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RESUMEN

Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus son reconocidos vectores de los virus Dengue
y Encefalitis de San Luis en nuestro pais, respectivamente. Un método alternativo al
control quimico, que se aplica actualmente con estos dipteros, es el empleo de
insecticidas bioldgicos, como los nematodos entomopatdgenos. El objetivo general de
este trabajo fue evaluar la infectividad de Heterorhabditis bacteriophora (aislado 4)
proveniente de la ciudad de Cdordoba, en larvas de Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti en
condiciones de laboratorio. Se emplearon 30 larvas de segundo estadio de cada especie
de mosquito y se expusieron a diferentes dosis de nematodos: 1:1, 5:1, 15:1, 100:1,
500:1, 750:1 y 1500:1 Juveniles infectivos del nematodo por larva de mosquito (Jis/larva).
Se realizaron 4 réplicas con los correspondientes controles por dosis y por especie de
mosquito. Los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA. Los valores de
parasitismo variaron entre 2,5y 80% en Cx. quinquefasciatus y entre 4,2 y 92,5% en Ae.
aegypti, detectandose diferencias significativas entre las dosis ensayadas (p < 0,0001).
Se estimaron las DLso que resultaron 160,8 Jis/larva para Cx. quinquefasciatus y 113,6
Jis/larva para Ae. aegypti. Independientemente de las dosis de aplicacion, en ambas
especies de mosquitos, el tercer estadio larval resulté el mas parasitado, difiriendo
significativamente de los estadios restantes (p < 0,0001). EI nimero total de nematodos
gue ingresaron en las larvas fue significativamente mayor a partir de la dosis 100:1 y
500:1 para Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti, respectivamente (p < 0,0001). En ambas
especies hospedadoras, se encontraron nematodos adultos en dosis superiores a 5:1 y
los valores mas altos se registraron a partir de la dosis 500:1, observandose diferencias
significativas entre las dosis (p < 0,0001). En Ae. aegypti, el desarrollo de nematodos
adultos fue mayor en todas las dosis evaluadas. Al finalizar el ciclo parasitario se observo
la emergencia de nuevos Jls a partir de la dosis 100:1 y las superiores a ésta en Ae.
aegypti y solo en la dosis 1500:1 en Cx. quinquefasciatus. Los porcentajes de Jls
melanizados superaron en todas las dosis el 94% y se observaron principalmente en el
térax en Cx. quinquefasciatus. En tanto que, en Ae. aegypti en dosis mayores a 15:1 no
superaron el 50% y se encontraron principalmente en el térax y abdomen de las larvas,
observandose diferencias significativas entre las regiones corporales en ambas especies
(p < 0,0001). Se pone en evidencia por primera vez la susceptibilidad de estas dos
especies de mosquitos al parasitismo en condiciones de laboratorio de un aislado
autéctono de H. bacteriophora y su potencial como bioreguladores para el manejo de

estos mosquitos plaga.



Palabras Clave: nematodos entomopatdgenos, Aedes aegypti, Culex

quinquefasciatus, control bioldgico.



INTRODUCCION

Los mosquitos (Diptera: Culicidae) constituyen uno de los grupos de insectos de mayor
importancia médico-veterinaria, desempefiando funciones de reservorios y vectores de
patdgenos causantes de enfermedades (Almiron & Crocco, 2007). Los arbovirus (“"virus
transmitidos por artropodos") ocupan un lugar importante entre los patégenos transmitidos
por mosquitos. En Argentina, existen antecedentes de actividad de 24 arbovirus
diferentes, sin embargo, para muchos de ellos se desconoce su efecto patégeno para
humanos y el papel que desempeiian los animales en su ciclo natural (Calisher et al.,
1985; Sabattini et al., 1998; Sabattini, 2010). Entre los arbovirus que circulan en nuestro
pais, se ha detectado actividad de los Flavivirus Dengue (DEN), Fiebre Amarilla (FA) y
Encefalitis de San Luis (ESL), todos ellos patégenos para humanos (Sabattini et al.,
1998).

El dengue es una enfermedad viral transmitida a través de la picadura de mosquitos
del género Aedes. Las especies involucradas en la transmision de este virus son Ae.
aegypti, Ae. albopictus, Ae. polynesiensis y Ae. scutelaris. En América, hasta el momento,
el Gnico vector reconocido es Ae. aegypti (Almirén & Crocco, 2007). Originaria de Africa,
esta especie se encuentra distribuida en regiones tropicales y subtropicales del mundo,
aunque también se extiende a zonas templadas (Santamarina Mijares et al., 2000). En
Argentina, Ae. aegypti esta presente en el centro y norte del pais en las provincias de
Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La
Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones, Salta, San Luis, Santa Fe, Santiago del Estero y
Tucuman (Almiron, 2003; Rossi & Almirdn, 2004; Stein et al., 2005; Rossi et al., 2006;
Vezzani & Carbajo, 2008, Visintin et al., 2009), y su hallazgo mas austral corresponde a la
provincia de Neuquén, donde se reportd la presencia de huevos en ovitrampas (Grech et
al., 2012).

El dengue y la forma grave del dengue son endémicos en mas de 100 paises ubicados
en zonas tropicales y subtropicales de América, el Mediterrdneo Oriental, Asia
Sudoriental, el Pacifico Occidental y Africa (W.H.O., 2009). En Argentina, luego de la re-
emergencia de esta enfermedad en 1998, se produjeron brotes con casos autdctonos en
las provincias de Salta, Jujuy, Misiones, Formosa y Corrientes y se identificaron casos
importados en las provincias de Tucuméan, Cérdoba y Buenos Aires (Eiman et al., 2010).
Durante el verano y el otofio de 2009, ocurrié en Argentina la mayor epidemia de dengue

con mas de 26.000 casos confirmados, afectando el centro y norte del pais, registrandose
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casos autoctonos en las provincias de Cérdoba, Santa Fe, Buenos Aires, Santiago del
Estero y Catamarca (M.S.N., 2009a, b; O.P.S., 2009). Ademéas del riesgo por la
circulacion del virus DEN en el pais, la presencia de Ae. aegypti, y particularmente la de
Ae. albopictus, constituye un factor de riesgo importante respecto a otras arbovirosis,
como la Fiebre Amarilla ya que pueden contribuir a su re-urbanizacion (Almirén & Crocco,
2009).

El virus ESL esta ampliamente distribuido en América, encontrandose desde Canada,
Estados Unidos de Norteamérica, México e islas del Caribe, hasta el Centro vy
Sudamérica. En Argentina, su distribucién es amplia, abarcando zonas subtropicales y
templadas. Este virus fue aislado a partir de mosquitos Culex quinquefasciatus y Culex
spp., de roedores y humanos con enfermedad febril sistémica (Sabattini et al., 1998).
Segun encuestas seroldgicas, la actividad del virus ESL se detectd en las provincias de
Buenos Aires, Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Mendoza, Salta, Santa
Fe, Santiago del Estero y Tucuman, y como limite sur, en la provincia de Rio Negro (Diaz
et al., 2003; Spinsanti et al., 2003).

