tubos conicos
tipo Falcon y fueron procesados en el la-
boratorio de Investigaciones de la Univer-
sidad libre Sede Belmonte. Se realizaron
diluciones seriadas y se sembraron 100uL
en superficie en los medios PDA y Agar
Nutritivo (AN). Estos fueron incubados
bajo condiciones de laboratorio y poste-
rior a incubacién, se procedié a realizar
coloraciéon de gram y montajes de placas
con azul de lactofenol para la observaciéon
de hongos, los cuales fueron observados

en microscopio de luz a 40X.

El hongo Trichoderma, utilizado fue multi-
plicado bajo las mismas condiciones descri-
tas y explicadas previamente para las prue-
bas iz vitro. Esta parte de la investigacion
fue realizada en zona urbana del municipio
de la Virginia, Risaralda, en el barrio El
Porvenir. El lugar de aplicaciéon del hongo
correspondié a un patio en donde se en-
contraban diferentes tipos de recipientes
con poblaciones de Ae. aegypti, de acuerdo
con informacién suministrada por la auto-
ridad sanitaria de esta zona (Comunicacion
personal Juan Sebastian Ramirez, 2023).
Dentro del patio, se ubicaron contenedo-

res de agua lluvia (baldes, cajas, tanques)
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que fueran reservorios de agua lluvia y que
no presentaran mas de Im de distancia.
La unidad experimental consistié en cajas
plasticas redondas (10 cms de diametro x
5cms de profundidad), que fueron deposi-
tadas en la superficie del agua de los con-
tenedores escogidos para la prueba, con el
fin de que estos flotaran. Los recipientes
plasticos, tenian una tapa plastica perfora-
da con seis orificios abiertos con punzén
metalico, con el fin de que las larvas pudie-
ran respirar. LLos tratamientos consistieron
en cajas plasticas con la adicién de 20 mL
de la suspension del hongo, hasta llegar a
una concentracién de 1x107 conidias / mL. .
El agua utilizada para el ensayo provenia de
contenedores plasticos ubicados en el patio
(Agua lluvia, pH: 6.5-7.0), y para el monta-
je de las unidades experimentales, se esco-
gieron cinco puntos de la propiedad. Cada
caja plastica, contenia 10 larvas de estadios
2-3 provenientes del mismo sitio donde se
realizé el ensayo. LLos controles consistie-
ron en recipientes de agua con las larvas,
pero sin el hongo. Se incubaron durante
48 horas, con una temperatura ambiental
media de 30 °C.La variable a evaluar fue
el porcentaje de movilidad, como medida
indirecta de mortalidad. Asi mismo, se ob-
servo si existia presencia de adultos en las

unidades experimentales

Diseiio experimental

Para comparar el efecto del hongo sobre la
movilidad de individuos de Ae. aegypti, la
movilidad fue tomada como un proxy para
establecer la mortalidad y calcular los pot-
centajes. Para establecer si existian diferen-
cias significativas entre las unidades expe-
rimentales con tratamiento vs. las unidades
experimentales sin tratamiento (control), se
realizé la prueba de Wilcoxon a un nivel
de significancia de 0.05. Los datos fueron
analizados en el programa R version 4.4.0

(https://www.t-project.org/)

Resultados

De acuerdo con los resultados de la identifi-
cacion morfologica, este aislado correspon-
de al género Trichoderma sp. Por otra parte,
se obtuvo un fragmento de 450 nucleétidos
y corresponde a Trichoderma asperellum , con
un 100% de identidad y un E value de 0 al
realizar la busqueda en Blast (Figura 1) y
del 99% de este mismo hongo en UNITE.
Es relevante destacar que este es el primer
informe en Colombia de esta especie fungi-
ca infectando larvas de Ae. aegypti tanto in

vitro como en condiciones de semi-campo.
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RID: 27CS4XUe@13

Job Title:Nucleotide Sequence

Program: BLASTN

Database: nt Nucleotide collection (nt)

Query #1: Query ID: lcl|Query 6287330 Length: 458
Sequences producing significant alignments:

Scientific
Description Name
Trichoderma asperellum isolate T2 (Reverse) small subunit... Trichoderma ...
Trichoderma asperellum clone SF_786 small subunit ribosomal RN... Trichoderma ...
Trichoderma asperellum clone SF_554 small subunit ribosomal RN... Trichoderma ...
Trichoderma asperellum clone SF_387 small subunit ribosomal RN... Trichoderma ...
Trichoderma asperellum isolate T1 (Reverse) small subunit... Trichoderma ...
Trichoderma asperellum strain MF1 small subunit ribosomal RMA... Trichoderma ...
Trichoderma asperellum isolate Tasp48 small subunit ribosomal... Trichoderma ...

