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Resumen
La comunidad de mosquitos Culex de Cérdoba incluye especies involucradas en

la transmisién de los virus Saint Louis Encephalitis (VSLE) y West Nile (VWN). Restan
por conocer aspectos de la biologia invernal de este grupo de mosquitos en la ciudad. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la comunidad de mosquitos Culex (Culex) y
determinar el estado de desarrollo de los foliculos ovaricos de las hembras durante la
temporada otofio-invierno. Se colectaron individuos adultos mensualmente, con trampas
de luz tipo CDC, en dos sitios entre mayo y septiembre de 2016. De las 13 especies
registradas para la ciudad, se colectaron ocho. Culex dolosus, Cx. quinquefasciatus y
Cx. interfor fueron eudominantes y constantes en el periodo de muestreo. La primera,
mostré el mayor valor de indice de abundancia de especies, seguida por Cx.
quinquefasciatus y Cx. interfor; las tres totalizaron el 77,35% de los individuos
colectados. EI mayor valor de diversidad y riqueza de especies fue en mayo. Se estudio
la relacion entre la abundancia de mosquitos y las variables ambientales mediante un
analisis de correspondencias candnicas y fue explicada en un 68% por la humedad y la
velocidad del viento (Eje 1) y por la temperatura maxima (Eje 2). Para estudiar el
desarrollo ovarico se diseccionaron 184 hembras, de las cuales 58 mostraron un estado
folicular avanzado. Debido a la dificultad para identificar morfologicamente las
hembras de Culex, se utilizé un fragmento del gen citocromo c¢ oxidasa subunidad | y el
segundo intron del gen acetilcolinesterasa 2 para el complejo Cx. pipiens. Aln durante
la época desfavorable del afio, el 61,5% de las especies registradas para la ciudad fue
colectado con un estado folicular avanzado, dando indicios de homodinamia. La
presencia de Cx. quinguefasciatus y Cx. interfor, incriminadas como vectores de VSLE
en Cordoba, soportaria al overwintering del virus en hembras no diapausantes infectadas
como estrategia para pasar la temporada desfavorable. Cabe destacar la colecta de un
espécimen hibrido del complejo Cx. pipiens. Dada la sobresaliente representatividad de
Cx. dolosus, es necesario estudiar su rol en el mantenimiento y transmision del VSLE.
Del mismo modo, la posible homodinamia de Cx. pipiens hibrido debe ser estudiada en
profundidad ya que podria actuar como vector puente. La importancia epidemioldgica
de las especies de este subgénero y la capacidad de sobrevivir y reproducirse en
condiciones ambientales desfavorables, lo hace objeto de futuros estudios para
profundizar en el conocimiento de su biologia invernal y determinar su potencial rol en

el mantenimiento de virus a lo largo del afio.

Palabras clave: hibernacién, diapausa, arbovirus, overwintering, foliculos ovaricos.



Introduccion

Los mosquitos pertenecen a la familia Culicidae (Diptera), la cual es una de las
mas estudiadas entre las de insectos dada su importancia médico-veterinaria. EI género
Culex, de distribucién mundial, agrupa 769 especies en 26 subgéneros (Harbach 2017) y
es bien conocido por su interés sanitario. EI subgénero Culex incluye 200 especies
(Harbach 2017), muchas de las cuales son reconocidas como vectores de nematodos
(Fontes et al. 1998) y numerosos arbovirus (del anagrama del inglés arthropod-borne
viruses) (Hubalek 2000). Para la Argentina, se han registrado 29 especies de Culex
(Culex) y 17 para la provincia de Cérdoba (Rossi 2015), mientras que para la ciudad de
Cordoba, el subgénero esta representado por 13 especies (Almirdn et al. 2006). Desde
hace casi dos décadas se realizan estudios periddicos y sostenidos de la comunidad de
mosquitos de la ciudad de Cdrdoba. Una caracteristica fundamental que describe a una
comunidad biolégica es la diversidad de sus componentes, o biodiversidad, representada
por las diferentes especies que la componen. El estudio de la estructura de las
comunidades puede ser abordada a partir de diferentes aspectos: la diversidad de
especies, las interacciones entre las mismas y la organizacién funcional (Schowalter
2000). La diversidad de especies no deberia medirse Unicamente por el nimero de
especies registradas, sobre todo si las muestras son parciales como frecuentemente
ocurre en los estudios entomoldgicos (Gotelli & Colwell 2001). Para ello, se han
desarrollado indices y estimadores que complementan la informacién acerca de la
diversidad y abundancia de las especies en las comunidades (Morin 1999, Magurran
2004). La principal ventaja de los indices es que resumen mucha informacion estadistica
en un solo valor y nos permiten hacer comparaciones rapidas y sujetas a comprobacion
estadistica entre la diversidad de distintos habitats o a través del tiempo (Magurran
1988). Entre las especies de relevancia sanitaria de la ciudad de Cérdoba, Culex (Culex)
quinquefasciatus y Cx. (Cux.) interfor se consideran vector principal y secundario,
respectivamente, del virus VSLE (Diaz et al. 2006). Si bien solo las dos especies
mencionadas de Culex (Culex) han sido incriminadas directamente como de importancia
médica para la ciudad, otras también registradas en Cordoba muestran relevancia
epidemioldgica en otras provincias. Se asume que Cx. (Cux.) bidens fue el vector del
virus Venezuelan Equine Encephalitis (VEEV) durante una epizootia en la provincia de
Chaco en 1988 (Sabattini et al. 1998). El virus Rio Negro, del complejo VEEV, se ha

detectado en pools de mosquitos de las especies Cx. (Cux.) coronator y Cx. (Cux.). maxi



en la provincia de Chaco en el afio 2004 (Pisano et al. 2010a) y en especimenes de Cx.
(Cux.) mollis en San Miguel de Tucuman durante 2005 (Pisano et al. 2010b).

El VSLE se aislo por primera vez en el afio 1933 de un paciente durante un
brote de encefalitis en la ciudad de Saint Louis, Estados Unidos de América (EEUU)
(Lumsden 1958). Este virus es endémico en Argentina y posee una amplia distribucion,
detectdndose actividad tanto en regiones subtropicales como templadas del pais
(Sabattini et al. 1998). En el afio 2005 se produjo un brote por VSLE en la ciudad de
Cordoba; de los 47 casos confirmados, 9 resultaron fatales (Spinsanti et al. 2009).
Durante el brote, especimenes de Cx. quinquefasciatus y Cx. interfor se encontraron
naturalmente infectados con el virus y se logré el aislamiento a partir de individuos de
Cx. quinquefasciatus (Diaz et al. 2006).

El VWN es el arbovirus de mayor distribucion en el mundo, fue aislado por
primera vez en 1937 de la sangre de una mujer febril en el departamento de West Nile,
Uganda (Smithburn et al. 1940). Su introduccion en el continente americano tuvo lugar
en la ciudad de Nueva York en 1999 (Lanciotti et al. 1999), alcanzando luego un amplio
rango de distribucion (EEUU, Canada, México, Caribe y algunas regiones de Centro y
Sudamérica) con mosquitos del género Culex como vectores involucrados en su
transmision (Kramer et al. 2008). Si bien habria ingresado a la Argentina antes de 2005
(Diaz et al. 2008), se desconocen las especies involucradas en su transmision en el pais.
Cabe destacar que algunos mosquitos Culex son vectores de este virus en otras regiones
del mundo (Kramer et al. 2008) como por ejemplo Cx. quinquefasciatus (Molaei et al.
2007) y Cx. (Cux.) pipiens (Savage et al. 1999) en los EEUU y Cx. pipiens en Rusia
(Fyodorova et al. 2006). En la ciudad de Cordoba la actividad del VWN se ha registrado
en aves desde 2005 (Diaz et al. 2008).