Desde el afio 2002, hay una re-emergencia del virus ESL como agente etioldgico de
encefalitis en humanos en el cono sur de Sudamérica, generando pequefios brotes y
epidemias en Argentina (Spinsanti et al., 2003). En la provincia de Cordoba, durante el
verano-otofio de 2005, se registro el primer brote por infeccion con el virus ESL, que
también lo fue para Argentina y Sudamérica, en el que se registraron 47 casos y 9
muertes afectando principalmente a adultos mayores (Almirén et al., 2006; Diaz et al.,
2006; Spinsanti et al., 2008). Durante este brote, se aislaron dos cepas del virus ESL,
correspondientes al genotipo Ill, a partir de Cx. quinquefasciatus (Diaz et al., 2006),
considerando a estos mosquitos como los principales vectores de este virus. En el afio
2010 se notificaron en Argentina 43 casos de ESL, de los cuales 4 fueron reportados en la
provincia de Coérdoba (O.P.S., 2010). Ademas de la transmision del virus ESL, Cx.
guinquefasciatus se ha relacionado en Ameérica, junto con otras especies, como vector del
virus del Oeste del Nilo (Sardelis et al., 2001; Ahumada et al., 2004; Marra et al., 2004;
Turell et al., 2005) en razon de su preferencia alimenticia, tanto de aves como de
humanos (Zinser et al., 2004).

Aedes aegypti y Cx. quinquefasciatus son dos de las especies de mosquitos mas
comunes en los ecosistemas urbanos y se encuentran estrechamente asociadas al
hombre, quien les ofrece las condiciones adecuadas para su proliferacion: refugio,

criaderos y fuente de sangre. En regiones donde conviven las dos especies de mosquitos
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(centro y norte del pais), pueden compartir los mismos criaderos (Rossi & Almirén, 2004).
Por lo tanto, las estrategias de prevencion y control deberian encararse de una manera
integral para ambas especies (Almirén, 2003).

Uno de los principales problemas que enfrenta actualmente la lucha contra los
vectores, es el uso excesivo de sustancias quimicas, que ademas del riesgo de toxicidad
gue supone para el hombre y los animales, ha llevado a la aparicién de resistencia, a la
destruccion de los controladores naturales del vector y a la contaminacion del entorno.
Por estas razones, durante las Ultimas décadas se ha trabajado en la busqueda de
nuevos métodos de control que sean mas seguros ambientalmente. Una de las
alternativas propuestas es el uso de agentes biolégicos (T.D.R., 1993).

Los nematodos pertenecientes a los géneros Heterorhabditis (Heterorhabditidae) y
Steinernema (Steinernematidae) son parasitos obligados de insectos. La presencia de
s6lo un juvenil infectivo dentro del hospedador, causa su muerte a las pocas horas de
haberlo infectado. Dado su efecto letal, comparable al de un insecticida quimico, estos
organismos son considerados interesantes agentes de control biolégico (Gaugler & Kaya,
1990; Adams & Nguyen, 2002).

El ciclo biolégico de estos nematodos incluye huevo, cuatro estadios juveniles y el
adulto; éste se desarrolla principalmente dentro del insecto hospedador y solo las formas
infectivas, que corresponden al tercer estadio larval, se encuentran fuera del mismo.
Estos juveniles infectivos (JIs) transportan una bacteria simbionte en su intestino y son los
encargados de sobrevivir en el medio hasta que localizan un nuevo hospedador (Garcia
del Pino, 1994; Lewis et al., 2006).

Los nematodos penetran en el insecto por las aberturas naturales, boca, ano o
espiraculos y en el caso de Heterorhabditis también pueden penetrar directamente a
través del tegumento intersegmental (Bedding & Molyneux, 1982; Adams & Nguyen,
2002). Una vez instalados en el hemocele del hospedador, liberan la bacteria simbionte a
través del ano, la que prolifera, mata al insecto por septicemia, en las primeras 72 horas, y
crea un ambiente favorable para el crecimiento y reproduccién del nematodo. Esto ocurre
en la mayoria de los hospedadores, en los que no se conoce una respuesta de defensa
significativa (Sambeek & Wiesner, 1999). En algunos dipteros, sin embargo, se ha
observado que el hospedador puede continuar su desarrollo por un tiempo, causando la
melanizacién del nematodo como una reaccion defensiva (Poinar & Kaul, 1982). Este
proceso involucra el depésito de granulos de melanina alrededor del cuerpo del nematodo

produciendo la muerte del mismo (Poinar & Leutenegger, 1971).



Los nematodos que no son melanizados contindan su ciclo en el hospedador, los JiIs
pasan al cuarto estadio larval y tras una nueva muda, dardn origen a la primera
generacion de adultos, que esta representada por individuos hermafroditas en el género
Heterorhabditis y por machos y hembras en el género Steinernema. Los huevos liberados
por hermafroditas y hembras, respectivamente en el cadaver del insecto, se desarrollan
en adultos dioicos en ambos géneros de nematodos, que constituyen la segunda
generacion y que completardn otro ciclo reproductivo. Tanto los adultos hermafroditas
como las hembras dioicas retienen una cierta cantidad de huevos en el Gtero, que
eclosionan in situ y originan nuevos JIs que destruyen al nematodo progenitor en su
desarrollo, mecanismo denominado endotokia matricida (Poinar, 1990; Adams & Nguyen,
2002).

En la Familia Mermithidae, a diferencia de las Familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae, la reproduccion ocurre en el ambiente. Del huevo emerge un
preparasito (segundo estadio juvenil) que entra al hospedador, se desarrolla a juvenil
parasito, luego a juvenil post-parasito que abandona al hospedador y una vez en el
ambiente muda al estadio adulto, los machos y hembras se reproducen y luego de la
fecundacion las hembras oviponen (Stock & Camino, 1996).

Existen numerosos trabajos del efecto patogénico de nematodos y su utilidad como
larvicidas biolégicos contra diversos insectos. Especies pertenecientes a la Familia
Mermithidae, como Romanomermis culicivorax y Romanomermis iyengari han sido
probados sobre larvas de Ae. aegypti (Santamarina Mijares et al., 2000; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2005), y han sido ampliamente evaluados contra larvas de mosquitos de
los géneros Culex y Anopheles (Santamarina & Gonzalez, 1991; Santamarina, 1994).
Strelkovimermis spiculatus ha mostrado ser también un prometedor agente de biocontrol
(Achinelly et al.,, 2004) y su efecto patégeno ha sido probado sobre larvas de Cx.
guinquefasciatus (Rodriguez et al., 2003), Ae. aegypti (Rodriguez-Rodriguez et al., 2005)
y Ae. albifasciatus (Poinar & Camino, 1986).

Miembros de las Familias Steinernematidae y Heterorhabditidae también fueron
utilizados contra dipteros en laboratorio. Entre ellos, Steinernema feltiae y Heterorhabditis
heliothidis mostraron actividad larvicida contra Ae. aegypti (Molta & Hominick, 1989) y H.
bacteriophora contra Cx. pipiens (Poinar & Kaul, 1982).

