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Resumen

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la potencialidad del nematodo
Strelkovimermis spiculatus Poinar & Camino, 1986, como biocontrolador de
culicidos en condiciones naturales.

El area de estudio abarcé diferentes sitios de cria de culicidos situados en
los partidos de Berazategui, Berisso, Ensenada y La Plata, Provincia de Buenos
Aires. La btusqueda del nematodo S. spiculatus se realiz6 en poblaciones
naturales de culicidos, en ambientes permanentes y temporarios, artificiales y
naturales. El nematodo se hallé parasitando larvas de Culex chidesteri Dyar, C.
dolosus Lynch Arribalzaga, C. maxi Dyar, Ochlerotatus albifasciatus (Macquart),
Psorophora ciliata (Fabricius) y P. cyanescens (Coquillet). Los mayores indices de
prevalencia se alcanzaron en O. albifasciatus, en cuyas poblaciones se observaron
epizootias naturales cercanas a 90%.

Cuando se evaluaron los culicidos Aedes aegypti Linné y Culex pipiens
Linné como hospedadores alternativos del nematodo S. spiculatus, se observé
que los valores de infeccién variaron entre 72 y 100%, para las diferentes dosis
de preparasitos por hospedador utilizadas (3, 5, 8 y 10:1 L2/hospedador) en
ambos culicidos. Si bien se alcanzaron elevados porcentajes de infeccién en
ambos hospedadores, A. aegypti resulté6 mejor hospedador alternativo, debido a
su periodo de desarrollo relativamente mas breve respecto de C. pipiens y la
facilidad para mantenerlo en el laboratorio.

El estadio II fue el mas adecuado para ser utilizado en la cria del
nemétodo S. spiculatus, debido a la susceptibilidad superior al 90% y a la
reducida mortalidad de los ejemplares parasitados, antes de llegar a el estadio
IV.

La produccién de estados postparasitos (L4) en larvas de A. aegypti, varié
entre 1,0 y 3,5 gramos a diferentes dosis. El valor mas elevado de L4 de S.

spiculatus obtenido (3,5 gramos) se alcanz6 con la dosis 10:1 L2 /hopedador.
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El ntmero total de formas preparasitas (L2) obtenidas en los cultivos a
través de las sucesivas inundaciones semanales, vari6 entre 0,1 y 1,2 x 10° para
las 3 relaciones de sexo estudiadas. La mayor eclosiéon de formas preparésitas se
alcanz6 en la primera inundacién de los cultivos para todas las relaciones de
sexo. El nuimero de preparasitos juveniles disminuyé con las sucesivas
inundaciones. Sin embargo la producciéon de estados preparésitos de S.
spiculatus en cultivos inundados permanentemente fue considerablemente
inferior con un promedio de 0,6 x 105 L2. Los preparasitos eclosionados en
cultivos inundados semanal y permanentemente, conservaron en todo
momento la capacidad de infectar con porcentajes de infeccién que superaron el
60%, constituyendo un atributo positivo de S. spiculatus como agente potencial
de control biolégico de culicidos.

La mayor produccién de L2 en los cultivos con un gramo de neméatodos
enterrados para las 4 relaciones de sexo estudiadas, se obtuvo cuando los
cultivos se inundaron al cumplirse 5 semanas de almacenamiento. Los
preparésitos fueron infectivos en todos los cultivos almacenados entre 5 y 20
semanas, habiéndose obtenido porcentajes de parasitismo que variaron entre 78
y 95%.

Algunos factores afectaron la viabilidad e infectividad del nematodo S.
spiculatus en el laboratorio. Entre ellos se citan la presencia de dos hongos
patégenos que atacaron los estados postparasitos y adultos del nematodo. Las
infecciones se observaron a las 48-72 hs posteriores a la emersion de las L4 del
nemaétodo a partir de las larvas de los culicidos.

La temperatura fue otro de los factores que afect6 la viabilidad de las L2
de S. spiculatus. Los preparasitos expuestos a las cuatro temperaturas
conservaron la capacidad de infectar con valores de prevalencia entre 70 y 100%
en larvas de A. aegypti.

El efecto de las diferentes calidades de agua de los criaderos de culicidos
sobre la viabilidad e infectividad de S. spiculatus se determiné previo a la
introduccion del nematodo en los ambientes. En este caso se observé que el

parasitismo por el nematodo vari6 considerablemente al realizar las infecciones
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en agua proveniente de las zanjas de desagiie pluvial y domiciliario
disminuyendo de 89,3% (0% agua zanja) a 15,7% (100% agua de zanja) en las
larvas de C. pipiens y de 91,6% a 5,0% en las larvas de A. aegypti. Las muestras
de agua provenientes de las zanjas de desagiie domiciliario presentaron valores
elevados de fésforo y amonio respecto del resto de las muestras de agua
proveniente de otros ambientes.

Entre los factores bidticos se evaluo el efecto de la acciéon depredadora de
copépodos presentes en los ambientes temporarios del sistema S. spiculatus - O.
albifasciatus, sobre los preparéasitos de S. spiculatus, donde se determiné que las
cinco especies de copépodos evaluadas depredaron L2 del nemétodo. Los
adultos machos y hembras de Mesocyclops annulatus (Wierzejski, 1892) y los
juveniles consumieron entre 93 y 100% de los preparasitos. Densidades de 50
copépodos por litro redujeron en un 40%, la prevalencia de S. spiculatus en
larvas de A. aegypti en el laboratorio.

Las especies de culicidos susceptibles a S. spiculatus fueron 13. Las larvas
de estadios maés jovenes (I y II) fueron mas susceptibles al nematodo.
Strelkovimermis spiculatus no parasité a la mayoria de los organismos acuéticos
evaluados. La tinica excepcion la constituyeron larvas de dipteros de la familia
Chironomidae y Chaoboridae.

Al introducir el nematodo en criaderos naturales de culicidos, se observé
que fue capaz de parasitar A. aegypti, Culex apicinus (Philippi) y C. pipiens con
elevados valores de prevalencia, produciendo la reducciéon de la densidad
larval. Sin embargo los resultados no fueron similares al liberar el nematodo en
zanjas de desagiie pluvial y domiciliario y en ambientes temporarios sometidos
a fluctuaciones del Rio de La Plata.

Los resultados obtenidos demostraron que el nematodo S. spiculatus
presenta caracteristicas que lo sefialan como un real agente para controlar
especies de culicidos, inclusive cuando su eficiencia es variable dependiendo

del culicido y el ambiente.



Introduccién

INTRODUCCION

Los culicidos constituyen uno de los grupos de insectos con mayor
namero de especies. Son responsables de provocar enfermedades como el
paludismo, filariasis, dengue, fiebre amarilla y varias encefalitis, la mayoria
graves para el hombre. En la Argentina encontramos varias especies de
culicidos de importancia sanitaria, aunque este ntmero podria elevarse
considerablemente, si se incrementan los estudios sobre los culicidos vectores
de arbovirus.

Existen diferentes estrategias de control de las larvas y adultos de
culicidos incluyendo métodos culturales, quimicos y biolégicos. Aunque la
utilizacién de insecticidas quimicos ha sido una de las medidas de prevencion y
control mdés efectiva, su aplicacion prolongada ha ocasionado severos
inconvenientes en el ambiente, debido a la elevada toxicidad que producen y al
rapido desarrollo de resistencia en las poblaciones tratadas. Por tales motivos el
control biolégico de culicidos, a través de la utilizacién de patoégenos, parésitos
y depredadores, ha recibido particular atenciéon en los tltimos afios.

