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REVISTA COLOMBIANA
DE ENTOMOLOGIA

Identificacion de hongos patogenos
para Lutzomyia sp. (Diptera:
Psychodidae) vectores de leishmoniosis

|dentification of pathogenic fungi for Lutzomyia sp. (Diptera:
Psychodidae) vectors of Leishmaniasis

Resumen

El objetivo de este estudio fue identificar hon- ~
gos patogenos de Lutzomyia spp., tanto para
estados inmaduros como adultos capturados -
en el campo; para ello se realizaron aislamien- °
tos directos sobre larvas y adultos infectados
y cultivo de los aislamientos para su poste- -
rior identificacion. Conidiobulus coronatus,
Fusarium oxysporum'y Paecilomyces sp. se .
asociaron con altas tasas de mortalidad en lar- -
vas de cuarto instar, Cunninghamella sp. se
aislo treciendo sobre huevos y Beauveria -
bassiana se aislo de adultos. La patogenocidad -
de B. bassiana sobre adultos de Lutzomyiasp.
se verificé en un estudio de susceptibilidad -
in vitro comparando dos aislamientos fungi- °
cos y una formulacién comercial; esta prueba
se efectud exponiendo los insectos a superfi- -
cies tratadas (papel Wattman #1) con 4x10° -
esporas/ml. Los insectos fueron susceptibles
a todos los aislamientos, observdndose los -
mayores porcentajes de mortalidad al cuarto °
dia después de la exposicion. Para el aisla-
miento Bb 9105 que presenté los mayores -
indices de patogenocidad, se determiné una
de 67,5 .
horas. La accion del hongo se evidencié por -
la esporulacién sobre los insectos muertos, y
mediante estudio de microoscopia electréni- .
ca se observo en detalle el proceso de inva- -
sién post mortem del hongo sobre el insecto.
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Introduccion

Los flebotomineos (Diptera: Psychodi- °
dae) de los géneros Phlebotomus para el -
Viejo Mundo y Lutzomyia para el Nuevo '
Mundo, son responsables de la transmi- -
sién de la leishmaniosis, cuyo agente cau-
sal es el protozoo tripanosomatido del -
género Leishmania. Esta enfermedad pre-
senta un complejo ciclo de transmision .
que involucra, ademas del insecto vector,
un reservorio vertebrado, lo cual dificul- .

ta las medidas de control.

En el hombre, el pardsito afecta piel, mu- : . . .

p . transportaron al Servicio de Leishmanio-
cosas y organos del sistema mononuclear -
fagocitico, produciendo los cuadros cli-
nicos de leishmaniosis cutanea, monocu- -
taneay visceral (Chang y Bray 1985). Los
flebotomineos también transmiten otros -
patégenos de vertebrados como Bartone-
lla, Plasmodium y Hemogregarinas, y -
tripanosomas de reptiles y anfibios °

(Killick - Kendrick et al. 1976; Mc.Conel :

y Correa 1964; Young 1979).

En el trépico, donde las enfermedades '
transmitidas por vectores, especialmente -
insectos, constituyen una de las principa- |
les causas de morbilidad y mortalidad, la -
disminucion del contacto hombre-vector '
es considerada como una importante es- -
trategia en la interrupcion del ciclo de
transmision. La aplicacion de insectici- -

das de efecto residual, como DDT, ha sido
ampliamente utilizada para el control de
los vectores, y mas recientemente los

. piretroides, como la deltametrina, impreg-

nados en cortinas y mosquiteros (Lane
1991).

Ante la aparicion de resistencia a insecti-

. cidas como en el flebotomineo P. papatasi

(Scopoli) a DDT (Lane 1991) y otros
vectores, cobra importancia el concepto
de control integrado del vector, y el con-
trol microbiolégico empieza a ser consi-
derado. Este tipo de control ha propor-
cionado resultados preliminares satisfac-

enfermedades, como malaria y tripano-
somiasis (Lane 1991; OMS 1990).

Este es un estudic preliminar sobre la
identificacién de hongos entomopatoge-
nos para Lutzomyia spp. y un reconoci-
miento de aquellos con uso potencial
como agentes de control.