Los arbovirus se mantienen en la naturaleza principalmente por la transmision
vectorial entre huéspedes vertebrados y sus vectores hematdfagos. Este ciclo es
constante durante todo el afio en zonas tropicales y subtropicales, donde las poblaciones
de los vectores son estables durante el afio. En zonas templadas las abundancias de los
vectores disminuyen drasticamente en la época invernal, la cual para la ciudad de
Cordoba se extiende entre junio y septiembre y se caracteriza por bajas temperaturas y
escasas precipitaciones. Este escenario pondria en peligro la supervivencia de los
arbovirus (Contigiani et al. 2016). Sin embargo, se ha observado en ciertas zonas
templadas la permanencia de determinados arbovirus durante todo el afio, como la
endemicidad del VSLE en la ciudad de Cordoba (Diaz et al. 2012). Se han planteado



diversas estrategias para explicar la manera en la que los arbovirus persisten durante la
estacion desfavorable hasta la primavera siguiente (overwintering). Estas son (Monath
1980): 1, transmision transovarica; 2, transmision venérea; 3, transmision vectorial por
vectores alternativos (como garrapatas con estabilidad poblacional en el invierno); 4,
reintroduccion anual mediante aves y/o murciélagos y 5, permanencia viral en
mosquitos hembras no diapausantes infectadas. El término overwintering también se
utiliza para definir los mecanismos que las especies de mosquitos utilizan para pasar la
temporada desfavorable en regiones templadas y que sus poblaciones lleguen a la
primavera. Para el género Culex estas estrategias difieren con la especie, la latitud, y por
lo tanto con la temperatura y el fotoperiodo (Reisen 1995). Se ha observado que
poblaciones de Cx. (Cux.) tarsalis de EEUU pueden adoptar distintas estrategias:
hibernar (diapausa reproductiva) como hembras inseminadas o bien alimentarse de
sangre y oviponer durante el invierno (Nelms et al. 2013). Culex pipiens ha desarrollado
una estrategia que consiste en la hibernacion de hembras anautogénicas inseminadas
(Spielman & Wong 1973), lo cual se determind en base a observaciones a campo y en
laboratorio en poblaciones de mosquitos de Boston, EEUU. Estas hembras, no se
alimentan ni oviponen durante el invierno y son lo suficientemente longevas para
sobrevivir durante toda la época desfavorable (Vinogradova 2000). Las hembras de Cx.
quinquefasciatus, por el contrario, son no-diapausantes y el ciclo de vida continda a
pesar del frio (Hayes 1975, Hayes & Hsi 1975). Esta estrategia, conocida como
homodinamia, ha sido reportada también para Cx. (Cux.) fatigans en Brasil (Rachou
1957) y Venezuela (Scorza 1972). En el caso de poblaciones de Cx. quinquefasciatus de
la ciudad de Cdrdoba, a partir de experimentos a campo se ha observado que posterior a
la ingesta de sangre, las hembras oviponen, los huevos eclosionan, las larvas se
desarrollan y pupan y los adultos emergen a pesar de las bajas temperaturas, aunque el
tiempo de desarrollo es mayor que en condiciones mas calidas (Almiron & Brewer
1996). Es decir, que al menos dos generaciones de Cx. quinquefasciatus deben ocurrir
durante la temporada fria y seca en la ciudad de Cérdoba (Almirén & Brewer 1996).
Ademas se confirmd experimentalmente el mecanismo de transmision vertical del
VSLE en poblaciones de Cx. quinquefasciatus de la ciudad de Cordoba (Flores et al.
2010). Es por esto que los mecanismos adoptados por las diferentes especies deben ser
estudiados localmente tendiendo al conocimiento de la biologia invernal de las especies

de real o potencial interés sanitario.



El ciclo ovarico de los culicidos comprende una serie de pasos que van desde la
formacion de una tanda de foliculos hermanos hasta que los mismos llegan a oocitos
maduros, y consta de periodos de crecimiento alternados con periodos de interrupcion.
Clements (1992) definio cuatro fases de desarrollo, en base a eventos fisiologicos de la
ovogeénisis, que coinciden con los cinco estados de Christophers (1911), definidos en
base a la apariencia de los foliculos bajo el microscopio. En la fase pre-vitelogénica los
foliculos se vuelven competentes; en la fase de iniciacion, el crecimiento folicular
continta después de la ingesta de sangre; en la fase trofica, ocurre el principal periodo
de sintesis de vitelo y en la post-tréfica, el oocito toma su forma madura y se cubre de
corion (Clements 1992). Entre estas fases existen puntos de pausa potenciales de los que
se puede salir si se dan las condiciones fisiol6gicas adecuadas, las cuales permiten el
desarrollo de conjuntos de foliculos coordinados con los ciclos de alimentacion y
oviposicion de las hembras. Dichos puntos o barreras pueden salvarse hormonalmente o
por la ingesta de sangre, siendo esta ultima indispensable para el paso de la fase pre-
vitelogénica a la de iniciacion (barrera pre-vitelogénica), etapa que se corresponde con
el estado Illa de Christophers. Se infiere que, una vez alcanzada esta fase, se
garantizaria la finalizacion del ciclo gonotrofico. El llamado ciclo gonotrofico hace
referencia al periodo desde la busqueda de huésped para ingerir sangre hasta la
oviposicion (Clements 1992). EI nimero de ingestas necesarias para completar este
ciclo depende del estado nutricional de la hembra al momento de emerger (Clements
1992) por lo que pueden encontrarse casos en los que se produce una discordancia
gonotrdfica (Swellengrebel 1929), esto es, la necesidad de mas de una alimentacion
sanguinea para completar un ciclo gonotrofico.

La identificacion morfologica de las especies de Culex (Culex) es dificultosa,
principalmente en larvas y hembras, ya que los caracteres anatomicos resultan
polimérficos y se superponen entre especies (Laurito & Almiron 2013), limitandose la
correcta identificacion a unos pocos caracteres de la genitalia masculina. Ademas, el
subgénero incluye complejos de especies, definidos como grupos de especies que no
son distinguibles por caracteres morfologicos o solo por un nimero muy reducido. El
complejo Cx. pipiens en Argentina incluye dos especies: Cx. pipiens y Cx.
quinquefasciatus y sus hibridos en la region templada y particularmente en la Ciudad de
Cordoba (Brewer et al. 1987). Para lograr la correcta identificacion de las especies del
subgénero, se requieren herramientas alternativas como lo son los caracteres

moleculares. Un marcador molecular considerado efectivo, debe demostrar diferencias



consistentes entre especies cercanamente emparentadas (McDowell & Graves 2002).
Los genes mitocondriales son considerados buenos marcadores debido a su abundancia,
pérdida de intrones, limitada recombinacion y su modo haploide de herencia (Saccone
et al. 1999). Entre los mitocondriales, un fragmento del gen citocromo c oxidasa
subunidad 1 (COI) ha sido ampliamente utilizado como codigo de barras genético
(CBG) (Hebert et al. 2003) en el reino animal. En particular para mosquitos, secuencias
de COI han sido usadas exitosamente para identificar especies (Cywinska et al. 2006,
Kumar et al. 2007, Laurito et al. 2017). Sin embargo, puede ocurrir que dos linajes
(especies) se separen de manera incompleta en base a un/os gen/es, que la tasa de
evolucion de los genes difiera entre linajes (especies) o que ocurran diferentes
fendmenos de recombinacién gendmica interespecifica como la hibridacion. Esto
resultaria en un conflicto entre el arbol de genes y el de las especies haciendo que ese
gen (marcador molecular) resultara ineficaz para la diferenciacion entre esos linajes
(especies). Esto sucede dentro del complejo Cx. pipiens, donde ademas la problematica
para la identificacion especifica responde a lo descripto para el subgénero Culex. Smith
& Fonseca (2004) han desarrollado un método sencillo para identificar a los miembros
del complejo Cx. pipiens y sus hibridos mediante el uso de polimorfismos del segundo
intron del gen nuclear acetilcolinesterasa-2 (ace-2). Debido a las diferencias
ecofisiologicas y de capacidad vectorial entre Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens, su
identificacion es importante para el entendimiento de los patrones de transmision de
enfermedades (Cardo et al. 2016). Para caracterizar la distribucion espacial de dichas
especies y sus hibridos, Cardo et al. (2018) utilizaron exitosamente la metodologia
propuesta por Smith & Fonseca (2004) en la region templada de Argentina.