En la ciudad de Cérdoba se han llevado a cabo experiencias en laboratorio con
especies autéctonas de ambas Familias; en el caso de Steinernematidae, los ensayos con

S. rarum (OLI) han demostrado que es un eficaz agente de control de larvas de Ae.
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aegypti (Cagnolo et al., 2007a), Cx. quinquefasciatus (Cagnolo & Almirén, 2007) y Cx.
apicinus (Cagnolo & Almir6n, 2010). Con respecto a la Familia Heterorhabditidae, se
evalud la patogenicidad de un aislado de Heterorhabditis sp. en larvas de Ae. aegypti
(Peschiutta, 2009). Sin embargo, no se han realizado pruebas contra Cx. quinquefasciatus
con ningun representante nativo del género Heterorhabditis. Muestreos llevados a cabo
en jardines de la ciudad de Cérdoba han permitido detectar un nuevo aislado de H.
bacteriophora (Cagnolo & Carranza, 2007). Se desconoce hasta el presente, su
infectividad en laboratorio y su rango de hospedadores. A fin de aportar informacion
original al conocimiento bioldgico de este aislado y considerando el interés sanitario de
Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus, se propuso en esta investigacion evaluar la
infectividad de H. bacteriophora en larvas de estas dos especies de mosquitos en
condiciones de laboratorio.

Objetivo general

- Evaluar la infectividad de Heterorhabditis bacteriophora (aislado 4) proveniente de
la ciudad de Cérdoba, en larvas de Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti en

condiciones de laboratorio.

Objetivos especificos

- Determinar y comparar porcentajes de parasitismo y DLso de H. bacteriophora para
Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti.

- Constatar el desarrollo y reproduccion de los nematodos dentro de los insectos
hospedadores en relacion a las dosis probadas.

- Conocer si ocurre melanizacion como respuesta inmune de los insectos al

parasitismo por H. bacteriophora.



MATERIALES Y METODOS

Cria del hospedador auxiliar

La multiplicacion del nematodo se realizo, sobre larvas de la polilla de la cera, Galleria
mellonella (Insecta: Lepidoptera). La cria de este insecto se llevo a cabo en recipientes
plasticos y con una dieta artificial, a una temperatura de 20 + 1°C, siguiendo las pautas

propuestas por Cagnolo et al. (2004).

Cria masiva del nematodo

El aislado de Heterorhabditis bacteriophora utilizado fue detectado en una muestra de
suelo proveniente de un jardin del Barrio Cerro de las Rosas, de la ciudad de Cérdoba
(Carranza, 2006). Este aislado se mantiene en cultivo permanente en la Catedra de
Parasitologia de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales (UNC).

Para la cria del nematodo se utilizaron capsulas de Petri de 5 cm de diametro, cada
una conteniendo dos discos de papel de filtro en su interior. Sobre el disco superior se
aplico una suspension de 1 ml de Jis del nematodo y se colocaron 5 larvas de G.
mellonella. Las cépsulas se mantuvieron en estufa a una temperatura de 26 + 1°C
(Doucet et al., 1996). Al finalizar el ciclo parasitario, entre 7 y 9 dias a partir de la
infeccion, las larvas parasitadas del lepidoptero se colocaron en trampas White; éstas se
mantuvieron en estufa a 25°C, hasta la emergencia de los nuevos Jis desde los
hospedadores. Los JIs se recuperaron con micropipeta y almacenaron en cajas plasticas
con agua, la cual fue previamente hervida para esterilizar y declorar, a una temperatura

de 20 + 1°C (Cagnolo, com. personal).

Cria masiva de Aedes aegypti

Los ejemplares utilizados fueron provistos por el Centro de Investigaciones
Entomolégicas de Cordoba (CIEC) de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales (UNC). Para iniciar la cria, se sumergieron huevos contenidos en soportes de
papel de filtro, provenientes de colectas realizadas en la ciudad de Cdordoba mediante
ovitrampas en el marco del Programa de Vigilancia del dengue, en vasos plasticos (6,5
cm de diametro x 6,5 cm de alto) con 50 ml de agua declorada y se mantuvieron a
temperatura entre 25 y 28°C hasta la emergencia de las larvas. En ese momento, se las
transfirié a bandejas plasticas conteniendo 750 ml de agua declorada. La alimentacion de

las larvas consistié en la adicion al medio de 0,25 mg diarios/larva de higado en polvo
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(Dominguez et al.,, 2000). Diariamente se limpié la superficie del agua con papel
absorbente para evitar la proliferacion de hongos y/o bacterias.

Las pupas se recogieron diariamente y se colocaron en vasos plasticos con 50 ml de
agua declorada. Posteriormente, se dispusieron en una jaula entomolégica para mantener
a los adultos emergentes. Los machos y hembras se alimentaron con agua azucarada al
10%, embebida en trozos de algodén que se colocaban en vasos de plastico. A los dos
dias de emergidas las primeras hembras se comenz6 a proveerles sangre. La oferta
sanguinea fue semanal, y se realiz6 mediante una rata (Rattus norvegicus) inmovilizada,
gue se coloco dentro de la jaula entomoldgica durante un tiempo aproximado de 3 horas,
durante la mafiana o la tarde. Luego se colocaron en la jaula vasos plasticos que
contenian en su interior una faja de papel de filtro y 5 ml de agua declorada que

proporcion6 una superficie himeda para la oviposicion (Dominguez et al., 2000).

Cria masiva de Culex quinquefasciatus

Los ejemplares utilizados también fueron provistos por el CIEC. En el marco del
Programa de Vigilancia de la ESL en la ciudad de Cordoba, se colectaron larvas de
mosquitos en criaderos ubicados en distintos puntos de la ciudad, las cuales se
determinaron a nivel especifico en laboratorio. Parte del material fue cedido para este
trabajo. La cria de Cx. quinquefasciatus se realizd bajo condiciones similares a las
utilizadas para Ae. aegypti. La alimentacion de las hembras de Cx. quinquefasciatus,
consisti6 en una oferta sanguinea semanal mediante una codorniz (Coturnix coturnix)
inmovilizada, que se coloco en la jaula entomoldgica, durante la noche. Para obtener
huevos, se colocaron vasos plasticos, con 50 ml de agua declorada en su interior, dentro
de la jaula, pero sin papel de filtro, ya que esta especie ovipone las balsas directamente

en la superficie del agua (Grech, com. personal).

Desarrollo del experimento

- Indéculo

Se utilizaron JIs que no superaron los 30 dias de almacenamiento desde la fecha de
emergencia del hospedador auxiliar. Los indculos se prepararon 24 hs antes de comenzar
con los ensayos.