Los nematodos y entre ellos los pertenecientes a la familia Mermithidae,
constituyen un importante grupo de parasitos de culicidos. Unas pocas especies
han sido intensamente estudiadas como potenciales agentes de control
biolégico, debido a su elevada especificidad y letalidad para sus hospedadores.

Entre los mermitidos en la Argentina, se han descrito hasta el presente
solo dos especies parasitas de culicidos, Strelkovimermis spiculatus Poinar &
Camino, 1986, en larvas de Ochlerotatus albifasciatus (Macquart) (Poinar &
Camino, 1986) e Hydromermis sp., en larvas de Psorophora ferox (Von Humboldt)
(Camino, 1989), ambos en ambientes de la Provincia de Buenos Aires.

Strelkovimermis spiculatus ha sido estudiado con mayor profundidad,
aunque las investigaciones se han limitado casi exclusivamente al laboratorio.

El interés en este nematodo, radica en que se adapta muy bien al ciclo de

vida de sus hospedadores, tolera niveles elevados de salinidad y presenta una
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mayor tolerancia a permanecer latente por largos periodos de sequia del
ambiente. Asimismo provoca importantes epizootias en poblaciones naturales
del culicido de las inundaciones, O. albifasciatus, el cual constituye una
verdadera plaga en amplias dreas de la Argentina, particularmente en la
Provincia de Buenos Aires.

Las caracteristicas bio-ecologicas de este nemétodo y la capacidad de
provocar altos niveles de parasitismo en el campo, lo convierten en un excelente
candidato a ser utilizado como agente de control biolégico de culicidos.

En este estudio se ofrece la informacién complementaria sobre la biologia
de S. spiculatus y la susceptibilidad de numerosas especies de culicidos y de la
fauna asociada, presente en los criaderos. Ademads se ofrece una metodologia
eficiente para la producciéon a mayor escala de S. spiculatus y se presentan las
primeras evaluaciones de este parasito, como agente de control biolégico de

culicidos en la naturaleza.
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ANTECEDENTES

1. Importancia sanitaria de los culicidos

La Familia Culicidae (Insecta: Diptera) incluye mas de 3500 especies en el
mundo, la mayoria de reconocida importancia sanitaria. Los estados inmaduros
de los culicidos se desarrollan en una amplia variedad de ambientes acuéticos
naturales y artificiales, permanentes o temporarios (Laird, 1988). Las hembras
de la mayoria de los culicidos necesitan ingerir sangre de aves y mamiferos
para el desarrollo de sus huevos. Debido a este comportamiento, los culicidos
han recibido particular atencién desde el punto de vista sanitario, por ser
vectores de un amplio espectro de parasitos y patégenos (virus, protozoos y
nematodos) que pueden transmitir a través de sus picaduras a otros animales y
al hombre. Son responsables de transmitir los agentes etiol6gicos de paludismo,
tilariasis y varias arbovirosis (dengue, fiebre amarilla y encefalitis) la mayoria
severas y en ocasiones fatales para el hombre.

El paludismo o malaria es causado por protozoos pertenecientes al
género Plasmodium y es transmitido de persona a persona por mosquitos del
género Anopheles. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que 300
a 500 millones de personas son infectadas anualmente de paludismo,
provocando de uno a dos millones de muertes, principalmente en nifios
menores de cinco afios ( OMS, 2003).

El dengue es una arbovirosis transmitida al hombre por mosquitos y es
provocada por un virus ARN de la Familia Flaviviridae que posee cuatro
serotipos (Denl, Den2, Den3 y Den4). Los culicidos Aedes aegypti Linné, y A.
albopictus (Skuse) constituyen los principales vectores del dengue. Mas de 2,5
millones de personas en el mundo viven en areas de riesgo de contraer dengue
en regiones tropicales y subtropicales. Anualmente, el nimero de casos de
dengue en sus dos manifestaciones, cldsico y hemorrédgico, supera los 50

millones, provocando alrededor de 20.000 muertes por afio (OPS, 2004). En
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América circulan los cuatro serotipos y los casos de dengue han aumentado en
forma exponencial de 66000 en el afio 1980 a 717000 en 1998 (OPS, 2000).

La fiebre amarilla es una arbovirosis provocada por otro flavivirus. Posee
dos ciclos diferentes: la fiebre amarilla urbana y la selvética. En la fiebre
amarilla urbana el culicido A. aegypti es el responsable de la transmision del
virus de persona a persona. Si bien en zonas endémicas la tasa de mortalidad
por fiebre amarilla es menor al 5%, en situaciones epidémicas los niveles de
mortalidad puede superar el 50% (Benenson, 1995). El norte de América del Sur
es en la actualidad, la zona mas afectada por fiebre amarilla (Goddard, 2000),
aunque recientemente la OMS ha recomendado a los paises del cono sur de
América, incluida la Argentina, la vacunacién masiva de la poblacién en riesgo.
La fiebre amarilla selvatica es normalmente una enfermedad de los monos y
otros animales silvestres, pudiendo infectar al hombre ocasionalmente, cuando
este se introduce en la selva. Entre los mosquitos responsables de la transmisién
se encuentran los pertenecientes a los géneros Haemagogus y Aedes (Goddard,
2000).

Dentro del nombre de encefalitis, se agrupan una serie de arbovirosis
transmitidas por los culicidos a aves y mamiferos, incluido el hombre. Existen
diferentes tipos, entre las mds importantes se encuentran la Encefalitis Equina
del Este, Equina del Oeste, San Luis, Equina de Venezuela, LaCrosse, y la del
Virus del Nilo Occidental. La Encefalitis Equina del Este es una de las més
severas, pudiendo provocar una mortalidad entre 30 y 60% en équidos y en
humanos (Goddard, 2000).

La filiariasis es una enfermedad causada por nemétodos filaroideos.
Entre ellos los parasitos mds importantes son Wuchereria bancrofti (Cobbold,
1877) y Brugia malayi (Brug, 1927), que son transmitidos al hombre por
diferentes especies de culicidos (Marquardt et al., 2000). Existen 1100 millones
de personas en més de 76 paises en el mundo que viven en areas de riesgo de
tilariasis, en las cuales hay 120 millones de personas infectadas en la actualidad
(OMS, 2004). La filariasis bancroftiana se encuentra ampliamente distribuido en

el continente americano (Marquardt et al., 2000). Otra filaria, Dirofilaria immitis
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(Leidy, 1856) es responsable de la filariasis del corazén de los perros
provocando severos dafios en estos animales y en escasas situaciones en el
hombre (Garcia, 2001).

Los culicidos también son responsables de pérdidas importantes en la
actividad agricola-ganadera y turistica en amplias areas del planeta, cuando la
densidad de adultos alcanza niveles elevados. Dificultan y encarecen la
recoleccion manual de frutas y verduras, reducen la produccién de leche y
carne del ganado y afectan notablemente las actividades al aire libre en las areas

turisticas (McClelland, 1984).