Common Max Total Query E  Per. Acc.

Name Taxid Score Score cover Value Ident Len Accession
NA 1e12e1 832 832 1@0%x ©.2 100.00 603 MK928418.1
MA le12e1 832 832 1@@x 0.0 100.@@ 598 MT538062.1
MA l1@12a1 832 832 100% @.0 100.00 594 MT5298368.1
HA le12e1 832 832 1e@x @.e 108.@8 599 MT529663.1
NA 1e12e1 832 832 1ee%x ©.2 100.08 599 MK928415.1
NA 1e12e1 832 832 1ee%x @.0 100.00 605 MT126695.1
MA 1@12@1 832 832 1@@% 0.0 100.8@ 585 MT@e5827.1

Figura 1. Resultados del Blast INCBI) correspondiente a Trichoderma asperellum

Posterior a la incubacién de cuatro dias en
agitacion, el hongo logré una concentra-
cién de 1x10° conidias/mL, a partir de las
cuales fue posible preparar las suspensiones
de trabajo. En los bioensayos 7# vitro pos-
terior a 24 horas de incubacion, las larvas
presentaron un promedio del porcentaje de
mortalidad del 100% en los tratamientos.
Algunas de ellas presentaron deformidades
morfolégicas, mientras que en el control se
encontraron solo algunas larvas inmoviles,
que correspondié a un 5% de mortalidad,

pero sin alteraciones en su morfologia (Ta-

bla 1). Posterior a la aplicaciéon de la for-
mula de Abbot, el resultado de la patoge-
nicidad del hongo sobre las larvas fue del
95% vy al aplicar la prueba de Wilcoxon, se
presentaron diferencias significativas entre
el tratamiento y el control (P>0.05) Al sem-
brar las larvas en medio de cultivo, se obtu-
vo el hongo, por lo que se corroboré que la
mortalidad se debié al hongo aplicado. Los
resultados de los controles que fueron sem-
brados no mostraron presencia del hongo y
solo se observaron bacilos Gram negativos
(BGN).

Tabla 1. Bioensayos iz vitro de la cepa VA22 en tres (3) tiempos diferentes.

. . Larvas Mol % de Promedio % de
Tratamiento | Repeticiones | , ., . larvas . . .
iniciales . . mortalidad | Patogenicidad
inmoviles
1 20 20 0 0 20 100
VA22 2 20 20 0 0 20 100 100
3 20 20 0 0 20 100
1 20 0 3 0 3 15
Control 2 20 0 0 0 0 0 5
3 20 0 0 0 0 0
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Prueba en semi-campo

A pesar de que la prueba 7n vitro mostro
mortalidad a las 24 horas, en las condicio-
nes de semi-campo, con el agua del sitio,
las larvas nativas, y bajo las condiciones
ambientales del lugar donde se hizo el ex-
perimento, se observé la mortalidad a las
48 horas. La prueba de Wilcoxon, mostré
un P= 0,029, por lo cual se puede inferir
que hay diferencias significativas entre am-
bos grupos (control vs hongo). En la tabla
2, puede observarse como la proporcion
de la mortalidad de los controles estuvo
entre 0.0 y 0.1, mientras que en los trata-
mientos fue de 1.0. Posterior a la aplicacion
de la prueba de Abbot, se encontré6 como
la mortalidad del hongo bajo las condicio-
nes evaluadas, correspondié a un 99%. Asi
mismo, al realizar las siembras de las larvas

en el medio de cultivo, en todas se observo

el crecimiento del hongo. En las larvas del
control, no hubo crecimiento de Trichoderma
sp.; sin embargo, en una de ellas crecié Pe-
nicillinm sp., y en las demas se determiné la

presencia de BGN.

Al igual que las observaciones 7z vitro, al-
gunas de las larvas evaluadas, presentaron
deformaciones morfoldgicas al ser obser-
vadas en el estereoscopio y se determind
la presencia de estructuras del hongo (Fi-
gura 2). Los aislamientos de las diluciones
del agua, correspondieron a BGN, y otros
hongos ambientales como Penicillium sp
y levaduras. Se corrobor6 que el agua en
donde se monto el ensayo de semi campo,
no presentaba previamente el hongo Tri-

choderma sp.