Se evaluaron 7 dosis: 1:1, 5:1, 15:1, 100:1, 500:1, 750:1 y 1500:1 Jis de nematodos

por larva de mosquito. Para obtener dichas dosis, primero se extrajo una solucion



concentrada de nematodos de las cajas de almacenamiento y se agreg6 agua declorada
hasta un volumen final conocido. Seguidamente, con una micropipeta se tomé una
alicuota de 1 ml, y bajo lupa binocular, se contabiliz6 el nimero de nematodos. Esta
accion se repiti6 5 veces, para obtener un promedio de los Jls presentes en dicha
alicuota. Finalmente, por regla de tres simple se calcul6 la cantidad de solucion necesaria

con el numero de nematodos para conformar la dosis.

- Contacto insecto-nematodo

En una primera instancia se realizé el ensayo con Cx. quinquefasciatus, una vez
finalizado se procedi6 con el ensayo de Ae. aegypti. Las infecciones se llevaron a cabo en
el transcurso de un dia en bandejas plasticas (9 x 9 x 3,5 cm) identificadas de acuerdo a
la dosis y a la réplica a utilizar. En cada una de ellas se colocaron 30 larvas de mosquito
de segundo estadio, extraidas con pipeta de las bandejas de cria del insecto y colocadas
en 80 ml de agua declorada, conteniendo la cantidad adecuada de nematodos segun la
dosis. Para cada especie de mosquito se realizaron cuatro réplicas por cada dosis con su
correspondiente control. Este ultimo, se preparé de manera similar pero sin la adicion de
Jis al medio. Las bandejas se mantuvieron a una temperatura entre 25 y 28°C, con
periodo de luz - oscuridad de 12 hs, el volumen de agua de las mismas se mantuvo en 80
ml, con reposicion de agua ante disminuciones por evaporacion o manipulacion. Las
larvas de mosquito fueron alimentadas mediante la adicion al medio de 0,25 mg
diarios/larva de higado en polvo. Diariamente se limpié la superficie del agua con papel

absorbente para evitar la proliferacion de hongos y/o bacterias.

- Determinacion del parasitismo

Se realizaron observaciones bajo lupa binocular cada 24 hs para registrar la muerte de
las larvas de mosquito. El periodo de observacion se extendio hasta el estado de pupa.
Las larvas muertas fueron transferidas individualmente a capsulas multiwell y se siguio su
evolucion por 7 dias mas mediante observaciones por transparencia de la cuticula, a fin
de registrar el desarrollo y reproduccion de los nematodos dentro del insecto hospedador.
Transcurridos los 7 dias, todas las larvas muertas se disecaron en solucién de Ringer a fin
de constatar si la muerte de los insectos se debi6 a los nematodos. Se registré el nimero
de larvas parasitadas, estadios larvales en los que se observd parasitismo, namero total

de nematodos que ingresaron en las larvas, nimero de nematodos que alcanzé el estado
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adulto y ocurrencia de endotokia matricida. Se calcul6 la dosis letal 50 (DLso) para cada
especie de insecto.

- Respuestainmune del mosquito hospedador

La respuesta inmune de las especies hospedadoras frente al ataque de los
entomopatdégenos se evalud a partir de la observacion de nematodos melanizados por
transparencia de la cuticula del hospedador. Posteriormente, ésto se corrobor6 mediante
disecciones en solucién de Ringer. Se contabilizaron los nematodos melanizados en las
distintas regiones corporales del insecto y se calcularon los porcentajes de Jls

melanizados.

Analisis de datos

Para detectar diferencias significativas en las variables mortalidad larval por
nematodos, numero total de nematodos que ingresaron en las larvas, numero de Jls
melanizados y numero de nematodos adultos desarrollados en el interior de los dipteros
en funcion de las concentraciones aplicadas, se realizaron analisis de la varianza a un
factor. Para la comparacion de medias se llevd a cabo un test LSD Fisher por cada
especie. Se realizaron también analisis de la varianza a un factor para detectar diferencias
significativas en las variables mortalidad larval por nematodos en funcién del estadio de
desarrollo y numero de Jis melanizados en funcién de las distintas regiones corporales
por cada especie de mosquito. Se efectud la correspondiente verificacion de supuestos.
Se aplico transformacion logaritmica (logio (x+1)) a las variables nimero de adultos
desarrollados en ambas especies de mosquitos con el fin de aproximar su distribucion al
de una distribucion normal. Para el célculo de la DLso, se procedio a la transformacion
logaritmica (logio (X+1)) de las dosis y a la transformacion probit de las proporciones de
mortalidad por nematodos. Posteriormente, se realiz6 un analisis de regresion lineal. Los
analisis estadisticos se efectuaron con el sofware InfoStat version 2013 (Di Rienzo et al.,
2013).
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RESULTADOS

Parasitismo y dosis letal 50 (DLsp) en larvas de Culex quinquefasciatus y Aedes

aegypti

En ambas especies hospedadoras la mortalidad larval se detecté en la primera
revision a las 24 horas posteriores al contacto con los nematodos. En Cx.
guinquefasciatus los mayores porcentajes de mortalidad se observaron entre el cuarto y
quinto dia (22 y 24%), en tanto que en Ae. aegypti sucedieron entre el segundo y tercer
dia (28 y 41%) (Figura 1).

Los valores de parasitismo obtenidos variaron entre 2,5 y 80% en Cx. quinquefasciatus
y entre 4,2 y 92,5% en Ae. aegypti, para las dosis 1:1 y 1500:1, respectivamente. En Cx.
guinquefasciatus se registré6 mortalidad en todas las dosis y el porcentaje aumento al
incrementarse las mismas. Valores de parasitismo inferiores a 15% correspondieron a
dosis menores a 15:1. A partir de la dosis 100:1 los porcentajes superaron el 50% (Figura
2). En Ae. aegypti se observo una tendencia similar en el parasitismo, a excepcion de la
dosis 5:1 en la que no se registrdO muerte por nematodos (Figura 3). En ambas especies
hospedadoras los porcentajes fueron en aumento a partir de la dosis 100:1, registrandose
diferencias significativas entre la misma y las superiores (F cx. quinquefasciatus = 82,77; gl = 7;
p < 0,0001) (F Ae. aegypti = 316,22; gl = 7; p < 0,0001). Los valores de DLso obtenidos fueron
160,8 Jis/larva para Cx. quinquefasciatus y 113,6 Jls/larva para Ae. aegypti (Figura 4a, b).
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Figura 1. Evolucion del parasitismo en larvas de Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti en
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Figura 4. b. Dosis letal 50 de Heterorhabditis bacteriophora para larvas de Aedes aegypti

Parasitismo en los diferentes estadios larvales

En ambas especies de mosquitos hospedadores los estadios larvales II, 1l y IV
resultaron parasitados por Heterorhabditis bacteriophora. Independientemente de las
dosis de nematodos aplicados, el tercer estadio presentd los porcentajes mas altos de
parasitismo, difiiendo significativamente de los estadios restantes (F cx. quinquefasciatus =
14,58; gl = 2; p< 0,0001) y (F Ae. aegypii = 12,58; gl = 2; p< 0,0001) (Tabla 1).

Tabla 1: Valor medio * error estandar (%) de parasitismo por Heterorhabditis bacteriophora en los

distintos estadios larvales de Culex quingquefasciatus y Aedes aegypti.