2. Situacion en la Argentina

En la Argentina se han citado mas de 200 especies de culicidos (Darsie &
Mitchell, 1985) aunque el ntimero se reduce sensiblemente al considerar las
especies reconocidas como vectores o las que interfieren con las actividades
econémicas humanas. Las especies de mayor importancia en la Argentina son:
A. aegypti y A. albopictus como vectores de arbovirosis, Anopheles darlingi Root y
A. pseudopunctipenis Theobald vectores de paludismo, Culex pipiens Linné,
vector de arbovirus y D. immitis y Ochlerotatus albifasciatus (Macquart) vector de
arbovirus e importante plaga en la Argentina. Este niimero se incrementard
sensiblemente cuando se amplien los estudios sobre la identidad de los vectores
de arbovirus en la Argentina, asi como cuando se investiguen otras especies de
Anopheles respecto de su capacidad vectorial de los agentes etiologicos del
Paludismo.

Las areas paltidicas actuales en la Argentina se encuentran reducidas a
focos en las provincias de Salta, Jujuy y Misiones. El nimero de enfermos de
paludismo supera anualmente los 400. Las principales especies transmisoras del
agente causal del paludismo en la Argentina son: A. darlingi en la region del
noreste y A. pseudopuntipenis, en la regiéon del noroeste (Zaindenberg, 2002).

La re-emergencia del dengue en la Argentina es reciente, registrandose

casos de dengue clasico desde 1997 en un 4rea que abarca casi las mismas
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provincias mencionadas para Paludismo (Avilés et al., 1999). Varias decenas de
enfermos de dengue clasico se han detectado en partidos del denominado
conurbano bonaerense, aunque ninguno correspondié a casos autéctonos. El
culicido A. aegypti es el principal vector de dengue en América y se encuentra
actualmente distribuido en 16 provincias argentinas, siendo su limite sur las
provincias de Buenos Aires y La Pampa (Curto et al., 2002). La deteccién
reciente de A. albopictus en la Argentina (Rossi et al., 1999), otro vector
importante de dengue y otras arbovirosis, complica aun maés la situacién
sanitaria de la Argentina y el resto de América. Esta especie tolera condiciones
ambientales més extremas que A. aegypti, caracteristica que le permitiria una
distribuciéon mucho mas amplia.

La informacién sobre virus de encefalitis y sus vectores es escasa en la
Argentina. Desde 1908 se han registrado importantes epizootias de Encefalitis
Equina que han afectado principalmente la provincia de la Pampa. Durante los
afios 1982-1983 se registré una epizootia de Encefalitis Equina del Oeste cuyo
epicentro se localiz6 en la provincia de Santa Fe y se extendi6 hasta la provincia
de Rio Negro. Si bien la aparicién de casos humanos fue rara, las pérdidas
econdmicas fueron importantes (Sabattini et al., 1985). En el ano 2002, después
de 17 afos de ausencia en el territorio argentino, se registr6 un caso de
encefalitis de San Luis en la ciudad de Cérdoba (Spinsanti et al., 2003).

La filariasis en humanos y animales domésticos y la identificacién de los
culicidos vectores han sido muy poco investigados. La prevalencia de la
filariasis canina vari6 entre 4 y 74%, en estudios realizados en las provincias de
Chaco, Formosa, Corrientes y Buenos Aires (Ligthtowler et al., 1992; Meyer &
Milanta, 1997). Por otra parte se han registrado casos de dirofilariasis immitis
pulmonar en humanos en las provincias de Buenos Aires y Corrientes (Barcat et
al., 1999; Caballer et al., 1994).

La informacién existente en la Argentina sobre los inconvenientes y
pérdidas econémicas ocasionadas por algunas especies de culicidos en &reas
agricola-ganaderas y turisticas es escasa y en general, no cuantificada. El

culicido de las inundaciones, O. albifasciatus, cuya distribucién abarca casi todo
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el territorio argentino, suele alcanzar niveles poblacionales elevados en
primavera y otofio, atacando con voracidad a animales y al hombre. Amplias
areas urbanas y rurales de las provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Corrientes,
La Pampa, Mendoza, Rio Negro y Santa Fe sufren anualmente las
consecuencias de la proliferaciéon de O. albifasciatus, provocando la muerte de
terneros en zonas de cria, pérdidas en la produccion de carne y leche,
encarecimiento de la recoleccién de frutas y hortalizas e imposibilidad del uso
de &reas de recreacion durante los periodos de elevadas densidades de adultos
(Prosen et al., 1960; Rafia et al., 1971; Hack et al., 1978; Gleisser et al., 1997).

La OMS estima que la mitad de la poblacion mundial, méas de 3000
millones de personas, viven en &reas de riesgo de contraer enfermedades
transmitidas por culicidos (OMS, 2004). Esta situacion justifica la necesidad de
conocer més profundamente la biologia, ecologia y taxonomia de los culicidos y
obliga a los gobiernos a tomar medidas de prevencién y a desarrollar
estrategias de control que intenten interrumpir la transmisién de las
enfermedades y reducir la densidad de culicidos a niveles que no afecten la

calidad de vida de los habitantes.

3. Control de culicidos

Las estrategias de control de culicidos incluyen tratamientos para
disminuir o eliminar tanto los estadios larvales como los adultos. Entre las
medidas de prevencién contra los adultos podemos mencionar: la protecciéon
personal (repelentes en piel y ropa, tules alrededor de las camas, etc.), el uso de
telas mosquiteros y la aplicacion terrestre o aérea de insecticidas quimicos
(McClelland, 1984).

Respecto al control de las larvas de culicidos se han utilizado métodos
culturales como la reduccién o eliminaciéon de los sitios de cria, secando,
inundando o eliminando los ambientes, métodos quimicos (aceites,
organofosforados, organoclorados, piretroides, factores analogos a la hormona

de juvenil, etc.), y el control biol6gico (depredadores, parasitos y patogenos).
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Si bien el uso de insecticidas quimicos ha sido la eleccién mas efectiva y
universalmente elegida para el control de culicidos, la aplicaciéon prolongada de
dosis crecientes de estos productos han provocado niveles elevados de
contaminacioén del ambiente, peligrosos para los animales y el hombre. Por otra
parte las poblaciones de los insectos vectores tratados, no fueron totalmente
erradicadas, retornando y desarrollando resistencia a muchos insecticidas
(Georghiou & Saito, 1983). El creciente interés en la calidad del ambiente ha
intensificado en los ultimos afios la bisqueda de nuevas herramientas para
controlar insectos de importancia sanitaria que sean més seguros para la fauna
y compatibles con el ambiente (Weiser, 1991; Tanada & Kaya, 1993; Lacey,
1997).

4. Enemigos naturales de culicidos

El control biolégico es el estudio y utilizaciéon de enemigos naturales
(depredadores, patégenos y parasitos) para controlar una especie perjudicial, en
nuestro caso las especies de culicidos de importancia sanitaria. La bibliografia
mundial sobre los enemigos naturales de culicidos es abundante, habiéndose
descripto numerosos virus, bacterias, hongos, protozoos, nematodos y
depredadores de estadios inmaduros y adultos de culicidos (Jenkins, 1964;
Robert & Strand, 1977; Roberts & Castillo, 1980; Roberts et al., 1983; Weiser,
1991).