Dada la endemicidad del VSLE, la evidencia de circulacion del VWN vy la
importancia epidemiolégica de la comunidad de Culex (Culex) de la ciudad de Cordoba,
se desprende la necesidad de estudiar la estructura de dicha comunidad durante la
temporada otofio-invierno, ademas de determinar el estado de desarrollo de los foliculos
ovaricos de las hembras que la componen, contribuyendo asi al conocimiento de la

biologia en la época desfavorable del afio de estos insectos.



Obijetivo general

Estudiar las comunidades de mosquitos Culex (Culex) de dos sitios de la ciudad de
Cordoba y conocer aspectos de su biologia invernal.

Obijetivos especificos

1- Analizar las comunidades de Culicidae determinando su composicion (diversidad y
abundancia), su distribucion temporal y su relacién con variables ambientales, en dos
sitios de la ciudad de Cérdoba.

2-Determinar los estados de desarrollo de los foliculos ovéricos de hembras de Culex
(Culex) colectadas en la temporada otofio-invierno en la ciudad de Cérdoba.



Materiales y métodos

Area de estudio

Los sitios de colecta fueron el Jardin Zoologico (31°25°36,56"°S — 64°10°32"°0)
y la planta depuradora de liquidos cloacales de Bajo Grande (31°24°12,99”°S -
64°06°20,29°0), dentro de la Ciudad de Cordoba y en la periferia, respectivamente,
permitiendo asi la colecta de especies de distribucion urbana y periurbana (Fig. 1). El
area pertenece a la provincia fitogeografica del Espinal, Dominio Chaquefio (Cabrera
1971). Los sitios se seleccionaron porque poseen abundante vegetacion, proveyendo un

entorno propicio para el resguardo de los individuos durante la época desfavorable.
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Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo en el plano de la ciudad de Cérdoba, Argentina.
Azul: planta depuradora de liquidos cloacales de Bajo Grande; Rojo: Jardin Zooldgico.

Colecta de individuos

Se colectaron mosquitos hembras mensualmente, desde mayo hasta septiembre
de 2016, meses correspondientes a la temporada fria y seca en la ciudad de Cordoba. En
cada muestreo se utilizaron tres trampas de luz tipo CDC (Silver 2008) (Fig. 2) por sitio,
complementadas con diéxido de carbono, las mismas permanecieron activas por 24
horas para colectar especies de actividad diurna, crepuscular y nocturna. Los
especimenes se transportaron al laboratorio dentro de las bolsas de captura y se
sacrificaron con frio. Se realizé la identificacion morfolégica de todos los individuos

colectados utilizando las claves dicotomicas de Darsie (1985) y Forattini (2002).



Figura 2. Trampa de luz tipo CDC complementada con CO, para la colecta de mosquitos
adultos.

Anadlisis de la comunidad

Composicién y abundancia de especies de la comunidad

Una vez identificadas y contabilizadas las hembras, se obtuvo la categoria de
dominancia (CD) para cada especie de acuerdo a la abundancia relativa del total de
especies identificadas en el area de estudio: eudominante (CD > 10%), dominante (5%
< CD £ 10%), subdominante (2% < CD < 5%), eventual (1% < CD <2%) o rara (CD <
1%) (Cardoso et al. 2011). Posteriormente se las agrupé en categorias de constancia (C)
segun la proporcion de aparicion de cada especie en los meses de muestreo: constante
(C > 50%), accesoria (25% < C < 50%) y accidental (C < 25%) (Ott & Carvalho 2001).
Para comparar la abundancia de especies a lo largo del tiempo se calculd el indice de
Abundancia de Especies (IAE= (a + Rj)/ k) donde a= N° de celdas vacias * C, C=
mayor rango asignado + 1, Rj= X rangos de todos los sitios por especie, K = n° de meses
(Roberts & Hsi 1979). Se elabor6 una tabla de doble entrada asentando en las filas a las
especies y en las columnas los meses, conteniendo cada celda el nimero de individuos
de la especie correspondiente colectada por mes. Se establecié luego un rango de
abundancia para cada especie en cada mes, dando valor de rango 1 a la mas abundante,
2 a la siguiente en abundancia y asi sucesivamente. Las especies que tenian igual
namero de individuos tuvieron por rango el promedio de rangos correspondientes.
También se calcul6 el IAE estandarizado (IAE* = (C - IAE) / (C - 1)) el cual toma

valores entre 0 y 1, correspondiendo 1 a la especie mas abundante.
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Diversidad y fluctuacién temporal

El analisis temporal de la comunidad se llevo a cabo mediante indices referidos a la
riqueza y la estructura de la misma, utilizando el programa PAST v. 2.17c (Hammer et
al. 2001). Para cada mes de muestreo se calculd el indice de riqueza de especies (S), el
indice de dominancia (D), el de equidad de Pielou (J°) y el indice de diversidad de
Shannon-Wiener (H"). Este ultimo expresa la uniformidad de los valores de importancia
a través de todas las especies de la muestra. Asume que los individuos son
seleccionados al azar y que todas las especies estan representadas en la muestra.
Adquiere valores entre 0, cuando hay una sola especie, y el logaritmo del nimero de
especies, cuando todas las especies estan representadas por el mismo nUmero de
individuos (Magurran 1988, Moreno 2001). El indice de Pielou mide la proporcion de la
diversidad observada con relacion a la maxima diversidad esperada, y toma valores de 0
a 1, de manera que 1 corresponde a casos donde todas las especies son igualmente
abundantes (Magurran 1988, Moreno 2001). La riqueza de especies expresa el total de
especies obtenido por un censo de la comunidad, mientras que la dominancia manifiesta
la probabilidad de que dos individuos tomados al azar de una muestra sean de la misma

especie (Moreno 2001).

S= Numero total de especies obtenido por un censo de la comunidad.
D=1-)

Donde: A es el indice de Simpson.

H =-Zpi * Lnpi

Donde: pi = proporcion de la especie i en el total de la muestra.

J'= H/H 'max

Donde H’max = In (S)

Para los analisis estadisticos se trabajo con el paquete INFOSTAT-UNC (2013)
(Di Rienzo et al. 2013). Se compard la riqueza especifica, la abundancia de las especies
y la diversidad entre los sitios de muestreo a través de analisis de la varianza (ANAVA).
Los datos fueron transformados para que se cumplan los supuestos de distribucion
normal, homogeneidad de varianza e independencia de los errores, los cuales se
probaron mediante el test de Shapiro-Wilks, de Levene y graficos de dispersion de
residuos vs. variables, respectivamente. Para analizar la relacion entre la abundancia de

mosquitos y las variables ambientales (temperatura, precipitacion, humedad relativa,
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velocidad del viento y presion atmosférica) registradas en la ciudad de cérdoba durante
el periodo que duré este trabajo se realiz6 un andlisis de correspondencias canonicas
(ACC), para lo cual se utilizé el programa estadistico MVSP v. 3.22. Se descartaron
aquellas variables en las que se detecté multicolinealidad, la cual fue medida por medio
del factor de inflacion de la varianza. Los datos de abundancia de mosquitos adultos
fueron transformados a Log (X+1), ya que este artificio matematico permite reducir la
influencia de los valores extremos y elimina las distintas escalas de medidas (Greenacre

2008). Los datos meteoroldgicos fueron obtenidos del recurso www.tutiempo.net.