Estadios larvales

Il 11 v
Culex quinquefasciatus 5,83+1,42 23,85+3,85° 7,92+1,792
Aedes aegypti 4,69+0,992 27,40+5,77° 6,98+1,72?

Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Desarrollo y reproduccion de Heterorhabditis bacteriophora en Culex

guinquefasciatus y Aedes aegypti

Las disecciones mostraron diferencias en el desarrollo de los nematodos entre las
dosis evaluadas. En Cx. quinquefasciatus el porcentaje de Jls que se desarroll6 a
individuos adultos (hembras hermafroditas), vario entre 4 y 6%, en tanto que, en Ae.
aegypti el porcentaje varié entre 12 y 61%. En ambas especies, se encontraron individuos
adultos en dosis superiores a 5:1 y los valores mas altos se registraron a partir de la dosis
500:1, difiriendo significativamente de la dosis 100:1 (F cx. quinquefasciaus =14,36; gl = 7; p <
0,0001) (F ae. aegypti =156,39; gl = 7; p < 0,0001) (Tabla 2). El nimero total de nematodos
que ingresaron en los dipteros (nematodos adultos + Jis melanizados) fue
significativamente mayor a partir de la dosis 100:1 (F= 69,34; gl = 7; p < 0,0001) en Cx.
guinquefasciatus y 500:1 (F= 35,95; gl=7; p < 0,0001) en Ae. aegypti (Tabla 2).

En Cx. quinquefasciatus, solo en el 2% del total de larvas parasitadas se encontraron
nematodos adultos en su interior, Unicamente en la dosis 1500:1. Asimismo, en el 84% de
las larvas se encontraron Jls melanizados en todas las dosis ensayadas, y en el 14% de
las larvas se observaron adultos y JIs melanizados, a partir de la dosis 15:1 y en las
superiores. Sin embargo, el patrén de parasitismo observado en Ae. aegypti fue diferente
del observado en Cx. quinquefasciatus. Del total de larvas parasitadas de Ae. aegypti, en
el 17% se observaron nematodos adultos, en todas las dosis superiores a 5:1. En tanto
gue, en el 28% de las larvas se observaron Jls melanizados en todas las dosis, a
excepcion de la dosis 5:1 donde no hubo parasitismo, y en el 55% se observo el
desarrollo de nematodos adultos junto con Jls melanizados, a partir de la dosis 100:1 y en
dosis superiores.

La ocurrencia de endotokia matricida fue observada por transparencia de la cuticula,
en ambas especies hospedadoras (Figura 5a, b). Al finalizar el ciclo parasitario se
constat6 la emergencia de nuevos Jls del cadaver de los dipteros (Figura 5c¢) en las dosis
100:1, 500:1, 750:1 y 1500:1 en Ae. aegypti y sélo en la dosis 1500:1 en Cx.

guinquefasciatus.
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Tabla 2: Valor medio * error estandar del numero de nematodos adultos, Jis melanizados y

namero total de nematodos en el interior de larvas de Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti en

las distintas dosis.

Dosis de nematodos

Control 1:1 5:1 15:1 100:1 500:1 750:1 1500:1
w0
2 Nematodos
2 adultos 0+0a 0+0a 0t0a  0,15:0,15a 0,49:0,08b 0,7620,16c  0,63+0,12bc  0,81%0,04c
3
§ Jis
£ melanizados  0+0a  1,25:0,75ab 5+1,73ab 14,75+45b 52,25:3.47c 968,84  88,25+3,09de 81,75+8,04d
=l
b Total de
3 nematodos 0+0a  1,25:0,75a 5:1,73a 155:4,94a 545:35b 101,75:9,96c  923,76c  87,25:8,5lc
en el insecto
Nzrgjlttc(’)ios 0+0a 0+0a 0+0a 0,080,082 1,10¢0,12b  1,77¢0,06c  1,70¢0,10c  1,68+0,06C
S Jis
§ melanizados  0:0a  1,75:025a  0:0a  175+103a 8,75:048ab 37,75+2,63c 4375:47cd  46,75:3,28d
S
gt’ Total de
nematodos ~ 0+0a  1,75:0,25a  0+0a 2+¢0,91a  22,25¢5,02a  97+10,3b 97+17,83b  94,25+7,36b
en el insecto

Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas (p< 0,05).

Figura 5. Nematodos adultos de Heterorhabditis bacteriophora en endotokia matricida en el

interior de una larva de Culex quinquefasciatus (a) y de Aedes aegypti (b); nuevos JIs emergiendo

de una larva de mosquito (c).
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Respuesta inmune del mosquito hospedador

La melanizacion de nematodos como una forma de resistencia del hospedador fue
observada en todas las dosis, en ambas especies de mosquitos (Figura 6a, b, c). En Cx.
quinquefasciatus el numero de nematodos melanizados se incrementd con el aumento de
las dosis, observandose diferencias significativas (F= 74,56; gl = 7; p < 0,0001), y el
mayor valor se registré en la dosis 500:1 (Tabla 2). Los porcentajes de melanizacién
superaron en todas las dosis el 94%, alcanzando el 100% en las dosis 1:1 y 5:1. En tanto
que, en Ae. aegypti el nimero de nematodos melanizados fue en aumento a partir de la
dosis 100:1, observandose diferencias significativas entre ésta dosis y las superiores (F=
87,43; gl = 7; p < 0,0001). EI mayor numero de Jis melanizados se registré en la dosis
1500:1 (Tabla 2). A diferencia de lo observado en Cx. quinquefasciatus, en dosis mayores
a 15:1 en Ae. aegypti los porcentajes de melanizacion no superaron el 50% y sélo en la
dosis 1:1 se alcanzo el 100%. ElI mayor porcentaje de Jls melanizados se observo en el
térax de las larvas en Cx. quinquefasciatus, difiiendo significativamente del resto de las
regiones corporales (F = 20,37; gl = 3; p < 0,0001) (Figura 7a); mientras que, en Ae.
aegypti los mayores porcentajes se encontraron principalmente en el térax y abdomen,
observandose diferencias significativas entre éstas y las demas regiones corporales (F =
11,53; gl = 3; p < 0,0001) (Figura 7b,c). En todos los casos, aun si el nematodo resultd

melanizado, el hospedador murio.

Figura 6. JIs de Heterorhabditis bacteriophora melanizados en el térax de una larva de Culex

quinquefasciatus (a) y Aedes aegypti (b, c).
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo evidencian que Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti son
susceptibles a diferentes dosis de H. bacteriophora (aislado 4) en condiciones de
laboratorio. Se pudo observar la ocurrencia de mortalidad larval a las 24 horas posteriores
al contacto con los nematodos y se incrementd con el aumento de la dosis, superando en
ambos hospedadores el 70% con las tres dosis mas altas ensayadas. Sin embargo, en
Ae. aegypti los mayores porcentajes de parasitismo se alcanzaron en menor tiempo y en
las dosis mas altas se registré6 mayor mortalidad.