Entre los depredadores de culicidos se han citado, hemipteros,
coledpteros, odonatos, turbelarios y peces. Los peces han sido los mas
estudiados y evaluados, siendo el pez larvivoro, Gambussia affinis la especie mas
utilizada en el mundo como regulador de los estadios inmaduros de culicidos
(Hoy & Reed, 1971; David & Meish, 1977; Bay, 1985; Meisch, 1985).

Un espectro amplio de patégenos y parasitos (virus, bacterias, hongos,
protozoos y nematodos) han sido estudiados y evaluados como potenciales

agentes de control biolégico de culicidos (Chapman, 1985).
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Entre los virus patégenos de culicidos se han registrado baculovirus
(Nucleopoliedrovirus), Reovirus (Cypovirus), Entomopoxvirus, Chloriridovirus
(RMIV y TMIV), Densovirus y pequefios virus ARN semejantes a Picornavirus
(Anderson, 1970; Hall & Fish, 1974, Fukuda & Clark, 1975; Adams, 1991;
Schuler et al., 1995; Lacey, 1997; Hunter-Fujita ef al., 1998).

Las bacterias entomopatogenas no son frecuentes en poblaciones
naturales de culicidos, aunque algunas bacterias del suelo son altamente
patogénicas para larvas de culicidos. Tal es el caso de Bacillus thuringiensis
variedad israelensis (Bti) y Bacillus sphericus (Bs), las cuales forman cristales
proteicos con alto poder larvicida, en un amplio espectro de culicidos
susceptibles (Lacey & Lacey, 1981; Lacey & Singer, 1982; McLaughlin &
Billodeaux, 1983; Thiery & Frachon, 1997; Skovmand et al., 1998; Follet & Duan,
2000). Los productos insecticidas con base en toxinas de Bti y Bs han llegado al
mercado en diferentes formulaciones siendo uno de los pocos productos
biolégicos comerciales empleados en el control de culicidos (Lacey & Kaya,
2000).

Los hongos constituyen otro importante grupo de patégenos de
culicidos. Entre los mds importantes se pueden citar Culicinomyces clavisporus
(Sweeney et al., 1983, Sweeney, 1986; Garcia & Sweeney, 1986), Lagenidium
giganteum (Jaronski & Axtell, 1982; Kerwin & Washino, 1986; 1988; Guzman &
Axtell, 1987), Leptolegnia chapmanii (Mclnnis et al., 1985; Zattau & Mclnnis, 1987;
Lord et al., 1988) y diferentes especies del género Coelomomyces (Roberts, 1970;
Federici,1985; Couch & Bland, 1985). C. clavisporus y L. giganteum han sido
evaluados a campo en criaderos de culicidos con resultados alentadores
existiendo en el mercado productos comerciales de L. giganteum para el control
de larvas de culicidos. (Kerwin & Petersen, 1997).

Entre los protozoos parasitos de culicidos se pueden mencionar ciliados,
flagelados, gregarinas, y microsporidios. Ciliados pertenecientes a los géneros
Lambronella y Tetrahymena han sido hallados frecuentemente parasitando larvas
de culicidos (Grassmick & Rowley, 1973; Clark, & Brandl, 1976; Corliss & Coats,
1976; Dzerzhinskii & Dubitskii, 1977). La presencia de flagelados en culicidos
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no ha sido registrada con frecuencia, siendo las especies mas representativas
Crithidia fasciculata 'y Blastocrithidia culicis (Weiser, 1991). Infecciones por
gregarinas son comunes en especies de culicidos que habitan ambientes
reducidos naturales o artificiales. Entre las especies de gregarinas mas comunes
se pueden citar Ascogregarina barretti, A. culicis y A. taiwanensis (Munstermann &
Wesson, 1990; Siegel et al., 1992; Garcia et al., 1994b; Reyes-Villanueva et al.,
2001). Sin duda, el grupo de protozoos patégeno de culicidos mas importante y
mejor representado lo constituyen los microsporidios. Varias decenas de
especies pertenecientes a 15 géneros han sido descriptas en culicidos, la
mayoria incluidas en los géneros heterospdricos Amblyospora y Parathelohania
(Sprague, 1977; Becnel & Andreadis, 1999).

Los nemétodos constituyen otro grupo importante de parasitos de
culicidos. Todos los nematodos hallados naturalmente en culicidos, pertenecen
a la familia Mermithidae, algunas de cuyas especies han sido extensamente
estudiadas, tal es el caso de Romanomermis culicivorax Ross & Smith, (Petersen,

1985).

5. Situacién actual del conocimiento de los parasitos v patégenos de culicidos

en la Argentina

Los parasitos y patégenos de culicidos comenzaron a estudiarse en la
Argentina a principios de la década del 80. Durante este periodo se han
identificado virus (Nucleopoliedrovirus), bacterias (Vivrio sp.), hongos
(Aphanocladium album, Coelomomyces spp., Leptolegnia chapmanii, Smittium spp.),
(Garcia & Lopez Lastra, 1989; Lopez Lastra, 1990, a, b; Lépez Lastra & Garcia,
1997; Lopez Lastra et al., 1991, 1999) gregarinas (A. culicis), microsporidios
(Amblyospora spp., Hazardia milleri, Parathelohania spp.) (Garcia, 1989; Garcia &
Lopez Lastra, 1989; Garcia & Camino, 1990; Garcia & Becnel, 1994) y
mermitidos (Hydromermis sp. y Strelkovimermis spiculatus) (Poinar & Camino,

1986; Camino, 1989; Garcia & Camino, 1990).
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La mayoria de estos patégenos han sido identificados a nivel especifico.
Los ciclos biolégicos y las vias de transmision han sido dilucidadas en varios de
los patogenos (Camino & Reboredo, 1994; Micieli et al. 2000, 2001). También se
determiné la virulencia y patogenicidad y el espectro de especies de culicidos
susceptibles a estos patdgenos en el laboratorio (Camino & Reboredo, 2000).
Estudios epizootiologicos han sido realizados en algunos de estos sistemas
hospedador-parasito, principalmente con microsporidios del género
Amblyospora (Micieli et al. 2000; 2001) y el mermitido S. spiculatus (Micieli &
Garcia, 1999). Hasta el presente, no existe informacién en la Argentina sobre
evaluacion de estos parasitos y patégenos en la naturaleza mediante la

introduccion o incremento de los mismos en poblaciones naturales de culicidos.

6. Nemaéatodos asociados a insectos

La clasificacion de los neméatodos, incluidos los asociados a insectos, es
aun inestable al nivel de familia y género. Mas de 30 familias de nematodos
estin asociadas con insectos, incluyendo los parasitos de plantas
(Aphelenchidae) y animales (Filariidae, Onchocercidae, Thelaziidae) que
utilizan a los insectos como vectores. Otros tienen una asociacion forética
(Rhabditidae, Cephalobidae) o son parasitos obligados (Oxyuridae,
Thelastomatidae).

Por otro lado existe un grupo de familias parésitas obligadas y
facultativas que tienen potencial como agentes de control biolégico de insectos,
entre ellas Allantonematidae, Heterorhabditidae, Mermithidae,
Phaenopsitylenchidae, Sphaerulariidae, Steinernematidae y Tetradonematidae

(Kaya & Stock, 1997).

