Boletin Micolégico Vol.7 (1-2):13-16 - 1992

EFECTO COMPARATIVO DE LA VIRULENCIA DE LOS HONGOS
APHANOCLADIUM ALBUM (Preuss) Gams Y TOLYPOCLADIUM
CYLINDROSPORUM Gams (DEUTEROMYCOTINA- HYPHOMYCETES),
CONTRA LARVAS DE MOSQUITO (DIPTERA,CULICIDAE).*

Claudia Cristina Lopez Lastra A
Juan José Garcia G., Guillermo Raiil Reboredo O

CEPAVE (Centro de estudios Parasitoldgicos y de Vectores,UNLP)..

Calle 2 # 584-1900 La Plata Argentina.

Palabras Clave: Virulencia, dphanocladium album, Tolypocladium cylindrosporum, larvas de Culex pipiens

Keys word: Virulence, Aphanocladium album, Tolypocladium cylindrosporum, Culex pipiens larvae

RESUMEN

El presente trabajo ha sido realizado con el objeto
de evaluar el efecto potencial patogénico de conidios y
blastosporas de Aphanocladiumalbumy Tolypocladium
eylindrosporum contra larvas de Culex pipiens L.

Un alto porcentaje de mortalidad larval se ob-
servo frente a las 2 especies filngicas, siendo para A.album,
85,6%y para T.cylindrosporum 80%, con dosisde 1 x
10 conidios/ml.

En A. album la actividad de blastosporos y co-
nidios fué similar, mientras que para T. cylindrosporum
fueron mds virulentos los conidios que las blastosporas.

De los resultados obtenidos se deduce que ambas
especies fiingicas tienen una elevada virulencia contra
larvas de C. pipiens y sus potencialidades patogénicas
Jjustifican nuevos estudios sobre este tema.

INTRODUCCION

Varias especies fingicas son consideradas como
agentes potenciales para el control de mosquitos,entre
ellas se pueden citar a Coelomomyces spp, Culicinomy-

SUMMARY

[Comparative study of Virulence of Fungi: Aphanocla-
dium album (Preuss) Gams and Tolypocladium cylin-
drosporum Gams (Deuteromycotina: Hyphomycetes)
Against mosquitoes larvae (Diptera : Culicidae].

The presentwork evaluates the pathogenic poten-
tial effect of conidia and blastospores in fungi Aphano-
cladium albumn and Tolypocleditun cylindrosporum against
Culex pipiens , larvae. A high larval percentage of mor-
tality was observed in both fungi species. At a dosage of
1x10° conidialml, was 85.6% for A. album, and 80%
for T.eylindrosporum.

A similar aciivity was observed berween conidia
and blastospores for A, album while for T. cylindro-
sporum it was more virulent conidia than for blas-
tospores.

Finally results revealed that both fungi species
have a highvirulence againsr C. pipiens larvae, so that
their pathogenic porential would justify new studies on
this subject.

ces clavisporus, Metarhizium anisopliae, Tolypocladium
cylindrosperum y Lagenidium giganteumn (Riba et al.
1986).

Tolypocladium cylindrosporum fue citado como
pat6égeno de insectos, particularmente de larvas de
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mosquitos por Soares et al. (1979) y Weisser & Pillai
(1981). Su patogenicidad fue comprobada para varias
especies de culicidos por Pinnock et al. (1973),Soares
etal. (1979), Soares etal. (1985), Weiser y Pillai (1981),
Yu et al. (1980) y Goettel (1987 ayb.).

A pesar de que han sido realizados pocos estu-
dios referentesasuaplicacién enel campo (Gardneret
al.(1986) y Pillai, 1987, Goetel 1987), los ensayos de
laboratorio revelan que esta especie puede ser un po-
tencialagentede control de mosquitos (Soares, 1982,
Weisser y Pillai, 1981, Riba et al., 1986, Gottel, 1987).

Respecto de Aphanocladium album, no ha sido
evaluado hasta el presente como agente patégeno de
mosquitos, s610 se ha citado como patégeno de adul-
tos de Aedes albifasciatus en Argentina (Lpez
Lastra, 1990) y existen estudios preliminares (adin no
publicados) a fin de comprobar la viabilidad de esta
especiey T.cylindrosporum,bajo condicionesvariables
de temperatura y salinidad.

El presente trabajo ha sido realizado con el ob-
jeto de evaluar el efecto pat6genico de 4. album,
compardndolo en su virulencia con un aislamiento de
T. cylindrosporum (obtenido de suejo de la Antdrtida ),
el cual ha sido evaluado en pruebas de patogenicidad
preliminares contra larvas de Culex pipiens, en
condiciones controladas de laboratorio, a fin de con-
siderar la perspectiva de su posterior aplicaci6n y
evaluacién en pruebas de campo.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de los bioensayos se procedi6
de igual forma con conidios y blastosporas de Toly-
pocladium cylindrosporum, aislado de suelo de Ant4rtida
(NT.c.3.4. Coleccién Micoldgica CEPAVE) y con
Aphanocladium album aislado a partir de adultos de
Aedes albifasciatus (N.A.a.1.7. Col. Mic. CEPAVE).