Disecciones y determinacion de los estados de desarrollo de los foliculos ovaricos

Una vez identificadas morfolégicamente las hembras, se procedio a la diseccion
de las ovariolas bajo estéreo-microscopio en el laboratorio. Las ovariolas se extirparon
sobre un portaobjetos utilizando pinzas y microestiletes, se les agregd una gota de agua
destilada y coloco un cubre-objetos. Utilizando un microscopio éptico de contraste de
fases se determind el grado de desarrollo de los foliculos ovéricos en base a los estados
de desarrollo de Christophers (1911) (Fig. 3).

Procedimientos moleculares

La extraccion del ADN gendmico de cada espécimen que se encontraba en
estado de desarrollo folicular 111 o superior, fue obtenido de dos o tres patas conservadas
en alcohol absoluto. Primero se utilizo el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden,
Germany) siguiendo las indicaciones del comerciante. Al no disponer de la cantidad
suficiente de elementos del Kit, se siguio la metodologia propuesta por Safiudo-Restrepo
et al. (2013). Se colocaron las patas a incubar en 100pl de Chelex-100 10% (p/v) y 5 ul
de Proteinasa K 20 mg/ml a 55°C durante toda la noche, luego se las incubé a 100°C
por 15 minutos y se centrifug6 a 13000 rpm por 10 minutos. En ambas metodologias se
recupero el sobrenadante y se conservo una alicuota de 15ul a -20°C para su posterior
amplificacion por PCR vy el resto fue conservado a -80°C en la coleccion del Centro de
Investigaciones Entomologicas de Cordoba. La amplificacion del fragmento CBG, de
~658 pb, se llevd a cabo segun el protocolo de Folmer et al. (1994). Cada reaccién se
realizé en un volumen final de 25ul, conteniendo 10x de buffer de PCR, MgCl 50mM,
mix ANTP 10mM, cada cebador a 10 pM y 5U de Taq polimerasa (Genbiotech). Los
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Figura 3. Diagrama del ciclo ovarico de culicidos, con los estados de Christophers (Fs) y las
fases de Clements (Pr), tomado de Forattini (2002). CS: comida sanguinea. gr: germario, mcr:
micrapilo, 00: oocito, oom: oocito maduro, t: trofocito.
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volimenes de ADN requeridos variaron desde diluciones hasta 8ul, siendo 2 y 3ul los
mas usuales. El régimen de temperaturas de la PCR consistié en 2 min a 94°C, 35 ciclos
de 1 min a 95°C, 1 min a 52°C y 1 min 30 seg a 72°C y una extension final de 7 min a
72°C. Las reacciones de secuenciacion del fragmento CBG se hicieron en ambas
direcciones a través de un secuenciador automatico ABI3730XL (Macrogen Inc., Corea)
con los mismos cebadores utilizados en las reacciones de PCR. La amplificacion del
segundo intrdn del gen ace-2, para los especimenes identificados morfologicamente
como Cx. pipiens y Cx. quinquefasciatus, del complejo Cx. pipiens, se utilizé la
metodologia propuesta por Smith & Fonseca (2004) pero en dos reacciones de PCR
separadas en lugar de la multiplex propuesta por las autoras. Los productos de
amplificacién de los dos fragmentos génicos de interés fueron sometidos a electroforesis
en geles de agarosa y TAE (1%), tefiidos con GelRed.

Identificacion molecular

Las secuencias del fragmento CBG fueron editadas a través del programa
BioEdit v. 7.2 (Hall 1999) a partir de los cromatogramas obtenidos y se removieron los
cebadores. Las secuencias se alinearon por nucleotidos utilizando el algoritmo Muscle
(Edgar 2004) en MEGA v. 7 (Kumar et al. 2016). Se utilizo la base de datos Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST - blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparar
la homologia de las secuencias e identificar las especies. El algoritmo best close match
(BCM), desarrollado por Meier et al. (2006) e incluido en TaxonDNA
(taxondna.sf.net/), fue utilizado para probar la utilidad del fragmento COI como CBG.
El algoritmo identifica la mejor pareja que puede establecerse entre la secuencia
consultada con el CBG mas similar de una libreria (otorgada por el operador a
TaxonDNA), para lo cual se requiere un valor umbral de similitud que defina cuan
similares necesitan ser ambas secuencias. Dicho valor se estima para un set de datos,
obteniendo la distribucion de frecuencias de todas las distancias intraespecificas de a
pares y calculando la distancia umbral bajo la cual se encuentra el 95% de todas las
distancias intraespecificas (Meier et al. 2006). Este valor umbral fue del 2%, utilizado
como corte para la identificacion de las especies. La identificacion se considerd correcta
si ambos nombres fueron idénticos, fue ambigua si al menos dos parejas fueron
igualmente buenas y se consider6 erronea si los nombres no coincidieron. Las
secuencias obtenidas estaran disponibles en Genbank cuando el estudio sea publicado.

La genotipificacion del fragmento del gen ace-2 basada en la metodologia de Smith &
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Fonseca (2004), permitié la identificacion de las especies del complejo Cx. pipiens.
Debido a su polimorfismo fue posible obtener bandas de diferente peso molecular, 610
pb para Cx. pipiens y 274 pb para Cx. quinquefasciatus. Los hibridos de estas especies
se evidencian por la amplificaciéon de ambas bandas, ya que el fragmento del gen

segrega como codominante.

Resultados

Andlisis de la comunidad
Composicién y abundancia de especies de la comunidad

De acuerdo a la categoria de dominancia y teniendo en cuenta las comunidades
de los dos sitios de estudio por separado y en conjunto, Sse encontraron especies
eudominantes, dominantes, subdominantes y raras; mientras que no se encontraron
especies de categoria eventual (Tabla 1). Culex quinquefasciatus, Cx. dolosus y Cx.
interfor resultaron eudominantes, sumando el 77,35% del total. Respecto a la
constancia, las que resultaron constantes fueron las especies eudominantes, las
accesorias fueron las especies subdominantes y las accidentales fueron tanto especies

subdominantes como raras (Tabla 1).

Tabla 1. Categoria de dominancia y constancia para las especies de mosquitos Culex

colectadas en el periodo mayo-septiembre de 2016 en la Ciudad de Cérdoba.
Especie n | Categoria de dominancia | Constancia
Cx. apicinus 1 R Ac
Cx. bidens 1 R Ac
Cx. dolosus 84 EU C
Cx. interfor 25 EU C
Cx. maxi 6 SD Ac
Cx. mollis 9 SD A
Cx. pipiens hibrido 1 R Ac
Cx. quinquefasciatus | 29 EU C
Cx. saltanensis 8 SD A
Complejo Cx. pipiens| 7 sD A
Cx. sp 10 D C
Total 181

A: accesoria, Ac: accidental, C: constante, D: dominante, Eu: eudominante, SD: subdominante,
R: rara.

Considerando las comunidades de los dos sitios por separado, se encontraron
especies eudominantes, dominantes, subdominantes y eventuales (Tablas 2 y 3). Las

eudominantes: Cx. quinquefasciatus, Cx. dolosus y Cx. interfor fueron las mismas en

15



ambos sitios. Culex mollis y Cx. maxi resultaron especies subdominantes en el analisis
general de la ciudad, mientras que en Bajo Grande resultaron eventuales. Por el
contrario, Cx. mollis resulté dominante en el Zooldgico. En cuanto a la constancia, en
Bajo Grande las especies eudominantes fueron las constantes, las subdominantes las
accesorias y las especies eventuales fueron accidentales. En el Zooldgico las especies
eudominantes y la dominante, Cx. mollis, fueron constantes. Las especies
subdominantes, Cx. saltanensis y Cx. maxi, resultaron accesoria y accidental,

respectivamente. Por Gltimo, Cx. bidens resulté eventual y accidental.