En Cx. quinquefasciatus se observaron resultados similares en un estudio reciente
llevado a cabo en la ciudad de El Cairo (Egipto) con aislados locales de H. bacteriophora
y H. indica, bajo condiciones de laboratorio, donde la mayor mortalidad lograda fue de 96
y 80% respectivamente, 48 horas posteriores a la infeccion, con una dosis menor
(300JIs/larva) a la utilizada en este trabajo (Zohdy et al., 2013). En otro ensayo de
laboratorio realizado en la ciudad de Berkeley (California- EE.UU.) se obtuvo el 100% de
parasitismo en larvas de Cx. pipiens con H. bacteriophora, a las 48 horas posteriores con
una dosis muy superior (6000 Jis/larva) a las de este trabajo (Poinar & Kaul, 1982). Sin
embargo, Doucet et al. (1999), en un ensayo efectuado en la ciudad de Cdrdoba
(Argentina) no observaron parasitismo en condiciones de laboratorio en larvas de Cx.
pipiens con un aislado de H. bacteriophora detectado en la provincia de Rio Negro.

En ensayos realizados con S. rarum (OLI), en nuestro laboratorio, igualmente se
observé un incremento en la mortalidad larval al aumentar la dosis, alcanzando un
porcentaje mayor (89%) en Cx. quinquefasciatus para las mismas dosis mas altas
empleadas en este ensayo (Cagnolo & Almiron, 2007) y un porcentaje similar (75%) en
Cx. apicinus con una dosis menor (400 Jis /larva) equivalente a la de este trabajo
(Cagnolo & Almirén, 2010). En contraste, a los resultados aqui observados, los valores de
mortalidad no superaron el 7% en Cx. quinquefasciatus, con S. carpocapsae y S. feltiae
ambos aislados provenientes de El Cairo (Egipto) empleados en dosis de entre 50 y 300
Jis/larva, en condiciones de laboratorio (Zohdy et al., 2013). Asimismo, en estudios
realizados en laboratorio en Bangkok (Tailandia) sobre larvas de Cx. gelidus, vector
secundario de encefalitis Japonesa en Asia, con representantes de la Familia
Steinernematidae y Heterorhabditidae (S. carpocapsae y H. indica) se obtuvieron, con
ambos aislados, mortalidades mas bajas (63 y 13%, respectivamente) con una dosis

superior (4000Jls/larva) a las observadas en este trabajo (Pandii et al., 2007).
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Los resultados de este trabajo referidos a Ae. aegypti, se corresponden con los
obtenidos en nuestro laboratorio por Peschiutta (2009), con un aislado de Cdérdoba de
Heterorhabditis sp., en los que se observd un incremento en la mortalidad larval con el
aumento de la dosis, a partir de las 48 horas posteriores a la infeccién y alcanzé
porcentajes de mortalidad similares (entre 78 y 84%) para las mismas tres dosis mas altas
empleadas en este ensayo. Del mismo modo, los resultados obtenidos por Cagnolo et al.
(2007a) en nuestro laboratorio con S. rarum (OLI), mostraron un incremento en la
mortalidad larval de Ae. aegypti con el aumento de la dosis, alcanzando un valor de
parasitismo menor (73%) con la misma dosis mas alta que la empleada en este ensayo, y
con este aislado la mortalidad comenz6 a las 24 horas posteriores a la infeccion, lo que
coincide con lo registrado en este trabajo para ambas especies de mosquitos
hospedadoras. Por su parte, Molta y Hominick (1989), reportaron resultados semejantes a
los presentes en un estudio realizado en condiciones de laboratorio en Berkshire
(Inglaterra) con H. heliothidis aislado procedente de Nueva Zelandia y S. feltiae (aislado
DD-136), evaluados en dosis similares a las de este ensayo, observaron un incremento en
la mortalidad larval con el aumento de las mismas, con ambos aislados, y mostraron que
los heterorabditidos tienen una mayor efectividad en el control de larvas de Ae. aegypti.

Por otro lado, en estudios efectuados con nematodos de la Familia Mermithidae, se
logro el 100% de mortalidad con dosis menores a las empleadas con los steinernematidos
y los heterorhabditidos, tanto en Cx. quinquefasciatus (Soto Alvares & Santamarina
Mijares, 1996; Rodriguez et al., 2003;) como en Ae. aegypti (Santamarina Mijares et al.,
2000; Rodriguez-Rodriguez et al., 2005).

En relacion a las diferencias mencionadas en el parasitismo, podrian responder a lo
observado por Klein (1990), quien sugirido que la eficacia de cada especie de nematodo
puede variar segun los paises o regiones donde se aplican. Esta variabilidad puede ser
debida a diversas causas: a la utilizacion de diferentes aislados, a los parametros
ambientales que existen en cada pais, a las técnicas de aplicacion, a la susceptibilidad de
la especie de insecto, o a la metodologia empleada en la cria y almacenaje de los

nematodos.

En este trabajo se obtuvo una DLsg mas baja para Ae. aegypti que la obtenida para Cx.
guinquefasciatus. Este hecho, indicaria una mayor virulencia de este aislado sobre Ae.
aegypti. Zohdy et al. (2013), observaron valores de DLso similares a los obtenidos en este

trabajo para Cx. quinquefasciatus con los aislados H. bacteriophora (121,5 Jls/larva) y H.
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indica (141,7 Jls/larva). Mientras que, los reportados por Poinar y Kaul (1982) con H.
bacteriophora para larvas de tercer y cuarto estadio de Cx. pipiens fueron mas bajos (80
Jis/larva y 63 Jls/larva, respectivamente). Por otro lado, la DLso obtenida en este trabajo
para Ae. aegypti difiere con lo registrado por Molta y Homonick (1989), quienes obtuvieron
un valor mas alto con H. heliothidis (141 Jls/larva) y mucho méas bajo con S. feltiae (1,26
Jis/larva) para este diptero.

Estas diferencias en el valor de DLsg de Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti obtenidas
en el presente estudio con respecto a otros trabajos, podrian deberse a lo observado por
Doucet et al. (1992), en estudios realizados en laboratorio sobre G. mellonella, quienes
mostraron que los valores de DLsg varian entre especies de nematodos asi como entre las

poblaciones de H. bacteriophora, debido a que poseen capacidades infectivas distintas.

La mortalidad de las larvas de mosquitos, independientemente de la dosis de
nematodos aplicados resultd mayor en el tercer estadio de desarrollo, en las dos especies
hospedadoras. Estos resultados coinciden con los observados por Molta y Hominick
(1989), quienes mostraron que el tercer estadio de Ae. aegypti fue el mas susceptible con
los aislados H. heliothidis y S. feltiae. En Cx. apicinus, solo el tercer estadio larval resulto
parasitado con S. rarum (OLI) segun estudios realizados en nuestro laboratorio por
Cagnolo y Almiron (2010).