Para cada prueba s¢ emplearon lotes de 10 larvas
de segunda estadia de Culex pipiens, procedentes de la
colonia instalada en el CEPAVE (Centro de Estudios
Parasitol6gicos y de Vectores), las que fueron coloca-
das en recipientes de pldstico de 3 cm. de didmetro por
8 cm. de altura, conteniendo 10 ml. de agua destilada.
Laslarvas fueron alimentadas con alimento para peces
(previo molido ultrafino). Cada lote fué tratado con
diferentes concentraciones de conidios y blasiosporas.
Las dosis empleadas fueron 1x10°, 1x 104, 1x10°,1x
105, 1x 107, y 1 x 10 ® esporas por ml.

Cada ensayo conté con un testigo, al que se agregé
agua destiladaestéril pura, realizdndose 5 repeticiones
de cada ensayo. Todos los recipientes con las larvas se
mantuvieron a 25° Cy 80% de H.R. El control de la
mortalidad larval fué efectuado cada 24 horas durante
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16 dias, extrayéndose las larvas muertas para compro-
bar su causa. Las infecciones fiingicas se detectaron
bajo microscopio 6ptico con contraste de fase.

Los conidios de ambas especies fingicas se ob-
tuvieron a partir de cultivos realizados en cdpsulas de
Petri con 10 ml de medio Sabouraud dextrosa agar,
con 2% de extracto de levadura (SDA-Y), incubados a
25° C durante 10 dias. Los conidios fueron extraidos
de la superficie del cultivo con un pincel de pelo de
marta estéril, prepardndose con ellos una suspension
en agua destilada estéril, la que fué homogeneizada
por agitacién manual.

Las blastosporas de ambas especies se cultivaron
enmedio liquido Sabouraud Dextrosacaldocon 2% de
extracto delevadura (SDA-Y)en Erlenmeyers, los que
se mantuvieron en agitacién permanente a 78 r.p.m.
durante 7 dias a 25° C, El nimero de esporas (conidios
y blastosporas) se cuantific6 con una cdmara de
Neubauer.

Se obtuvieron datos de mortalidad larval acumu-
lada y la mortalidad final fué corregida por la férmula
Abbott (1925), el tiempo letal 50 (TL 50) se obtuvo
método de Bievery Hostetter (1971) y la dosis letal 50
(DL50) por el método deReed y Muench(1938).

RESULTADOS

Los datos obtenidos sobre la mortalidad de lar-
vas, dosis letal 50 (DL 50) y el tiempo letal (TL 50)se
expresan en tablas 1y 2.

Losvalores de DL 50 obtenidos con blastosporas
y conidios de 4. album fueron 1 x 10°blastosporas/ml
y 1x 10°conidios/ml respectivamente. El menor TL 50
para la misma especie fué 2.25 dias a una dosis y 1x 107
blas./mly2.97 dfas con 1x 108con./ml. Los mayores TL
50 obtenidos con blastosporas y conidios de 4. album
fueron de 11y 12.6 dias respectivamente, con dosis de
1x10*blas./mly 1x 10° con./m!. Se obtuvieron porcen-
tajes de mortalidad de 100% en larvas expuestasa dosis
de 1x 107 blas./ml y 1x 10° con./ml de 4. album duran-
te 5y 14 cfas respectivamente.

Los resultados de los bioensayos realizados con
blastosporas y conidios de T. cylindrosporum , fueron :
DL 50: 5 x 10*blas./ml y 1 x 10* con./ml. respectiva-
mente, siendo el menor TL 50 para blastosporas de
2.87 dfas con la dosis: 1x 10° blas./mly el mayor TL
50de 15 dfas con 1 x 10° blas./ml El menor TL 50
obtenido solamente con conidios de T. cylindrosporum
fue de 3.26 dias a una dosis de 1 x 10°con/ml, siendo
el mayor TL 50de 13 dias con una dosisde 1x 10 con/
ml.

Se obtuvieron porcentajes de mortalidad de 100%
con blastosporas de T. cylindrosporum, luego de 11 dias



Efecto comparativo de la virulesicia . Claudia C. Lépez L. et al

de exposicién de las larvas a una dosis de 1x 108
blas./ml.,mientras que los porcentajes no superaron el
95% cuando se utilizd la misma dosis de conidios
durante los 16 dias que duré el ensayo.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Comparando la actividad de ambas especies
fiingicas se observé un desarrollc més rdpido de la
infecci6n con 4. album que con 7. cylindrosporum y en
ambas especies fué mayor para blastosporas que para
conidios presentando los dos hongos valoresde DL 50
bajos, entre 1 x 10°y 1 x 10?esporas/ml.