Tabla 2. Categoria de dominancia y constancia de las especies de mosquitos Culex
colectadas en el periodo mayo-septiembre de 2016 en la planta depuradora Bajo Grande
de la Ciudad de Cordoba.

Especie N | Categoria de dominancia | Constancia

Cx. apicinus 1 E Ac
Cx. bidens 0 - -
Cx. dolosus 42 EU C
Cx. interfor 14 EU C
Cx. maxi 1 E Ac
Cx. mollis 1 E Ac
Cx. pipiens hibrido 1 E Ac
Cx. quinquefasciatus |12 EU C
Cx. saltanensis 4 SD A
Complejo Cx. pipiens| 3 SD A
Cx. sp 6 D C
Total 85

A: accesoria, Ac: accidental, C: constante, D: dominante, EU: eudominante, E: eventual, SD:
subdominante.

Tabla 3. Categoria de dominancia y constancia de las especies de mosquitos Culex
colectadas en el periodo mayo-septiembre de 2016 en el Zoologico de la Ciudad de
Cordoba.

Especie N | Categoria de dominancia | Constancia

Cx. apicinus 0 - -

Cx. bidens 1 E Ac
Cx. dolosus 43 EU C
Cx. interfor 11 EU C
Cx. maxi 4 SD Ac
Cx. mollis 8 D C
Cx. pipiens hibrido 0 - -

Cx. quinquefasciatus |17 EU C
Cx. saltanensis 4 SD A
Complejo Cx. pipiens| 4 SD C
Cx. sp 4 SD C
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| Total | 96| | |
A: accesoria, Ac: accidental, C: constante, D: dominante, EU: eudominante, E: eventual, SD:
subdominant

La especie con mayor IAE (1,00) fue Cx. dolosus, que a su vez fue la mas
abundante en todos los meses de muestreo (Tabla 4). Le siguen en orden decreciente Cx.
quinquefasciatus y Cx. interfor, ambas eudominantes y constantes en los analisis
generales y por sitio de muestreo. Las especies con menor IAE (< 0,1) fueron Cx.
apicinus, Cx. bidens, Cx. maxi y Cx. pipiens hibrido, que resultaron raras en el analisis
general de dominancia y eventuales en el analisis por sitio, excepto Cx. maxi que resulto
subdominante en el estudio general y en el Zooldgico. En relacién a la constancia, todas

las altimas fueron accidentales (Tabla 1).

Tabla 4. indice de abundancia especifico para las especies de mosquitos Culex
colectadas en el periodo mayo-septiembre de 2016 en la Ciudad de Cérdoba.

Especies Rj | a |IAE |IAE*
Cx. apicinus 55 (26|6,30| 0,04
Cx. bidens 6,5 |30|7,30| 0,03
Cx. dolosus 5 101,00 1,00
Cx. interfor 14510 (2,90 0,58
Cx. maxi 3,5 (184,30 0,06
Cx. mollis 13 [12|5,00| 0,20
Cx. pipiens hibrido 7,5 (34|8,30| 0,03
Cx. quinquefasciatus 155 0 3,10 0,62
Cx. saltanensis 14 114|5,60| 0,23
Cx. pipiens-quinquefasciatus | 14,5| 16 | 6,10 | 0,27
Cx. sp 255| 0 |5,10| 0,45

a: N° de celdas vacias * C (C = mayor rango asignado + 1), Rj = X rangos por especie.

Diversidad vy fluctuacion temporal

Considerando las comunidades de ambos sitios de estudio, el indice de
diversidad de Shannon (H") disminuyo entre los meses de mayo (H=1,86), cuando fue
méaxima, y julio (H'=1,4) (Fig. 4). La riqueza de especies (S) en dicho periodo también
disminuyo, siendo maxima en mayo (S=10) y minima en julio y septiembre (S=5) con
un leve ascenso en agosto (S=6) (Tabla 5). La dominancia (D) aumentd entre mayo
(D=0,206) y junio (D=0,342) (Fig. 4) mientras que disminuyd entre junio y agosto
(D=0,24), y posteriormente alcanzé su valor maximo en septiembre (D=0,462) (Fig. 4),
cuando el indice de diversidad fue minimo (H'=1,072). En el mes de agosto se registrd

un aumento del indice de diversidad (H"=1,566), acompafiado por un descenso en la
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dominancia (Fig. 4). La uniformidad de Pielou (J) tuvo sus valores més altos en julio y
agosto, cuando la diversidad aumento (Fig. 4).

Tabla 5. Variacion temporal de la riqueza de especies (S) de mosquitos Culex en el
periodo mayo-septiembre de 2016, por sitio de muestreo y para la ciudad de Cordoba
(General).

Mayo | Junio | Julio | Agosto | Septiembre
BG 8 6 0 6 5
Z00 8 7 5 4 2
General | 10 7 5 6 5

BG: Bajo Grande; ZOO: Zooldgico.

Entre las especies que resultaron constantes durante el periodo de muestreo, Cx.
dolosus y Cx. interfor mostraron un pico de abundancia en junio, y posteriormente
siguieron la tendencia a disminuir que presentaron todas especies entre junio y julio
(Fig. 5). Culex dolosus sufrid un incremento en los meses siguientes, siendo éste mas
evidente entre agosto y septiembre. La abundancia de Cx. quinquefasciatus disminuyo
entre mayo y agosto y presentd un aumento en septiembre, aunque menor al de Cx.
dolosus (Fig. 5).

Analizando la comunidad de cada sitio de muestreo, se puede evidenciar que la
diversidad (H") fue mayor en Bajo Grande que en el Zooldgico en junio, agosto y
septiembre; mientras que lo contrario se observa en mayo y julio, en este ultimo porque
no se colectaron individuos en Bajo Grande (Fig. 6). En cuanto a la riqueza de especies
(S), fue mayor en el Zooldgico en junio y julio, mientras que en agosto y septiembre lo
fue en Bajo Grande. En el mes de mayo, ambos sitios tuvieron la misma riqueza
especifica (Tabla 5).

El analisis de la varianza no arrojé diferencias significativas en cuanto a la
abundancia (p= 0,85), riqueza especifica (p=0,91) y diversidad (p=0,18) entre los dos
sitios de muestreo.

Para el analisis de correspondencias candnicas se utilizé la temperatura maxima
ya que la media y la minima presentaron multicolinealidad con las demas variables. Las
precipitaciones acumuladas tenidas en cuenta fueron del mes anterior a cada muestreo, y
la velocidad del viento considerada fue la del dia de colecta, asi como el promedio de la
humedad relativa y de la presion atmosférica. La relacién entre la abundancia de
mosquitos y las variables ambientales registradas en Cérdoba entre mayo y septiembre
de 2016 fue explicada por los dos primeros ejes del ACC (Fig. 7) en un 68%. EI primer

eje explicé el 37,45% de la varianza total y relacion6 a los meses de junio y julio con la
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humedad ambiental y la velocidad del viento, mientras que los muestreos de mayo,

agosto y septiembre se relacionaron de manera negativa al mismo. Se asocian de manera

positiva a este eje las especies de Culex provenientes del Zoologico (sitio 2), mientras

que las especies colectadas en Bajo Grande (sitio 1) se encuentran en la parte negativa

del eje. El segundo eje explicd el 30,7% de la varianza total, y se vinculé con la

temperatura maxima. Se asocia a este eje principalmente el mes de mayo, y en menor

medida y de manera negativa, los muestreos de junio, julio, agosto y septiembre (Fig.