7. Familia Mermithidae

Diagnosis: nematodos delgados y largos, entre 1 y 10 cm pudiendo llegar

a 50 cm de longitud. La cuticula es lisa o presenta fibras entrecruzadas. El
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extremo anterior presenta 2, 4 o 6 papilas cefalicas y raramente un par de
papilas bucales laterales; anfidios de forma tubular. El eséfago esta modificado
en un tubo delgado rodeado en el extremo posterior por tejido esticosomal en el
que cada célula se denomina esticocito. El intestino estd modificado en un
trofosoma u érgano de almacenamiento de alimento que se transforma en un
saco ciego cuando el nemétodo entra al hospedador. Los preparasitos (L2)
poseen un estilete funcional y un par de glandulas de penetraciéon que se
convierten en rudimentarios luego de penetrar al hospedador. Poseen ovarios
pares, vagina musculosa derecha o curvada; los machos con espiculas simples
fusionadas o pares; guberndculo y bursa ausente; varias filas de papilas

genitales generalmente presentes.

7.1. Mermitidos parésitos de culicidos

Los mermitidos constituyen los tinicos nematodos que se han aislado de
la familia Culicidae. Hasta el presente han sido descriptas més de 80 especies
de mermitidos en culicidos (Petersen, 1985)

Romanomermis culicivorax es el mermitido mas estudiado, tanto en
condiciones experimentales como naturales. Este nematodo posee un ciclo
tipico de los mermitidos acuéticos. Las formas infectantes (L2) maduran y
buscan al hospedador activamente. Viven entre 36 a 48 hs, durante el cual
deben hallar y penetrar activamente a la larva hospedadora (Petersen, 1975). La
fase parésita dentro del hospedador se lleva a cabo entre 7 y 8 dias (Gordon et
al., 1974). Una vez emergidos del hospedador se entierran en el sustrato,
copulan y completan su ciclo aproximadamente en 4 semanas (Petersen, 1985).

Romanomermis culicivorax es altamente especifico para mosquitos, aunque
otras familias de dipteros pueden ser infectadas. Petersen & Chapman (1979),
evaluaron este mermitido en 87 especies de mosquitos y registraron parasitismo
en un amplio espectro de hospedadores anophelinos, culicinos y aedinos. Sin
embargo cuando el nematodo fue expuesto a diferentes tipos de invertebrados

y vertebrados, solo los primeros estadios de caobéridos, similidos y
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quironémidos presentaron susceptibilidad al neméatodo (Ignoffo et al., 1973,
1974).

Este nematodo puede, en bajos porcentajes, pasar al estado adulto del
hospedador utilizdndolo como una forma de dispersién. En algunos casos
completan su desarrollo cuando el hospedador realiza la ingesta sanguinea y
emergen cuando estos intentan depositar los huevos. La oviposicién,
generalmente no se realiza debido a que los parasitos causan una destruccion
importante de los Organos reproductores de los culicidos parasitados
(Chapman, 1985).

Algunos factores ambientales afectan la viabilidad de las formas
infectantes de R. culicivorax (Petersen & Willis, 1970). A temperaturas entre 21 y
33°C este nematodo produjo porcentajes de parasitismo superiores que las
determinadas a temperaturas entre 12 y 18°C (Brown & Platzer, 1977). Petersen
(1975) en un estudio sobre la variacién del parasitismo de R. culicivorax a
temperaturas entre 24 y 27°C, encontr6 que la prevalencia en larvas
pertenecientes al género Culex decliné rdpidamente luego de 24hs siendo casi
nulo a las 72hs.

La presencia de ciertos iones en las aguas de los criaderos de culicidos
con exceso de materia organica, pueden interferir en el parasitismo. Entre los
mas toxicos fueron determinados los fosfatos y sulfatos (Brown & Platzer, 1977;
Petersen & Chapman, 1979).

Romanomermis culicivorax fue producido masivamente en el laboratorio
en larvas de Culex pipiens quinquefasciatus Say (Petersen & Willis, 1972a). Para
una relaciéon de preparasitos por hospedador de 15:1, los autores obtuvieron un
valor de prevalencia promedio de 88%. Por otra parte niveles de parasitismo
entre 91 y 100% produjeron un promedio de estados postparasitos de 10,9
gramos a partir de 20.000 larvas hospedadoras (Petersen, 1978).

Las aplicaciones a campo como agente de control biolégico, mostraron
valores de parasitismo entre 65 y 33 % dependiendo de los estadios de los
culicidos (Petersen & Willis, 1972b; 1974). Santamarina et al. (1996), determiné

que el nematodo fue capaz de parasitar larvas de Anopheles pseudopunctipennis y
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Culex quinquefasciatus. Inclusive el nematodo logré establecerse en criaderos en
los que habia sido introducido mediante liberaciones de L2 (Petersen & Willis,
1975).

Con el fin de ser llevado al mercado como insecticida ha sido
intensamente estudiado (Petersen, 1982; 1985). Sin embargo algunas
limitaciones ambientales, el corto periodo de tiempo en el que son viables los
huevos en los cultivos de los nematodos y la mortalidad ocasionada por su
transporte, fueron entre otros, algunos de los obstdculos que impidieron
continuar con su comercializacion.

La informacién sobre mermitidos parasitos de culicidos en la region
Neotropical es notablemente escasa, limitdndose a dos hallazgos en culicidos de
la Argentina, Hydromermis sp. en larvas de Psorophora ferox (Camino, 1989) y
Strelkovimermis spiculatus descripto en larvas del mosquito de las inundaciones,

O. albifasciatus (Poinar & Camino, 1986).

7.2. Strelkovimermis spiculatus

El mermitido S. spiculatus Poinar & Camino, 1986, se hallé por primera
vez en larvas de O. albifasciatus , en el arroyo Miguelin, Punta Lara, partido de
la Ensenada, Pcia. Buenos Aires, (Poinar & Camino, 1986) y posteriormente en
otros hospedadores culicidos (Garcia & Camino, 1990; Garcia et al. 1994a).

El ciclo biolégico tiene una duracién aproximada de 35 dias dependiendo
de la temperatura y es similar al de otros mermitidos acuaticos (Camino &
Reboredo, 1994). Los adultos colocan los huevos en el ambiente en el que se
encuentran. Los huevos son esféricos, lisos, sin biso y transparentes. El
desarrollo embriolégico tiene lugar luego de la oviposicién con una duraciéon
aproximada de 8 dias, a 20°C de temperatura (Camino & Garcia, 1988). El
estado infectante (L2) sale del huevo y busca al hospedador, luego penetra a
través de la cuticula utilizando el estilete e ingresa al hemocele. Durante la
etapa parasitica, el nematodo absorbe los nutrientes del hospedador a través de

su cuticula y los almacena en el trofosoma. Cuando la fase parasitaria estd
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finalizada, la L4 denominada estado postparasito (L4), emerge del hospedador
y comienza su fase libre. La muerte del hospedador generalmente tiene lugar
como consecuencia del trauma causado por la emersion del paréasito.
Posteriormente, el nematodo muda al estado adulto, copula y ovipone en el
ambiente para completar el ciclo biolégico (Fig. 1).

Respecto a las limitaciones ambientales, este mermitido a diferencia de R.
culicivorax, conservo la capacidad de infectar en agua con pH entre 45y 9,5y
salinidad entre 0,0 M y 0,120 M de CINa (Camino & Garcia , 1991).