Materiales y Metodos

Los insectos para la realizacion del estu-
dio se capturaron en los municipios de
San Carlos y San Rafael (Ant.), zonas
donde es comun el cultivo de café como
medio de subsistencia. Para la captura se
emplearon trampas de luz Shannon y
CDC que aprovechan el fototropismo
positivo de los insectos, complementadas
con capturadores manuales; estas tram-
pas se colocaron en el interior de los ca-
fetales, y los especimenes obtenidos se

sis en Medellin, donde se realizaron las
pruebas de laboratorio.

Hongos asociados con
estados inmaduros de
Lutzomyia sp.

Las hembras de Lutzomyvia sp. alimenta-
das con sangre de hamster se confinaron
en recipientes para oviposicion y se man-
tuvieron a 24°C y 95% de humedad rela-
tiva. Los huevos se observaron desde la
postura hasta la eclosion y se siguid el
posterior desarrollo de los instares larva-
les; cuando se evidencid presencia de
hongos en los huevos o en las larvas, se
realizaron aislamientos, los cuales se cul-
tivaron en medios adecuados para el cre-
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cimiento de hongos, como el Sabouraud

trosa - Agar (PDA).

cultivos puros mediante claves taxonémi-
cas. en el laboratorio de Micologia de la -
Universidad de Antioquia. Para observar °
las estructuras morfoldgicas del hongoy -
detalles sobre la infeccion, se realizaron
montajes de las larvas infectadas en pla- .
cas microscopicas, previa tincion con azul

de lactofenol.

Hongos asociados con
adultos de Lutzomyia sp.

Para las capturas de adultos, las trampas

se colocaron al interior de dos cafetales .
de San Carlos y San Rafael, el primero -
con una aplicacién previa del hongo .
Beauveria bassina (Bals.) Vuill. (Hypho- -
mycetos) para el control de la broca del .
café y el segundo con un porcentaje de -
infeccion natural por el hongo del 95%, |
segun los registros del Comité de Cafete- -

ros de Antioquia.

El muestreo se realizé en esta forma, ya -
que reportes previos sefalan la suscepti-
bilidad de los flebotomineos a este ento- -
mopatdgeno y por conocerse de antema-
no la presencia de insectos potencialmen- -
te transmisores de Leishmania sp. en los

ecosistemas cafeteros.

Los adultos procedentes del campo que
llegaron sin vida al laboratorio, asi como -
el TL

oviposicion, se depositaron en cajas de - e
petri con papel filtro himedo o directa- °
mente sobre medios artificiales de culti- .
vo. Mediante observacion al estereomi-
croscopio se evalud la presencia de hon- :
gos, los cuales se aislaron y cultivaron -
para su posterior identificacion. Igual- :
mente se prepararon placas microoscopi-
cas con los insectos que presentaron in- .
vasion. En total se hicieron observacio- -
nes sobre 1.540 adultos de Lutzomyia sp. .

las hembras que murieron después de la

Pruebas de susceptibilidad
in vitro

Las pruebas de susceptibilidad se reali- -
zaron sobre adultos capturados en el cam-
po, en zonas sin previa aplicacion del -

" hongo para evitar al mdximo la contami-
- Dextrosa - Agar (SDA) y Papa - Dex- -

nacién, y consistieron en exponer los in- -
sectos a superficies tratadas, en este caso,

) L L . - papel filtro impregnado con soluciones -
La identificacion se realiz6 a partir de los -

conidiales (4 x 10° conidias/ml) durante °
30 minutos. Los aislamientos del hongo, -
cada uno identificado como un tratamien-
to, aparecen en la Tabla 1. Se utiliz6 el -
sistema de bioensayo, disefiado por la
OMS para determinar susceptibilidad o .

resistencia de mosquitos a insecticidas.

La observacién y registro de la mortali-
dad se realiz6 cada seis horas hasta obte-
ner la mortalidad total de los insectos, in-
cluyendo el grupo control.

Resultados y Discusion

Fauna flebotominea

- En el interior de los cafetales se verifico
El experimento se llevé a cabo bajo un |

- disefio completamente al azar con cuatro -
" tratamientos, cada uno con dos repeticio-
- nes (30 insectos por repeticion) y los res- -
" pectivos controles. Se hicieron observa- '
- ciones dos veces al dia, registrando el -

nimero de insectos muertos por dia para
. Lapresencia de flebotomineos en ecosis-

cada tratamiento.