Resultados similares fueron obtenidos para Cx. quinquefasciatus con H. bacteriophora
(Zohdy et al., 2013) y para Ae. aegypti con Heterorhabditis sp. (Peschiutta, 2009) donde la
mayor mortalidad en ambos casos, se presentd en larvas de tercer y cuarto estadio. En
ensayos realizados en Cx. pipiens con H. bacteriophora el parasitismo en general fue
mayor en el cuarto estadio larval. No obstante, se obtuvo el 100% de mortalidad en larvas
de tercer y cuarto estadio (Poinar & Kaul, 1982).

Estos resultados difieren con los encontrados por Cagnolo et al. (2007a), quienes
observaron que la mortalidad en Ae. aegypti, ocurrid principalmente en larvas de segundo
estadio con S. rarum (OLI). Asimismo, en Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens y Ae. aegypti
evaluados con nematodos de la Familia Mermithidae, las larvas de primer y segundo
estadio fueron las mas parasitadas (Soto Alvares & Santamarina Mijares, 1996;
Santamarina Mijares et al., 2000; Achinelly et al., 2004). Sin embargo, en el estudio
realizado a campo con Anopheles sp. fue el tercer estadio larval el mas susceptible al

parasitismo por el nematodo mermithido Reesimermis nielsen (Petersen & Willis, 1974).
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Respecto a las diferencias en la mortalidad por estadio observadas en este trabajo,
podrian atribuirse a lo observado por Dadd (1971), quien demostré que los nematodos
son fisicamente excluidos durante la alimentacién en los estadios larvales tempranos, por
lo que los estadios mayores son mas susceptibles a la infeccion. Por su parte, Poinar y
Kaul (1982) concluyeron que por la pequeiia apertura oral, de las larvas de segundo
estadio, raramente ingieren nematodos enteros, sino que los trituran con sus dientes
mandibulares, causando la muerte de los mismos, mientras que, los estadios mayores
podrian ingerirlos sin dafarlos.

No obstante, Soto Alvares y Santamarina Mijares (1996), observaron que los estadios
mas jovenes de mosquitos poseen un reducido engrosamiento de la pared cuticular,
permitiendo que los JIs puedan perforar dicha pared con mayor facilidad. Asimismo, los
JIs pertenecientes a la Familia Heterorhabditidae poseen un diente cuticular en la region
ceféalica que utilizan para perforar la cuticula de los insectos que parasitan, lo que
representa una via adicional al ingreso por las aberturas naturales (Bedding & Molyneux,
1982). Al respecto, Peschiutta (2009) sefial6 que posiblemente los nematodos puedan
ingresar en las larvas de segundo estadio y provocar la muerte mediante la proliferacion

de la bacteria simbionte en los estadios posteriores.

La presente investigacion muestra que los estadios infectivos de H. bacteriophora
(aislado 4) son capaces de ingresar a la cavidad del cuerpo de las larvas de ambas
especies hospedadoras y desarrollarse exitosamente, produciendo una nueva generacion
de Jls de nematodos. Sin embargo, el numero de nematodos adultos registrados fue
mayor en Ae. aegypti, en todas las dosis, a pesar de que el nUmero promedio de JIs que
ingresaron en las larvas fue similar en ambas especies de dipteros. Asimismo, la
generacion de nuevos Jls, al finalizar el ciclo parasitario, se observéd a partir de la dosis
100:1 y las superiores a ésta en Ae. aegypti y sOlo en la dosis mas alta en Cx.
guinquefasciatus. Estos hechos indicarian una mayor susceptibilidad de las larvas de Ae.
aegypti al parasitismo por este nuevo aislado de H. bacteriophora.

El estudio llevado a cabo por Peschiutta (2009), en nuestro laboratorio, en larvas de
Ae. aegypti infectadas con Heterorhabditis sp. proporcioné resultados muy similares,
donde se observo el desarrollo de individuos adultos a partir de la dosis 15:1 y un mayor
numero de nematodos en el interior de las larvas con el aumento de la dosis. Este ultimo
hecho ademas coincide con lo reportado en Cx. pipiens con H. bacteriophora (Poinar &
Kaul, 1982).
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Por su parte, Cagnolo et al. (2007b), registraron en nuestro laboratorio que en dosis de
500, 750 y 1500 Jlis/larva una mayor cantidad de nematodos del aislado S. rarum (OLI)
continuaron el ciclo parasitario en Ae. aegypti hasta reproducirse y generar nuevos Jls.
Esto se corresponde con lo registrado por Peschiutta (2009) para este mismo diptero con
Heterorhabditis sp. en dosis similares. Y de igual modo, con los resultados de estudios
llevados a cabo con S. rarum (OLI) en Cx. quinquefasciatus (Cagnolo & Almirén, 2007) y
Cx. apicinus (Cagnolo & Almirén, 2010), donde se observo la produccion de una nueva
generacion de Jls de nematodos en las dosis mas altas ensayadas.

En este trabajo, si bien se constaté la emergencia de nuevos Jis del cadaver del
hospedador para cada dosis, no se contabilizO su numero. Teniendo en cuenta las
diferencias observadas entre ambas especies hospedadoras en la presente investigacion,
seria interesante abordar su estudio en futuros ensayos de laboratorio a fin de determinar
el potencial reproductivo del nematodo a partir de cada especie de mosquito.

Es importante mencionar que el patron de parasitismo observado en las dos especies
hospedadoras fue diferente. En Cx. quinquefasciatus el desarrollo de nematodos adultos
se regqistrd, en la mayoria de las larvas, acompafiada de JIs melanizados y en un
porcentaje muy bajo del total de las larvas parasitadas se observo sélo nematodos
adultos. En contraste, en Ae. aegypti el porcentaje de larvas en las que se observo solo el
desarrollo de nematodos adultos fue mayor, asimismo esta especie presentdé un alto
porcentaje de larvas donde se observaron nematodos adultos junto con Jis melanizados.
Al respecto, Petersen y Willis (1974) reportaron que muchos hospedadores con
nematodos melanizados en el hemocele también tienen uno o mas nematodos en

desarrollo.

En este trabajo, la reaccion defensiva de melanizacion fue mucho mas fuerte en Cx.
guinquefasciatus, donde la mayoria de los nematodos que ingresaron al cuerpo de las
larvas fueron melanizados en todas las dosis. En tanto que, en Ae. aegypti la
melanizacién ocurri6 en menos de la mitad de los nematodos que alcanzaron el hemocele
de las larvas y solo en la dosis mas baja se observé la melanizacién de todos los
nematodos que ingresaron. Estas evidencias apoyan a las presentadas anteriormente,
sugiriendo que las larvas de Ae. aegypti presentarian una mayor susceptibilidad al
parasitismo por H. bacteriophora (aislado 4) en comparacion a las larvas de Cx.

quinquefasciatus.
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Asimismo, en ambas especies la reaccion defensiva se incrementd a medida que
aumento el nimero de nematodos que ingresaron en el cuerpo de los dipteros. Esto
coincide con lo observado en Ae. aegypti con Heterorhabditis sp. (Peschiutta, 2009) y con
S. rarum (OLI) (Cagnolo et al., 2007b), donde el nimero de nematodos melanizados se
incrementd con el aumento de la dosis y con la cantidad total de nematodos en el interior
de las larvas. En Cx. quinquefasciatus se observaron resultados similares con S.
carpocapsae y S. feltiae, donde la mayoria de los nematodos fallaron al establecerse en
las larvas del mosquito y fueron melanizados (Zohdy et al., 2013).