Existe informacion referida a la prevalencia natural, estacionalidad y
rango de hospedadores naturales de S. spiculatus (Garcia & Camino, 1990;
Campos et al. 1993; Garcia et al. 1994a; Macia et al. 1995; Micieli & Garcia, 1999),
sin embargo hasta el momento no se ha estudiado en profundidad, con el
objetivo de utilizarlo como agente de control biolégico de culicidos en la

naturaleza.
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Figura 1. Ciclo biol6gico del nemétodo Strelkovimermis spiculatus (J1: prepardsito juvenil
1, dentro del huevo; J2 o L2 juvenil : estado preparasito; J3: estado parasito; J4: estado
postparasito libre).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la potencialidad del nematodo S. spiculatus como biocontrolador

de culicidos en condiciones naturales.

Objetivos especificos

A. Perfeccionar la produccién del nematodo S. spiculatus en condiciones de
laboratorio.

B. Estudiar el efecto que ejercen ciertos factores abioticos y biéticos sobre la
capacidad de infectar del nematodo S. spiculatus.

C. Determinar la actividad parasitaria de S. spiculatus en criaderos naturales
de culicidos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Area de estudio

El 4rea de estudio abarcé diferentes ambientes de cria de culicidos
situados en los partidos de Berazategui, Berisso, Ensenada y La Plata, Provincia

de Buenos Aires.

2. Prospeccion de S. spiculatus en criaderos de culicidos

2.1. Ambientes artificiales

La basqueda del nematodo S. spiculatus se realiz6 en poblaciones
naturales de los culicidos A. aegypti y C. pipiens en ambientes artificiales. Los
criaderos muestreados estuvieron compuestos por recipientes de distintos
materiales (plastico, vidrio, chapa), cuyo aporte de agua provino

exclusivamente de las precipitaciones pluviales o por accién humana (Fig. 2).
2.2. Ambientes permanentes

Estos ambientes estuvieron constituidos por zanjas cuyo aporte de agua
se origina de los desagties domiciliarios y las precipitaciones pluviales, sitio de
cria natural para el culicido C. pipiens. Se ubicaron en las localidades de La
Granja y Melchor Romero, partido de La Plata (Fig. 3).
2.3. Ambientes temporarios

Las prospecciones en culicidos se llevaron a cabo en un ambiente

constituido por una depresion del terreno de 6 m x 3 m de superficie y 0,40 m

de profundidad, ubicado en la Selva Maginal de Punta Lara. La inundacién de
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este sitio de cria de los culicidos Ochlerotatus crinifer (Theobald) y Psorophora
ferox (Von Humboldt) dependié de las precipitaciones y los desbordes de
arroyos y canales aledafios, luego de producirse crecidas del nivel del Rio de La

Plata (Fig. 4).

El otro tipo de ambientes temporarios, estuvo compuesto por sitios de
cria del nemétodo S. spiculatus y su hospedador natural O. albifasciatus, el cual
correspondi6é a depresiones del terreno donde se acumula agua proveniente
exclusivamente de las precipitaciones (Fig. 5 A,B,C;D). La busqueda de los
culicidos y del neméatodo, se realizé en una amplia variedad de este tipo de
criaderos, ubicados en las localidades de Berisso, La Plata, Ensenada y
Berazategui.

Entre los ambientes donde se registré la presencia de S. spiculatus, se
seleccionaron 3 sitios de cria representativos, que permitieron obtener

informacién sobre su biologia en condiciones naturales.

SITIo 1 : Ubicado en el Partido de la Ensenada (34°52'13” S, 57°57'30” O). Este
ambiente correspondié a una hondonada de 15 m de largo, 10 m de ancho, y 0,5

m de profundidad.

SITIO 2 : Ubicado en la localidad de Gonnet, Partido de la Plata (34°52'29" S;
58°00'31"0). Correspondié a una depresion de 15 m de largo, 10 m de ancho y
0,4 m de profundidad.

SiTIo 3 : Ubicado en el Paseo del Bosque de la ciudad de La Plata (34°54'26”S;
57°56’11” O). Consisti6é en una hondonada de 50 m de largo, 20 m de ancho, y
0,5 m de profundidad.

Estos ambientes fueron muestreados a las 24-48 hs posteriores a la
inundacién de los criaderos, a partir de las precipitaciones. Las prospecciones

en ambientes artificiales y permanentes se realizaron cada 15 dias.
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Figura 2. Ambientes artificiales, sitios de cria de culicidos.
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Figura 3. A, B. Ambientes permanentes, sitios de cria del culicido C. pipiens. C. sitio de
cria de larvas de Anopheles.
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Figura 4. Ambiente temporario, sitio de cria de los culicidos O. crinifer y P. ferox.
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Figura 5.A,B,C,D. Ambientes temporarios, sitios de cria del culicido Ochlerotatus
albifasciatus.
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3. Recoleccién de culicidos

En cada ambiente se determiné la presencia/ausencia de agua, nivel de
inundacion y temperatura del agua y la presencia/ausencia de larvas y pupas
de culicidos.

Las larvas de los culicidos presentes en los diferentes tipos de criaderos,
se recolectaron utilizando un cucharén de 300 ml y se filtraron a través de una
red de malla fina. Posteriormente se colocaron en baldes plésticos y se
transportaron al laboratorio para su observacion.

También se realiz6 la diseccion de adultos de O. albifasciatus para
determinar la presencia del nematodo en dicho estadio. Los adultos se
recolectaron en uno de los sitios de cria ubicados en el partido de Berazategui
mediante el uso de aspiradores a bateria. Se transportaron al laboratorio en

jaulas recubiertas con alambre mosquitero.

4. Deteccién v procesamiento de los culicidos parasitados

Las larvas examinadas en el laboratorio correspondieron a las siguientes
especies: Anopheles albitarsis Lynch Arribalzaga, Culex chidesteri Dyar, C. dolosus
Lynch Arribalzaga, C. maxi Dyar, Ochlerotatus albifasciatus (Macquart), O. crinifer
(Theobald), Psorophora ciliata (Fabricius), P. cyanescens (Coquillett), P. ferox (Von
Humboldt) y Uranotaenia sp. Se analiz6 un ndmero variable de larvas por
especie. Los culicidos se identificaron con la clave de Lane (1952) y Darsie &
Mitchell (1985). En cada criadero se registr6 la cantidad de estados preparasitos
por mililitro de agua de la muestra. Un porcentaje variable de larvas de
culicidos (aproximadamente el 10%) se observé bajo microscopio estereoscépico
y Optico para determinar la presencia del nematodo. El resto de las larvas se
colocaron en bandejas plasticas de 38 x 28 cm con 1000 ml de agua del criadero
y se dejaron crecer hasta estadio IV (Fig. 6). Posteriormente los culicidos se

colocaron individualmente en placas de cultivo de 24 celdas con 3 ml de agua
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por celda, hasta la emersiéon de los nemétodos postparésitos, donde se
determin6 el porcentaje de larvas parasitadas (prevalencia) y el ntiimero de
nematodos por larva (intensidad) para cada especie. La utilizacién del agua del
criadero para la cria de las larvas hasta el estadio IV, puede producir valores
sobrestimados del porcentaje de parasitismo a causa de infecciones posteriores
a la captura de las larvas. En un estudio previo, Micieli y Garcia (1999)
encontraron formas infectantes de S. spiculatus durante 7 dias en condiciones

naturales.