Riba et al. (1986), evaluaron la patogenicidad de
un aislamiento de T. cylindrospsrum contra larvas de
segundo estadia de Aedes aegypti, determinando la
mayor actividad de 1as blastosporas quede los conidios
2 una dosis: 1 x 107 esporas/ml. para ambos €asos,
mientras que hallaron un TL 50 de 4.1 dias para blas-
tosporas contra 26.6 dias para los conidios.

Gardner y Pillai (1987) determinaron las poten-
cialidades de un aislamiento de 7. cylirdrosporum a
partir de Aedes australis de Nueva Zelandia contra
larvas de esa especie. Los autores demostraron el de-
sarrollo mds rdpido de las infecciones con blastospo-
ras (TL.50: 3.8 dfas) que con conidios (TL 50: 7.9 dfas),
utilizando una dosis: 2 X 10° esporas/ml. La DL 50
determinada para las blastosporas de este aislamiento

varia entre 9.5x 104 y 4.2 x 10° blas./ml, mientras que
con los conidios correspondié a 3x10° con/ml. , siendo
menor 4 la determinada para el aislamiento antartico
de T. gylindrosporum y para 4. album. El TL 50 para
las dosis mencionadas fué mayor para los aislamientos
evaluados en el presente trabajo que para los resulta-
dos de T. gylindrosperum de Nueva Zelandia.

Soares y Pinnock (1984), evaluaron la infectividad
de T. cilindrosporuin  aislado de Aedes sierrensis en
California, USA, contra larvas de esa misma especie.
En esos estudios también se demostr6 1a mayor infec-
tividad evidenciada por las blastosporas en relacion a
los conidios, obteniendo valores de TL 50 con ambos:
tipos de esporas, inferiores 4 los que presentaron los
aislamientos citados previamente. El TL 50 fue el
menor en relacion a los aislamientos considerados;-
con valores bajos para blastosporas, de 5.6 dias y 0.6
dias para conidiosy blastosporas respectivamente, con
una dosis de5x 10° esporos/ml. '

Delacomparacién de nuestros resultados con los
obtenidos por otros autores que utilizaron distintos
aislamientos de 7. cylindrosporum, se deduce que la
cepa de suelo antdrtico y 4. album, requieren mayor
nimero de dias para el desarrollo de la infeccién,
aunque los bajosvalores de la DL 50 correspondientes
aambos tipos de esporas y los elevados porcentajes de
mortalidad registrados, permiten considerar sus po-
tencialidades como patdgenos parael control bioldgico
de mosquitos.

Tabla 1 Mortalidad larval de Cerdex pipiens con blastosporasy conidios de Aphanocladinm album

DOSIS TIEMPO (DIAS)

Blast./ml 1 5 10 6 -M.T. MC DL50 E.S.DIS50 TL50
1MO3 0 0 69 60 60 58 10
1MO4 0 0 60 63 63 61 11
IMO5 0 50 60 65 65 63 9
IMO6 10 50 75 20 90 88 438
1MO7 30 70 70 100 100 98 2:25
1MO8 0 50 60 100 100 98 3
Control 20 0 0 20 20 0 IMO3 062

‘Conid./ml

1MO3 0 0 15 42 42 40 12:6
1MO4 0 10 28 68 68 66 10.4
1MO5 10 10 25 68 68 66 10.36
1IMO6 0 26 6 85 86 83 6.05
1IMO7 10 56 &0 100 100 98 59
1MO8 10 100 100 100 100 a8 297
Control 0 20 .20 20 20 1IMO3  0.81

M.T. = Mortalidad larval total (%) M.C. = Mortalidad larval corregida % (Férmula de Abbott) DL50 = Dosis letal 50

ES.=EFError standard T.L.50 = Tiempo letal 50:(dias)

is
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Tabla 2 Mortalidad larval de Culex pipiens con blastosporas y conidios de Tolypocladium cylindrosporum

DOSIS TIEMPO (DIAS)
Blast./m! 1 5 10 16 MT. MC DL50 ES.DL50 TL50
1IMO3 0 0 20 27 27 26 15
1MO4 0 0 30 30 30 29 13
1MO5 0 0 30 70 70 69.5 8
1MO6 0 0 80 80 80 80 6
1IMO7 40 50 %0 90 90 90 6
1MO8 50 70 80 100 100 100 2.9
Control 0 0 10 10 10 1IMO3 058

Conid./ml

1MO3 0 40 53 53 52 11
1IMO4 0 0 10 60 60 59 13
1MOS5 0 0 20 70 70 69 109
1MO6 0 10 45 80 80 79 102
1IMO7 0 20 80 92 9 92 5.8
1MO8 0 55 82 95 95 95 33
Control 0 0 10 10 10 IMO3 062

M.T. = Mortalidad larval total (%)
E.S. = Error standard T.L.50 = Tiempo letal 50 (dfas)

M.C. = Mortalidad larval corregida % (Férmula de Abbott) DL50 = Dosis letal 5(
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