En contraste, en ensayos realizados en Ae. aegypti con los nematodos H. heliothidis y
S. feltiae, se observé que la reaccion de melanizacion disminuy6 al aumentar la cantidad
de nematodos en el interior de las larvas (7 o mas) (Molta & Hominick, 1989). Por su
parte, Poinar y Kaul (1982), observaron que las larvas de Cx. pipiens fueron capaces de
melanizar a los nematodos tan rapidamente que éstos no tuvieron tiempo de liberar su
bacteria asociada y solo luego de alcanzar un numero maximo de Jis melanizados (entre
4 y 7), los nematodos adicionales pudieron desarrollarse libremente en el hemocele y
liberar su simbionte.

En otros estudios realizados con nematodos de la Familia Mermithidae, donde se
evalud la susceptibilidad al parasitismo en mas de 10 especies de mosquitos, entre ellas
Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus, en ninguna de éstas se observo la reaccidon defensiva
de melanizacion (Paily & Balaraman, 2000; Achinelly et al., 2004). Sin embargo, Petersen
y Willis (1974) observaron porcentajes variables de Jis de Reesimermis nielsen
melanizados segun el estadio de desarrollo larval en Anopheles sp.

Por otro lado, el mayor porcentaje de Jls melanizados se observo en el térax de las
larvas en Cx. quinquefasciatus, esto se corresponde con los resultados obtenidos por
Pandii et al. (2007), en Cx. gelidus quienes registraron los mayores porcentajes de Jis
melanizados de S. carpocapsae en el térax de las larvas, y con el aislado H. indica los Jls
melanizados se presentaron soélo en el térax de los dipteros. En tanto que, en Ae. aegypti
los Jis melanizados se encontraron principalmente en el térax y abdomen, esto se
corresponde con lo registrado por Peschiutta (2009), con el aislado Heterorhabditis sp.
para éste mismo diptero. Por su parte, Cagnolo et al. (2007b) observaron Jls melanizados
de S. rarum (OLI) principalmente en el abdomen de las larvas de Ae. aegypti.

En este trabajo se determin6é ademas que, en todos los casos aun si el nematodo
resulté melanizado, el hospedador murié. Este hecho puede atribuirse a lo observado por

Poinar y Kaul (1982), quienes concluyeron que cuando los nematodos eran melanizados
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antes de liberar su bacteria asociada, el hospedador frecuentemente desarrollaba
septicemia y moria, debido en la gran mayoria de los casos a la bacteria Pseudomonas
aeruginosa, la que se encuentra presente en el tracto alimentario de la larva del mosquito.
Las células bacterianas ingresan a través de la entrada hecha por los nematodos y se

multiplican en la hemolinfa, resultando una septicemia letal.

Los resultados obtenidos en este trabajo sefialan la alta patogenicidad de H.
bacteriophora (aislado 4) en las dos especies de mosquitos ensayadas. Se sugiere la
dosis 500 Jls/larva como la mas adecuada para reducir eficazmente la densidad larval de
ambas especies en condiciones de laboratorio, ya que la mayor mortalidad, el mayor
numero de nematodos que ingresaron en los dipteros y el mayor porcentaje de desarrollo
de nematodos adultos se registro a partir de esta dosis. No obstante, las larvas de Ae.
aegypti presentaron una mayor susceptibilidad a este aislado de nematodos.

Baker y Capinera (1997) sefalaron que los aislados de nematodos usualmente llegan
a ser considerados biotipos o0 razas que en ocasiones despliegan biologias
significativamente diferentes. Al respecto, Poinar (1990), sugirié que el mayor éxito se
logra con agentes autdctonos, ecologicamente adaptados tanto al ambiente como a las
plagas existentes en los ecosistemas donde se aplican.

De acuerdo con lo anterior, la informacion obtenida en el presente estudio no sélo es
importante por demostrar la gran potencialidad de H. bacteriophora (aislado 4) como
bioregulador de larvas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus, sino también por tratarse de
un aislado autdéctono. Sin embargo, los factores bidticos y abioticos tienen marcada
influencia en el comportamiento e infectividad de los nematodos entomopatégenos en la
naturaleza. En los experimentos en laboratorio, una amplia gama de especies de insectos
resultan susceptibles a nematodos entomopatégenos, dado que en esas condiciones el
contacto entre nematodos y hospedadores estd asegurado, no existen barreras de
comportamiento para la infeccién y las variables ambientales son controladas (Smith,
1999).

Por consiguiente, seria interesante continuar la evaluacion de este aislado en
condiciones de campo a fin de determinar su infectividad, persistencia, impacto en el
ecosistema entre otros aspectos bioecolégicos que resulten de interés y asi poder
determinar su viabilidad de uso como agente de control biolégico de larvas de Cx.

quinquefasciatus y Ae. aegypti.
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CONCLUSIONES

+ Se pone en evidencia por primera vez la susceptibilidad de Ae. aegypti y Cx.
quinguefasciatus al parasitismo de un aislado autéctono de Heterorhabditis bacteriophora.

+ En ambas especies hospedadoras, a mayor dosis de nematodos se logré6 mayor

mortalidad larval.

+ En Ae. aegypti los mayores porcentajes de parasitismo se alcanzaron en menor
tiempo y en las dosis mas altas se registr6 mayor mortalidad en comparacion a lo ocurrido

en Cx. quinquefasciatus.

+ La DLso fue menor en Ae. aegypti que en Cx. quinquefasciatus.

+ En ambas especies hospedadoras, las larvas de tercer estadio resultaron las mas

parasitadas, independientemente de la dosis de nematodos aplicados.

+ Heterorhabditis bacteriophora es capaz de ingresar a la cavidad del cuerpo de las
larvas de ambas especies hospedadoras y desarrollarse exitosamente, produciendo una

nueva generacion de Jis de nematodos.

+ En Ae. aegypti, el desarrollo de nematodos adultos fue mayor en todas las dosis
evaluadas, y la produccion de nuevos Jlis, al finalizar el ciclo parasitario, se registro en

una mayor cantidad de dosis en comparacion a lo ocurrido en Cx. quinquefasciatus.

+ La reaccion defensiva de melanizacion se presenté en las dos especies

hospedadoras, siendo mas fuerte en Cx. quinquefasciatus.

+ Los JIs melanizados se presentaron principalmente en el térax de las larvas en Cx.

guinquefasciatus y en el térax y abdomen en Ae. aegypti.

+ Heterorhabditis bacteriophora tiene gran potencial como agente de control biol6gico

de larvas de Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti.

+ Aedes aegypti presenté mayor susceptibilidad al parasitismo por H. bacteriophora.
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