5. Instalacién vy mantenimiento de las colonias del neméatodo v culicidos en el

laboratorio

5.1. Cria de los culicidos

El culicido O. albifasciatus constituye el primer hospedador natural del
nematodo descrito y el tnico en el cual S. spiculatus provoca epizootias. Sin
embargo hasta el momento no ha podido ser colonizado en el laboratorio,
debido a que realiza enjambres a varios metros de altura para llevar a cabo la
copula. Por tal motivo, para el mantenimiento del nematodo en el laboratorio se
utilizaron los culicidos A. aegypti y C. pipiens como hospedadores. Las colonias
de los culicidos se mantuvieron en el CEPAVE, Centro de Estudios
Parasitolégicos y de Vectores (U.N.L.P-C.O.N.I.C.E.T). Los estadios larvales
para la instalacién de las colonias en el laboratorio se recolectaron en el campo,
segin la metodologia descrita anteriormente para la recoleccion de los

culicidos.
5.1.1. Aedes aegypti
Las larvas recolectadas en el campo, se colocaron en bandejas plasticas

de 38 x 28 cm y se alimentaron con alimento para cobayos finamente molido

(Fig. 6). Las pupas se transportaron a jaulas de 50 x 50 x 50 cm para la emersion
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de los adultos (Fig. 7). Se les proporcioné pasas de uva como fuente de hidratos
de carbono. Para la oviposicion, se colocé en las jaulas un recipiente plastico con
una tira de papel rodeando el perimetro interno del recipiente y agua hasta la
mitad del papel, sin sumergirlo totalmente. Semanalmente se introdujo un pollo
como fuente de sangre para la obtencién de huevos. A las 48 hs se retir6 el
papel con los huevos y se mantuvieron en bolsas de polietileno hasta su
eclosion. Para la obtencién de larvas los papeles con los huevos se sumergieron
en las bandejas plasticas con agua declorinada. Las colonias se mantuvieron a
temperatura de 26°C * 1, fotoperiodo de 12:12 (L / O) y 85% de humedad

relativa.

5.1.2. Culex pipiens

Para las colonias de C. pipiens se procedi6é de manera similar que para A.
aegypti. Sin embargo debido a que este culicido coloca sus huevos sobre la
superficie del agua en forma agrupada (balsas) (Fig. 8), se colocé un recipiente
plastico con agua, sin el agregado de papel, para la obtencién de los huevos. Por
ser una especie de habitos nocturnos la ingesta sanguinea se realizé en

oscuridad.

5.2. Cria de S. spiculatus

El mantenimiento del nematodo en condiciones de laboratorio se realizé
siguiendo la metodologia descrita por Camino & Reboredo (1996). Las L4
(postparasitos) emergidos de larvas de culicidos naturalmente infectados,
recolectados en el campo, se colocaron en recipientes de cria de 10 x 15cm, con
arena esterilizada (2 cm de espesor) y agua declorinada (3 cm de profundidad)
(Fig. 9). Cuando los neméatodos se internaron en el sustrato se eliminé el exceso
de agua. Los recipientes de cria se cubrieron y conservaron en la oscuridad, por
un periodo minimo de 5 semanas. Durante este periodo los nematodos

maduraron sexualmente, copularon y las hembras depositaron los huevos en el
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sustrato. El desarrollo embrionario tuvo lugar durante ese tiempo. Transcurrido
ese periodo minimo, las bandejas se inundaron con agua declorinada y en las 12
hs siguientes se produjo la eclosién de los estadios infectantes del nemétodo (L2
o preparasitos). Posteriormente el agua con las formas infectantes se colocé en
una probeta graduada, se homogeneiz6 por agitacion y se realizaron dilusiones
volumétricas que facilitaron la cuantificacion de los nemétodos. Se determiné al
microscopio estereoscopico el namero de preparésitos en 10 alicuotas de 1 ml
de la suspensién mas diluida. Las L2 del nematodo se expusieron a las larvas de
estadio II de A.zegypti (entre 500 a 1000 larvas) en la relacion 10:1
L2/hospedador, dosis que asegura 90 a 100% de parasitismo. Los neméatodos se
desarrollaron en las larvas de culicidos durante 5 a 7 dias (Fig. 10). Las
infecciones se realizaron en recipientes plasticos de 21 cm de didametro con 1000
ml de agua declorinada durante 24 hs. Para detener la infeccién, se eliminaron
los preparasitos del nematodo, haciendo pasar el agua de los recipientes por
una red que retuvo las larvas y permitié el paso de las L2. Las larvas del
culicido se separaron para su desarrollo en bandejas plésticas de 38 x 28 cm, con
1,5 litros de agua declorinada y alimento. Cuando las larvas llegaron a estadio
IV, se colocaron para la emersiéon de los postparasitos, sobre un tamiz
superpuesto a una bandeja de 30 cm de largo x 17 cm de ancho x 8 cm de
profundidad, que retuvo las larvas de culicidos y permiti6 el paso de los
nemétodos (Fig. 11). Los L4 del nematodo se depositaron sobre el fondo de la
bandeja y se recolectaron con una aguja de diseccion doblada en L.
Posteriormente se determiné el peso de los nematodos obtenidos en cada
infeccién en una balanza digital y se transportaron a los recipientes de cria para
completar su desarrollo. Una vez que los nemétodos postparasitos se enterraron
en los cultivos, se eliminé el exceso de agua. Los cultivos se taparon, se
colocaron en bolsas plasticas para conservar la humedad y se almacenaron
hasta ser inundados para la obtencién de las formas infectantes de S. spiculatus.
Las colonias del nemétodo, se mantuvieron a temperatura de 26°C 1y

85% de humedad relativa.
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Figura 6. Bandeja de cria de los estadios larvales de los culicidos Aedes aegypti y Culex
pipiens para el mantenimiento de Strelkovimermis spiculatus en el laboratorio.

Figura 7. Jaulas para el mantenimiento de los adultos de los culicidos Aedes aegypti y
Culex pipiens para la cria de Strelkovimermis spiculatus en el laboratorio.
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Figura 8. Recipientes para la puesta de las balsas del culicido Culex pipiens (ver flecha).

Figura 9. A, B, C. Recipientes de cria del nematodo Strelkovimermis spiculatus.
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Figura 10. Larva de estadio IV de Aedes aegypti parasitada por el nemaéatodo
Strelkovimermis spiculatus (Microscopio estereoscépico 10x)
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Figura 11. Bandeja para la emersiéon de los estados postpardsitos del nematodo
Strelkovimermis spiculatus.
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6. Utilizacion de A. aeqypti v C. pipiens como hospedadores del neméatodo S.

spiculatus

6.1. Efecto de la variacion del namero de estados preparasitos de S. spiculatus

sobre la prevalencia en las larvas de A. aeqypti y C. pipiens

Para determinar una dosis de nematodos por hospedador adecuada para
la cria masiva de S. spiculatus en el laboratorio, se expusieron separadas por
especie, 50 larvas de estadio II de los culicidos A. aegypti y C. pipiens, a una
relacion de preparésitos por hospedador de 3:1; 5:1; 8:1 y 10:1. Las infecciones se
realizaron en recipientes plasticos de 8 cm de didmetro y 100 ml de agua
declorinada, durante 24 hs. Posteriormente se eliminaron las formas infectantes
y las larvas de culicidos se retornaron a los recipientes para su desarrollo.