7).
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Disecciones y determinacion de los estados de desarrollo de los foliculos ovaricos

Se realizaron las disecciones de 184 hembras Culex (Culex), de las cuales 58
(Tabla 6) mostraron un desarrollo folicular en estado llla o superior (Fig. 8). Se
registraron cuatro hembras en estado G, 20 en estado la, 26 en estado Ib, 36 en estado
Ila, 40 en estado 11b (Fig. 8A), 46 en estado Illa (Fig. 8B), 4 en estado 1llb (Fig. 8C),
ninguna en estado 1Va, seis en estado 1Vb (Fig. 8D) y dos en estado V.

Figura 8. Estados de desarrollo de foliculos ovaricos, segun Christophers (1911), de hembras de
mosquitos Culex bajo microscopio 6ptico. A. estado Ilb; B. estado Illa; C. estado Illb; D. estado
IVb.

Identificacion molecular

Se realizaron PCR para 49 muestras, 35 siguiendo la metodologia de Folmer et
al. (1994) para el fragmento CBG (Fig. 9) y 14 para el fragmento ace-2 segin Smith &
Fonseca (2004) para los individuos del complejo Cx. pipiens (Fig. 10).

Se identificaron molecularmente 36 hembras. Se obtuvieron las secuencias COIl
de 29 hembras cuyo estado de desarrollo folicular fue igual o superior a Illa (Tabla 6).
El alineamiento de las secuencias fue trivial ya que no habia evidencia de eventos de

insercion/delecion. Para verificar la homologia e identificar las especies, se realizaron
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de productos amplificados por PCR del
fragmento codigo de barras genético del gen COI. Carriles 1-2: control negativo (C-) y positivo
(C+), respectivamente; carriles 3-6 y 9: muestras amplificadas; carriles 7-8: muestras no
amplificadas; carril 10: marcador de peso molecular (100 pb - MPM).

comparaciones de las secuencias obtenidas con las disponibles en GenBank mediante la
herramienta BLAST. De los 29 especimenes secuenciados, el 82,76% (24 individuos)
fue identificado exitosamente de acuerdo al BCM (Tabla 7) y el 17,24% (cinco
individuos), de manera ambigua (Tabla 7). Los individuos identificados mediante la
genotipificacion del fragmento del gen ace-2 fueron siete (Tabla 6), seis Cx.
quinquefasciatus y un Cx. pipiens hibrido. Las otras siete muestras, identificadas
morfologicamente como del complejo Cx. pipiens, no pudieron ser amplificadas, por lo
que permanecieron como tal.

Debido a que la identificacion de todas las hembras que morfologicamente
resultaron Cx. dolosus fueron confirmadas molecularmente, se prescindio de la
secuenciacion de las ultimas nueve (Tabla 6). La mayoria de los individuos sometidos a
andlisis molecular pudieron ser identificados, a excepcién de seis con los que solo se

llegd hasta subgénero Culex y aparecen como Cx. sp. (Tabla 6).
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de productos amplificados por PCR del
segundo intron del gen ace-2. A. Productos de amplificacién por PCR utilizando el cebador
ACEp. Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb - MPM); carriles 2-3: control negativo
(C-) y positivo (C+), respectivamente; carriles 4,6-10: muestras no amplificadas; carril 5:
muestra amplificada. B. Productos de amplificacion por PCR utilizando el cebador ACEQ.
Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb - MPM); carriles 2-3: control negativo (C-) y
positivo (C+), respectivamente; carriles 4,7,10: muestras no amplificadas; carriles 5-6,8-9:
muestras amplificadas. PH: Cx. pipiens hibrido, Cq: Cx. quinquefasciatus.

Tabla 6. Especies de mosquitos Culex con estado de desarrollo folicular de Illa en
adelante, por mes y sitio de colecta y su metodologia de identificacién, en el periodo
mayo-septiembre de 2016, en la ciudad de Cérdoba.

Especie Estado Mes | Sitio | lidentificacion
Cx. dolosus Cha-16-04 Illa Mayo BG col
Cx. dolosus Cha-16-05 Vb Mayo BG col
Cx. dolosus Cha-16-06 Illa Mayo BG col
Cx. dolosus Cha-16-12 Ila Mayo BG Col
Cx. dolosus Cha-16-14 \Y Mayo BG Col
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Cx. dolosus Cha-16-23 Ila Mayo BG Ccol
Cx. dolosus Cha-16-27 Ila Mayo BG Col
Cx. dolosus Cha-16-30 Ila Mayo BG M
Cx. maxi Cba-16-18 Illa Mayo BG col
Cx. pipiens hibrido Cba-16-01 Vb Mayo BG ace-2
Cx. quinquefasciatus Cha-16-08 Ila Mayo BG ace-2
Complejo Cx. pipiens Cba-16-22 Ila Mayo BG M
Complejo Cx. pipiens Cba-16-26 Ila Mayo BG M
Cx. sp Cha-16-07 Ila Mayo BG M
Cx. bidens Cbha-16-56 Ila Mayo z Col
Cx. dolosus Cha-16-51 1E Mayo Z M
Cx. interfor Cha-16-59 Ila Mayo Z COl
Cx. maxi Cba-16-33 b Mayo Z Col
Cx. maxi Cha-16-49 b Mayo Z Col
Cx. maxi Cha-16-52 Illa Mayo Z COl
Cx. maxi-coronator Cbha-16-41 Ila Mayo Z COl
Cx. quinquefasciatus Cba-16-44 Ila Mayo Z ace-2
Cx. quinquefasciatus Cha-16-54 b Mayo Z ace-2
Cx. saltanensis Cba-16-35 Ila Mayo Z Col
Complejo Cx. pipiens Cbha-16-46 Illa Mayo Z M
Complejo Cx. pipiens Cba-16-53 Ila Mayo Z M
Cx. dolosus Cha-16-64 Ila Junio BG Col
Cx. dolosus Cha-16-69 Ila Junio BG Col
Cx. dolosus Cha-16-75 IVb Junio BG Col
Cx. quinquefasciatus Cba-16-80 Vv Junio BG ace-2
Cx. dolosus Cha-16-106 Illa Junio Z M
Cx. dolosus Cha-16-109 Illa Junio Z M
Cx. dolosus Cha-16-115 Illa Junio Z Col
Cx. dolosus Cha-16-126 Illa Junio Z Col
Complejo Cx. pipiens Cba-16-123| llla Junio z M
Cx. dolosus Cha-16-152 Illa Julio Z Col
Cx. maxi Cha-16-142 b Julio Z Col
Cx. sp Cba-16-150 Ila Julio z M
Cx. apicinus Cba-16-175 Ila Agosto BG M
Cx. dolosus Cha-16-164 Ila Agosto | BG COl
Cx. dolosus Cha-16-169 Ila Agosto | BG M
Cx. dolosus Cha-16-170 Ila Agosto | BG M
Complejo Cx. pipiens Cha-16-163| Illa Agosto | BG M
Cx. sp Cha-16-161 Ila Agosto | BG M
Cx. sp Cha-16-162 Ila Agosto | BG M
Cx. sp Cha-16-166 IVb Agosto | BG M
Complejo Cx. pipiens Cha-16-179| IVb Agosto z M
Cx. sp Cha-16-177 Ila Agosto z M
Cx. dolosus Cha-16-190 Illa | Septiembre| BG Col
Cx. dolosus Cha-16-191 Illa | Septiembre | BG Col
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Cx. dolosus Cha-16-194 [lla |Septiembre| BG M

Cx. dolosus Cha-16-202 [lla |Septiembre| BG Col
Cx. dolosus Cha-16-206 [lla |Septiembre| BG Col
Cx. dolosus Cha-16-209 [lla |Septiembre| BG Col
Cx. dolosus Cha-16-211 Illa |Septiembre| BG M

Cx. dolosus Cha-16-212 [lla |Septiembre| BG Col
Cx. quinquefasciatus Cba-16-196 | Illa |Septiembre| BG ace-2
Cx. quinquefasciatus Cha-16-214 | 1Vb |Septiembre| BG ace-2

ace-2:

segundo intron del gen acetilcolinesterasa-2; BG: Bajo Grande; COIl: cotocromo ¢
oxidasa subunidad I; M: identificacion morfoldgica; Z: Zooldgico.