Esporulacion y potencial de
inoculo del hongo B.
bassiana sobre Lutzomyia

sp.

Se registro el nimero de insectos muer-
tos sobre los cuales esporul6 el hongo y :
el nimero promedio de conidias produ- -
cidas por insecto en cada uno de los tra- :
tamientos, para lo cual se tomaron al azar -
cuatro insectos esporulados por tratamien- .
to y se suspendieron en un ml de agua -

destilada estéril con Tween 80 al 0,025%. . mella sp. se aisl6 de huevos de Lutzomyia

- El numero de conidias se determind me- -

diante conteo en un hemocitometro.

Determinacion de la DL,y

un andlisis probit.

la presencia de tres especies de Lutzo-
myia: Lu. bifoliata, Lu. yuilli y Lu. gomezi
(Nitzulescu), esta dltima de caracter an-
tropofilico e incriminada como transmi-
sora de Leishmania panamensis (Vélez
1989; Desjeux 1992.)

temas cafeteros ha sido reportada por va-
rios autores (Alexander 1987;Warburg et
al. 1991), quienes sefialan que los cafeta-
les constituyen un ecosistema apto para
el desarrollo de estos insectos, convirtien-
do estas zonas en dreas potenciales para
la transmisién de la enfermedad.

Hongos asociados con
estados inmaduros:

Se realizaron aislamientos fungicos tan-
to de huevos como de larvas. Cunningha-

sp., y a partir de cultivos puros aislados
de larvas se identificaron los hongos Co-

" nidiobulus sp., Paecilomyces sp., Fusa-

rium oxysporum (Schl.) Snyd. et Hans. y

" Aspergillus sp.
Para el aislamiento al cual las Lutzomyia -
fueron mds susceptibles, se determinaron |
los valores de la dosis letal media (DL ) -
y el tiempo letal medio (TL,)) mediante |

El parasitismo, en especial de Fusarium,
fue claramente observado sobre las lar-
vas que presentaron invasion en la cuti-
cula y partes bucales.

Tabla 1. Procedencia e identificacién de los aislamientos de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill
utilizados en pruebas de susceptibilidad para lutzomyia sp.
Tratamiento Procedencia Designacion
1 Comité de Caleferos de Anfioquia San Rafael (Ant]  Aislamiento 9105¢" [cepa Federacion)
2 CENICAFE [Dpto. Caldas) Aislamiento 9002
3 Producto comercial Bassianil
4 Servicio Leishmaniosis. U. de A. [Medellin] Aislamiento 9401 sl [cepa San Carlos)

e

* Informacién suministrada por el técnico de la zona pero que no pudo ser verificada.
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Hongos asociados con
adultos

A partir de los aislamientos realizados
sobre adultos se identificaron los siguien-
tes hongos: Cladosporium sp., Aspergi-
llus sp., Fusarium sp., Rhodotorula y B.

fueron aislados por Warburg (1991) so-
determinada como oportunista, mientras

verificé mediente pruebas de susceptibi-
lidad.

espizootias en el campo.

Aunque muchas especies de Fusarium
poseen una reconocida accién oportunis- -
ta, F. oxisporum ha sido reconocido como
patégeno primario de insectos dipteros, -
y algunos autores consideran especies de
este género como importantes elementos -
de control microbiologico (Steinkraussy

Kramer 1987).