Tabla 2. Mortalidad de individuos sometidos a Trichoderma asperellum y sus controles, en condiciones de semi-campo.

Treatment iIrtlli(.l:ii\:l(izos ‘ Mortalidad ::Zﬁzr::iljg
C1 Control 10 0 0.0
C2 Control 10 1 0.1
H1 Hongos 10 10 1.0
H2 Hongos 10 10 1.0
H3 Hongos 10 10 1.0
H4 Hongos 10 10 1.0
H5 Hongos 10 10 1.0
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Figura 2. Observacion de estadios larvarios posterior a 48 horas de incubacion en la prueba de semi-campo. Izquierda; control

sin hongo. Derecha, tratamiento con hongo. Montaje con azul de lactofenol. 10X.

Discusion

El género Trichoderma, ha sido utilizado en
forma tradicional como biocontrolador de
hongos fitopatégenos, y como biofertilizante.
Sin embargo, estudios recientes demuestran
como dentro de su ADN, existen genes rela-
cionados con funciones reportadas en hongos
entomopatégenos, lo que podria aumentar su

utilidad en el biocontrol de insectos [12].

En el presente estudio, el hongo I. asperellum
cepa VA22, mostro patogenicidad del 95%
vitro, posterior a 24 horas de ser aplicado so-
bre estadios larvarios de Ae. aegypts, lo cual
es comparable a lo demostrado por Cisneros-
Vazquez et al. (2023)[8] quienes registraron
mortalidades 2 vitro del 100% sobre Ae. ae-
gypti, con la cepa Trichoderma longibrachiatum.

Asi mismo, la cepa VA22, tuvo la capacidad

de producir mortalidad de larvas de Ae. ae-
gypti, bajo las condiciones ambientales de la
Virginia, Risaralda (Colombia) y fue patoge-
na tanto en poblaciones multiplicadas bajo
condiciones axénicas, como en aquellas po-
blaciones naturales presentes en el sitio de
evaluacion, lo cual podria convertirlo en un
candidato adecuado para ser usado como bio-
controlador de larvas de este artréopodo en
Colombia. Por otra parte, al no haber encon-
trado hasta la fecha reportes sobre pruebas
en semi- campo, esta metodologia reportada
en el presente estudio podria ayudar a otros
investigadores a realizar sus pruebas, con el
fin de evidenciar si sus cepas pueden afectar

poblaciones nativas de Ae. aegypti.

Es importante resaltar como la cepa VA22
tuvo la capacidad de producir deformacio-

nes morfolégicas en los estadios larvarios
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(Figura 2). Lo anterior podria ser explicado
por la infeccién de esta cepa en diferentes
puntos del cuerpo de las larvas mediante
la produccién de toxinas o de enzimas, as-
pectos que ya han sido reportados en otras
especies de hongos patégenas a mosquitos
[13-16]. Sin embargo, en el caso de este
hongo, atn se desconocen los mecanismos
exactos de su actividad, que podrian igual-
mente, estar relacionados con la capacidad
para activar vias de transcripcién que pro-
ducen alteraciones en la inmunidad, redu-
cen la sobrevivencia, cambios fisiologicos
y comportamentales, estudios que has sido
llevados a cabo Metarhizinm anisopliae [17].
Por otra parte, la degradacion especifica
de la cuticula, fue explicada previamente
en Brasil en esta especie, mediante el estu-
dio de un complejo de quitinasas de T. as-
prerellum, que permitié degradar la cuticula
de estadios inmaduros de Ae. aegypti du-
rante su micoparasitismo [6]. As{ mismo,
la patogenicidad de la cepas VA22 en cot-
to tiempo (24-48 horas), adicional al uso
de enzimas toxinas, o debido a posibles
alteraciones en los mecanismos de inmu-
nidad del Ae. aegypti, podria ser también
explicada mediante el ingreso por orificios
naturales, tal y como fue estudiado hace
varios anos con el hongo Culicinomyces cla-
visporus [18]. Estos aspectos , deben ser in-
vestigados en futuros estudios, con el fin
de establecer los mecanismos de accién de

este hongo en Colombia.
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