Tabla 7. Identificacién de especies de mosquitos Culex basada en best close match
utilizando secuencias del gen citocromo c oxidasa subunidad I.

Muestra Identificacion Resultado
Cx. bidens Cha 16-56 Cx. bidens 15-01 XY581211
Cx. dolosus Cha 16-04 Cx. dolosus 16-14 y dos mas
Cx. dolosus Cha 16-05 Cx. dolosus 16-126 y 15 mas
Cx. dolosus Cha 16-06 Cx. dolosus 16-212

Cx.

dolosus Cba 16-115

Cx

. dolosus 16-202

Cx.

dolosus Cba 16-12

Cx

. dolosus 16-126 y 9 mas

Cx.

dolosus Cba 16-126

Cx. dolosus 16-05y 11 de otra especie

Cx.

dolosus Cba 16-14

Cx.

dolosus 16-04 y dos mas

Cx. dolosus Cha 16-152 | Cx. dolosus 16-05y 12 de otra especie
Cx. dolosus Cha 16-164 | Cx. dolosus 16-05 y dos més
Cx. dolosus Cha 16-190 | Cx. dolosus 16-05y 12 de diferente especie

Cx.

dolosus Cha 16-191

Cx.

dolosus 16-05 y 15 més

Cx.

dolosus Cha 16-202

Cx.

dolosus 16-05 y 11 de otra especie

Cx. dolosus Cba 16-206 | Cx. dolosus 16-16

Cx. dolosus Cba 16-212 | Cx. dolosus 16-16

Cx. dolosus Cha 16-23 Cx. dolosus 16-05 y 15 mas
Cx. dolosus Cha 16-27 Cx. dolosus 16-05 y cinco méas
Cx. dolosus Cha 16-64 Cx. dolosus 16-05y 11 mas

Cx.

dolosus Cba 16-69

Cx.

dolosus 16-06

Cx.

dolosus Cba 16-75

Cx.

dolosus 16-05 y 15 mas

Cx. dolosus Cha 16-209 | Cx. dolosus 16-69

Cx. maxi Cha 16-142 Cx. maxi 16-33

Cx. maxi Cha 16-18 Cx. maxi 16-142

Cx. maxi Cha 16-33 Cx. maxi KF919226

Cx. maxi Cha 16-41 Cx. maxi KF919226 y Cx. coronator KF919209

Cx.

maxi Cba 16-49

Cx.

maxi Cba 16-33

Cx.

maxi Cba 16-52

Cx.

maxi KF919226

Cx.

interfor Cha 16-59

Cx.

interfor KY581246 y tres mas

Cx.

saltanensis Cba 16-35

Cx.

saltanensis KF919232

mmmm|>/mmMmMmmMmMm{MmMmMMM[MM[> M{> MmM{(>/M|>/ M|mM|m|m|m|m

E: identificacion exitosa, A: identificacion ambigua.
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Discusion

El estudio de la composicion de la comunidad de mosquitos de la ciudad de
Cordoba se ha llevado a cabo desde 2001 y la relacién de ésta con la actividad de
arbovirus también esta bien documentada (Diaz et al. 2003, Bornancini 2012, Batallan
2013, Alvarez 2014). Dichos estudios se han concentrado en la época favorable para la
proliferacion de las especies de la comunidad, es decir, desde la primavera, el verano,
hasta principios del otofio. Pero en un &rea templada como la ciudad de Cérdoba, donde
la endemicidad de ciertos arbovirus como el VSLE vy la circulacién de otros como VWN
ha sido demostrada, indagar sobre esta comunidad en la época desfavorable es de vital
importancia para tomar medidas previamente a que las poblaciones de mosquitos
alcancen picos de abundancia y que se sucedan brotes epidémicos. EI conocimiento de
la biologia de las especies de mosquitos es importante a nivel local, ya que pueden
adoptar diferentes estrategias para sobrepasar la temporada desfavorable del afio (Nelms
et al. 2013). Es por ello que el presente trabajo busca aportar informacion referida a la
biologia invernal de la comunidad de mosquitos del subgénero Culex de la ciudad de
Cordoba.

De las 20 especies de mosquitos registradas para la ciudad de Cordoba (Pires et
al. 2009) incluidas en diversos géneros, se colectaron nueve especies y todas del
subgenero Culex: Cx. apicinus, Cx. bidens, Cx. dolosus, Cx. interfor, Cx. mollis, Cx.
maxi, Cx. quinquefasciatus, Cx pipiens hibrido y Cx. saltanensis, con diferencias
importantes en sus abundancias relativas. Esto representa el 61,5% de las especies de la
comunidad de Culex (Culex) registradas historicamente para la ciudad. La ausencia de
ciertas especies de la comunidad podria deberse a: 1, que se encontraban en diapausa al
momento de los muestreos; 2, que se encontraban en una baja abundancia y no fueron
capturadas por azar; o 3, que en la época desfavorable algunas especies sufren
extinciones locales, y cuando las condiciones son propicias recolonizan la zona.
Respecto a las especies que resultaron raras y eventuales, su baja abundancia podria
deberse a las mismas causas que para las especies no registradas, 0 a que no son
miembros permanentes del ensamble y puede que no tengan poblaciones
autosustentables en el area (Gaston 1994).

La supervivencia de las poblaciones que constituyen una comunidad
determinada depende de la capacidad de los individuos para sobrevivir en las
condiciones ambientales donde se desarrollan. Es relevante conocer estas capacidades

ya que los factores climaticos influyen en la ecologia, desarrollo, comportamiento y

27



supervivencia de vectores y huéspedes y en la dindmica de transmision de enfermedades
(Gubler et al. 2001). En Brasil, Forattini et al. (1968) y Guimardes et al. (2000)
reportaron que las variaciones de la temperatura y la humedad relativa influenciaban
directamente la abundancia de mosquitos, pudiendo desaparecer durante los meses
secos. En zonas templadas, los cambios en las variables meteoroldgicas debido a la
estacionalidad tienen efecto en la abundancia y la composicion de las comunidades,
generando fluctuaciones a lo largo del afio, e incluso dentro de las diferentes
temporadas.

La riqueza de la comunidad estudiada obtuvo su mayor valor en el mes de mayo,
coincidente con lo descripto por Bornancini (2012) para el otofio del afio 2012 en la
ciudad de Cordoba. Esto fue evidente en el estudio general de la ciudad y en los dos
sitios de muestreo por separado. EI mes de mayo ha sido relacionado positivamente con
la temperatura méaxima en el ACC, un factor determinante en actividad de los mosquitos
(Clements 1999), y asi también en la abundancia y riqueza de especies colectadas. Por
el contrario, la riqueza fue minima en julio y septiembre, lo cual podria explicarse por la
correlacidn negativa de septiembre con la temperatura maxima, y la correlacion positiva
de julio con la velocidad del viento, siendo éste ultimo un factor determinante en la
actividad de los mosquitos y por ende en su colecta (Service 1993). Ademas, el viento
pudo ser decisivo a la hora de la colecta de individuos en julio, cuando se obtuvieron los
menores valores de abundancia. Aunque junio y julio se correlacionaron de manera
similar a las variables climaticas, junio presentd la mayor abundancia y julio la menor,
la causa de este patron seria el reflejo de las condiciones del mes anterior en la
comunidad (mayo se correlacion6 positivamente con la temperatura maxima y
negativamente con el viento, mientras que junio lo hizo de manera contraria).