Pruebas de susceptibilidad

Los adultos de Lutzomyia sp. fueron sus- .
ceptibles in vitro a los diferentes aisla- -
mientos del hongo B. bassiana y al pro- .
ducto comercial. La Figura 1 muestra los -
porcentajes de mortalidad diaria de adul- |
tos de Lutzomyia sp. para los diferentes -
aislamientos. El aislamiento Bb 9105 |
(cepa Federacion) causo las tasas més al- -
tas de mortalidad diaria (13 adultos / dia), '

seguido por los aislamientos Bb 9401 s1

(cepa San Carlos 1), Bb 9002 y el pro- |
ducto comercial. La Figura 2 muestra los -
porcentajes de mortalidad acumulada cau-
sada por cada uno de los aislamientos, y -
puede observarse que el 100% de morta- '
lidad con los aislamientos Bb 9105, Bb -
9002 y Bb 9401s1 se present6 al cuarto '
dia después de la exposicion al hongo; -
estos resultados concuerdan con lo encon-
trado por Warburg (1991), quién registré -
el 100% de mortalidad para P. papatasiy
Lu. longipalpis entre los cuatro y seis dias -

" después de la exposicion, en contraste con
- un 14% en el control. El porcentaje de
. morta}ldad en el contrgl, c?n el present.e : La Figura 4 muestra el promedio de co-
. experimento, puede atribuirse a mortali- .
" dad natural, manipulacién o contamina- -
. ci6n natural con microorganismos pato-

' genos.
bassiana. Aspergillus sp. y B. bassiana

. Potencial de inoculo:
bre P papatasi y Lu. longipalpis (Lutz & Esporulacién del hongo B. bassiana se .

Neira). La accién de Aspergillus sp. fue " obtuvo en los insectos tratados aunque no -

. enlatotalidad de ellos. La Figura 3 mues- ~ fuente de indculo para perpetuar las epi-

que la patogenocidad de B. bassiana se _ tra el nimero de insectos esporulados por -
- cada tratamiento que vari6 entre 28 (48%)
_ para el aislamiento Bb 9002 y 33 (55%)
Ya que el hongo B. bassiana se aisl6 de -
adultos capturados en zonas con previa |
aplicacion del hongo para control de la -
broca del café, no puede afirmarse que se
trate de infecciones naturales, ya que las -
aplicaciones podrian estar favoreciendo
el contacto hongo-insecto y generando -

" para el aislamiento Bb 9105 (cepa Fede-
. racion).

nidias producidas por insecto con los di-

. ferentes aislamientos, siendo el aislamien-
" to Bb 9105 el que presenté mayor espo-
. rulacién (1,17x10°esporas/ml).

. Estos hallazgos ratifican que ademas de
- ser susceptible al hongo entomopatdgeno,

el insecto infectado puede convertirse en

zootias en el campo.

. La observacion al microscopio electroni-
- co de barrido sobre la invasién post mor-

Mortalidad
100%
80%
60% |
40%
20%
0%
Tiempo (dias]
—— 70O 1Bb9l0s ~--- T 2BbOO0O2 = - TIO. 3 Bassianil
""" TTO. 4 Bb 940} sl =--  (Conloles
Figura 1. Mortalidad diaria de Lutzomyia sp. bajo diferentes aislamientos de B. bassiana.
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Figura 2. Mortalidad acumulada de Lutzomyia sp. bajo diferentes aislamientos de B. bassiana.
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tem permitié determinar que las princi-
pales estructuras involucradas correspon- - Insectos esporulados
den a las regiones interpleurales y a los ~ 40
puntos de unién de las articulaciones, ca- -
racteristicas €stas que concuerdan con las 1 Ex "% %" % A Lo TP Ko K QS
descritas por Arcra (1987) para insectos - 01 P x %% ~—r—r—rn [ XX XX (XXXXXXXX
: kX X X X KX XXX |[XXXX K % % %X %
afectados por muscardina blanca. X % % X X % X X (xxxxxxxx KKK K
0] KX X KX X K X X X X K X %X % X
DL _YTL X X X X X X X X | KX XXX Ix % % x
50 50 KX X X X £ X X X X K % X X X
. . X X X X X X X X KX X X X Py %" %
Para el aislamiento Bb 9105, conel cual = 1o ‘xxxxxxxx ‘XXXXXXXX (xXxXxXxX K X X X X
se obtuvieron los mayores porcentajes de - K X X X X Kk X X X X X X X X (XXXXXXXX
rr/lortalidad diaria y l.a/s mejores caracte- . (XXXXXXXX (xxxxxxx (xxxxxxxx xyxvxyxy
risticas de esporulacion sobre la Lutzo- - Cepa Fed. [Bb 9105) Cepa [Bb 9002] Cepa SN.C1 (Bb 9401 sl Bassianil
myia, se determiné mediante un anélisis el
probit 95% (Tabla 2) que es necesariauna -
concentracion de 7,1 x 10° esporas y un " Figura 3.  Numero de insectos esporulados segun el tratamiento.
tiempo de 67 horas para obtener el 50% .
de mortalidad.
Conclusiones y Conidias por insecto
Recomendaciones L i e nNoNoN
(xxxxxxxz Ravav v v K% % %y
» El presente trabajo demuestra la pre- 100e:06 K X X X 3 % % % X (xxxxxxx’ (xXxXxXx)
sencia de los vectores de leishmanio- - 8000:05 (x)(x)(x)(x) (xxxxxxx> KX X X 3 |[X X X X
sis en ecosistemas cafeteros, compar- ’ X X X X KxX X X (XXXXXXX) (XxXXXXX)
tiendo el mismo hébitat con plagasdel - £ 00e.05 (XxXXXxX) (XXXXXXX) X X X X| £ XxXxXxX’
café como la broca, lo cual es motivo K X X X 3 ¥ X X X (XxXxXxX) K% % XY
de atencion por parte de las autorida- - 4,00e+05 (xxxxxxx) (XxXxXxX) (xXxXxX 3 (xXxXxXx)
des nacionales y lo que hace impor- (XXXXXXX) KX X X ¥ K% % XX) x % % %
tante la bisqueda de modelos de con- . 2006105 | BeePe MePey (XxXxXxX) (XXXXXXX) (xxxxxxx)
trol orientados a la lucha contra am- * ; EXXKLT (X X X X X X X X K X X X 3
bos insectos. 0000 Cepa Fed. (Bb 9106) Cepa (B5 90021 Cepa SNCI [Bb 9401 ) Bassiani
e Tanto los estados inmaduros como los - Tratamiento
adultos de Lutzomyia sp. son suscep- .
tibles a infecciones fiingicas, lo cual . Figura 4. Promedio de conidias producidas por insecto.
sugiere que estos patégenos pueden .
regular las poblaciones de flebotomi- -
neos en condiciones na_tur_ales, y que - Tabla 2. Andlisis Probit (95%) Dosis lefal media (DL, ) y Tiempo letal medio (TL, | de Beauveria
a su vez pueden constituirse en im- - bassiana sobre Lutzomyia spp. (6 tratamientos, dos repeticiones, 6 controles).
portantes elementos de control micro-
% 0 ; Nomero de insectos utilizados: 360
bioldgico. Los adultos de Lutzomyia - N :
. . . Umero de muertos en el Testigo: 18
sp. son susceptibles a todos los aisla- ‘
micnios del hunge B kassiang ,unh- Dosis Concentracion Mortalidad Probits
zados en este estudio, en especial al | conidias/ml Corregida calculados
ailamiento Bb 910§, el cual, en el : ! 0.100 185 416
momento del estudio, estaba siendo 5 0310 74 359
cultivado en forma artesanal y apli- - 3 1000 11 378
cado por los campesinos de la zona 4 3100 U 380
i ; 5 10,000 20,4 47
donde se realizo6 el trabajo; por lo tan- - : 31000 278 445
to, el control de la broca podria estar - . -
: : : SN %170995,187 conidias/ml DLSO: %53,805E+00 conidias/ml
mediando la/supervwenma de 1?' fau . Limites: 3,139 % 32,338E+0Q0 Limites: 6,914 % 11,799E+-02
na flebotominea en esta zona, inclu-
yendo especies de buena capacidad - Ecuacion de la linea de regresién ponderada:  Y-0,2 X+ 3,54

vectorial como Lu. gomezi y Lu. hart-

manni.

CHI2. B&DD

5%< Probabilidad <50%
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* Este es un estudio preliminar, por lo
cual es necesario considerar la reali- -
zacion de trabajos encaminados a es-
clarecer la intertaccion Lutzomyia- -
hongo B. bassiana con otros aisla-
mientos y verificar el comportamien- .
to del hongo en el campo, vigilando -
las areas donde se realizan las aplica- :
ciones en relacion con la densidad de -

Lutzomyia sp.
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