La diversidad de Shannon-Wiener present6 el valor mas alto en el mes de mayo,
hecho que también podria atribuirse a la correlacion positiva del mes con la temperatura
méaxima. Ademas podria tener relacién con la humedad, a pesar de que mayo se
correlaciond negativamente con dicho factor. En el mes de mayo también se obtuvo el
menor valor de dominancia, indice que se relaciona inversamente con el de diversidad,
lo que se puede explicar por la influencia de la temperatura maxima. La diversidad fue
minima en septiembre, mes que present6 una correlacién negativa tanto con la humedad
como con la temperatura maxima. Por otra parte este mes exhibidé el mayor valor de
dominancia, lo que podria deberse a los mismos factores determinantes de la baja

diversidad.
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Si bien las variables ambientales consideradas fueron las registradas para la
ciudad de Cdrdoba, las especies colectadas se agruparon segun el sitio de muestreo en el
ACC. Esto se explicaria por variables intrinsecas a cada sitio que operarian a menor
escala como la vegetacion, la heterogeneidad ambiental, la disponibilidad de abrigo,
sitios de oviposicion, entre otros, determinando el patron de distribucion.

El haber colectado hembras en situacion de busqueda de huésped (ya que el
atrayente de la trampa es principalmente el dioxido de carbono) para realizar una
alimentacion sanguinea con estados foliculares avanzados, se explicaria mediante el
fendmeno conocido como discordancia gonotrofica (Swellengrebel 1929). Aunque las
mismas se hayan alimentado de sangre para llegar a dichos estados, podrian continuar
con el comportamiento de bdsqueda de huésped si una sola ingesta no fuera suficiente
para el desarrollo completo de una tanda de huevos. Este fendmeno fue documentado
por Briegel & Horler (1993) en especies de Anopheles que presentaron ingestas
maltiples para desarrollar sus huevos, ademéas de mejorar sus reservas y aumentar su
fecundidad. La alimentacion maltiple también fue evidenciada para Cx. tarsalis en
Washington, EEUU, donde el 43% de la poblacion presentaba este patron de actividad
(Bang & Reeves 1942). Otra especie en la que se registro este comportamiento fue
Aedes albifasciatus en la Laguna Mar Chiquita, Cordoba, Argentina (Visintin et al.
2004).

Las especies incriminadas como vectores primario y secundario del VSLE, Cx.
quinquefasciatus y Cx. interfor (Diaz et al. 2006), han sido registradas en todos los
meses de muestreo y fueron las de mayor IAE, despues de Cx. dolosus. Las tres especies
resultaron eudominantes, tanto en el andlisis general de la comunidad como en los
realizados por sitio de muestreo. A pesar de que los individuos Cx. quinquefasciatus y
Cx. interfor con estados foliculares avanzadas fueron poco abundantes, su presencia
soporta la hipétesis de que el virus podria sobrevivir durante la época desfavorable del
afio en las hembras infectadas que logran atravesarla (Monath 1980) o mediante la
transmision transovarica en el caso de Cx. quinquefasciatus (Flores et al. 2010). Debido
a que Cx. quinquefasciatus es vector del VWN en otras regiones del mundo (Molaei et
al. 2007), es de vital importancia determinar el rol que cumple la especie en el ciclo del
virus en nuestro pais. La mayor abundancia de Cx. quinquefasciatus en el Zooldgico y
de Cx. interfor en Bajo Grande, se corresponde con lo expuesto por Batallan et al.
(2015) respecto a la asociacién de estas especies con ambientes urbanizados y sub-

urbanizados, respectivamente. La abundancia decreciente de Cx. quinquefasciatus en el
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periodo de muestreo continla con la tendencia hallada por Bornancini (2012) desde
marzo a mayo. En cambio Cx. interfor no sigue el decrecimiento presentado hasta mayo
documentado por Bornancini (2012), sino que presenta dos picos de abundancia, el
primero en junio y el segundo en agosto. La constancia de Cx. quinquefasciatus, Cx.
dolosus y Cx. interfor durante la temporada otofio-invierno confirma su categoria de
especies homodinamicas, lo cual ya habia sido afirmado para las dos primeras especies
por Almiron & Brewer (1995).

Las diferencias eco-fisioldgicas de las especies del complejo Cx. pipiens, como
la ornitofilia por parte de Cx. pipiens y la preferencia variable entre mamiferos y aves de
Cx. quinquefasciatus, entre otras, pueden afectar su efectividad en la transmision de
patogenos (Cardo et al. 2016). Estas diferencias a su vez dan importancia
epidemioldgica a los hibridos de dichas especies, debido a la sospecha de que se
alimentan tanto de aves como de mamiferos, pudiendo ser “vectores puente” (bridge
vectors) (Diaz-Badillo et al. 2011) entre aves infectadas y humanos. Entre los
individuos hallados en el presente estudio con estados de desarrollo folicular avanzado,
se identific6 uno como Cx. pipiens hibrido quedando otros identificados como del
complejo Cx. pipiens, es decir que se podria estar subestimando la abundancia de los
hibridos. El hallazgo es de todas maneras relevante debido al periodo del afio en el que
se efectuaron las colectas.

Se ha documentado la actividad de Cx. dolosus a lo largo de todo el afio en
Cordoba (Almiron & Brewer 1995), pero no hay registros de su actividad reproductiva
durante el invierno en la ciudad de Cdrdoba. Esta especie ha sido la mas abundante
durante el periodo de muestreo, y la que aportd méas individuos con estados foliculares
avanzados. Present6 un pico en su abundancia en el mes de junio aportando en gran
medida al crecimiento de la poblacién, en concordancia con lo registrado entre marzo y
julio por Macia et al. (1997) en Buenos Aires, seguido por un descenso y un nuevo
aumento en la misma en septiembre. Seria clave llevar a cabo estudios de preferencia de
huéspedes y de competencia vectorial para evaluar si esta especie cumpliria algan rol en
el mantenimiento y/o transmision del VSLE en la ciudad de Cérdoba. Dado que la
mayoria de las especies de Culex son ornitofilas y a pesar de que nunca se ha
encontrado a Cx. dolosus infectada naturalmente con algin arbovirus, esta especie
podria “favorecer” el overwintering del virus el cual llegaria a sus huéspedes aviares en
la primavera y asi, a otras especies de mosquitos de reconocida importancia sanitaria

cuando sus poblaciones se han recuperado al mejorar las condiciones ambientales.
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Las herramientas moleculares han sido de gran utilidad para este trabajo, siendo
la metodologia que utiliza el CBG del gen COIl la més efectiva, con un 82,76% de las
especies identificadas exitosamente, en comparacion a la metodologia propuesta por
Smith & Fonseca (2004), con la cual sélo se pudo llegar a la identificacion especifica
del 50% de los individuos sometidos a la misma. Los casos en los que la identificacion
no se pudo llevar a cabo podrian deberse a eventualidades en la etapa de extraccion del
material genético.

Como se ha evidenciado tanto en este como en otros estudios, los individuos de
la comunidad de Culex (Culex) de la ciudad de Cérdoba se mantienen al menos en
estado adulto durante la temporada invernal llegando satisfactoriamente a la época
favorable. Ademés, muchas especies de la comunidad mostraron indicios de seguir
activas reproductivamente en ese periodo. La importancia epidemiolégica de las
especies de este subgénero y la capacidad de sobrevivir en condiciones ambientales
desfavorables lo hace objeto de futuros estudios para determinar su potencial rol en el

mantenimiento de virus a lo largo del afio.
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