Cuando llegaron a estadio IV se separaron para determinar el porcentaje
de infeccién y el nimero de nematodos por larva para cada dosis y especie. Se
estimé el porcentaje de estados preparasitos del nematodo que lograron
penetrar, desarrollarse y emerger como estados postparasitos (eficiencia). Se

realizaron 3 repeticiones con 3 réplicas para cada dosis y especie.

6.2. Susceptibilidad de los estadios larvales de A. aegypti y C. pipiens al

nemétodo S. spiculatus

Para conocer la susceptibilidad al nematodo de los diferentes estadios
larvales de los culicidos utilizados como hospedadores, A. aegypti 'y C. pipiens, se
expusieron 50 larvas de estadio I, II, IIl y IV de cada especie, a una relaciéon de
10:1 preparasitos por hospedador. Las larvas se colocaron separadas por especie
y por estadio en recipientes plasticos de 8 cm de didmetro con 100 ml de agua
declorinada. Se realizaron 3 repeticiones con 3 réplicas para cada estadio.

A las 24 hs de exposicion se eliminaron las formas infectantes. Cuando
las larvas de culicidos liberaron los estados postparasitos, se determiné la

prevalencia e intensidad para cada especie y estadio.

42



Materiales y Métodos

7. Produccién masiva de estados postparasitos (L4) de S. spiculatus

Con el fin de incrementar la producciéon de estados postparasitos de S.
spiculatus en el laboratorio, las infecciones con el nematodo se realizaron
exponiendo un ntimero mas elevado de larvas de culicidos (n=10.000) que el
utilizado normalmente para el mantenimiento de las colonias de este paréasito.
La produccién masiva se realiz6 basandose en la metodologia descrita por
Camino & Reboredo (1996), para el mantenimiento de S. spiculatus.

Para determinar una relaciéon de formas infectantes (L2) por cada larva
de culicido expuesta, que permita obtener la mayor eficiencia (n° postparasitos
obtenidos/n° preparésitos utilizados en las infecciones), las larvas de estadio II
de A. aegypti se expusieron al nematodo con dosis de 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 71 y
10:1 preparasitos por hospedador. Las infecciones se realizaron en recipientes
plasticos de 21cm de diametro con 1000 ml de agua declorinada. A las 24hs se
eliminaron las formas infectantes del nematodo y las larvas de A. aegypti se
transportaron a bandejas de 58 x 67 cm con 10 litros de agua declorinada para
su desarrollo (Fig. 12). Se les suministré alimento y oxigenacién por medio de
un aireador eléctrico para evitar la excesiva proliferacion de bacterias. Los
culicidos se mantuvieron en las bandejas hasta llegar a estadio IV donde se
transportaron a las bandejas acondicionadas para la emersion de los juveniles
postparasitos. La produccion de los postparasitos se estimd en gramos y se
registré el nimero de nematodos por cada gramo. Posteriormente se colocé en
cada bandeja de cria 1 gramo de estados postparasitos. El porcentaje de
parasitismo, intensidad y relacién de sexos se determiné para cada dosis

utilizada.
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Figura 12. Bandejas utilizadas para la produccién masiva del nematodo Strelkovimermis
spiculatus.
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8. Produccién de estados preparasitos (L2) en los cultivos de S. spiculatus

8.1. Produccién de estados preparasitos de S. spiculatus en cultivos inundados

semanalmente

Los cultivos de S. spiculatus se inundaron una vez transcurridas 5
semanas de almacenamiento, con el objetivo de determinar el namero de
formas infectantes producidas. Los recipientes de cria se inundaron con 100 ml
de agua declorinada durante 12 hs y se determiné la produccién de estados
preparasitos por dilucién volumétrica, en una alicuota de 10 ml. Para
determinar la produccion total de formas infectantes en los cultivos, se eliminé
el exceso de agua de los cultivos y se almacenaron nuevamente durante una
semana, donde se volvieron a inundar para estimar el ntimero de L2
producidas. Este procedimiento se repitié hasta no registrarse eclosiéon de L2. Se
utilizaron 3 cultivos con cada relaciéon de sexos (2/3) de1:1;1:15y 2:1.
Posteriormente para evaluar la capacidad infectiva de los estados preparasitos a
través de las sucesivas inundaciones, se expusieron 50 larvas de estadio II de
A.aegypti con las L2 provenientes de cada inundacién, en una relaciéon de 10:1
preparasitos por hospedador. Las infecciones se realizaron en recipientes
plasticos de 8 cm de didmetro con 100 ml de agua declorinada durante 24 hs.
Cuando el nimero de preparésitos obtenido en cada inundacién fue menor a la
dosis utilizada para exponer 50 larvas de culicidos (500 preparasitos), se agregé
un numero de larvas que mantenga la relacion de 10:1 L2/hospedador,
ajustando el volumen de agua para mantener la densidad de juveniles
preparésitos y hospedador por mililitro. Se determin6é la prevalencia e
intensidad de infeccion cuando las larvas de A. aegypti llegaron a estadio IV. Se
realizaron 3 réplicas para las infecciones en cada semana de inundacion.
Cuando el namero de L2 del nematodo que eclosionaron fue inferior al

necesario para realizar las 3 réplicas se realizé una sola infeccion.
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8.2. Produccién de estados preparésitos de S. spiculatus en cultivos inundados

permanentemente

Se estudio6 la viabilidad y el ntiimero de formas infectantes producidas en
cultivos que permanecieron con agua desde que se colocaron los postparasitos
en los recipientes de cria para completar su desarrollo, hasta la eclosion de las
formas infectantes. Se utilizaron cultivos con una relacién de sexos de2 9 :1 3 y
1 @ 23. Esta experiencia se realizé con el objetivo de simular un ambiente
permanente de cria de culicidos. Una vez que los L4 cumplieron una semana de
enterrados, se estim6 el ntimero total de formas preparasitas que eclosionaron
en cada cultivo en una alicuota de 10 ml. Posteriormente el agua de los
recipientes de cria se eliminé y los cultivos se inundaron nuevamente hasta la
siguiente semana donde se cuantificaron las L2 eclosionadas. Este
procedimiento se repiti6 semanalmente hasta no registrarse eclosiéon de formas
infectantes.

Para determinar la infectividad de las formas preparésitas en cultivos
sometidos a inundaciones permanentes, se expusieron 50 larvas de estadio II de
A.aegypti a las L2 del nematodo obtenidas en cada inundacién, con una relacion
de 10:1 preparasitos por hospedador. Las infecciones se realizaron en
recipientes plasticos de 8 cm de didmetro y 100 ml de agua declorinada.
Cuando el nimero de preparasitos fue menor a la dosis utilizada para exponer
50 larvas de culicidos, solamente se agregaron las larvas necesarias para
mantener una relaciéon de 10:1 L2/hopedador. La prevalencia e intensidad de
infeccién se determiné cuando las larvas de A. aegypti llegaron a estadio IV. Se

realizaron 3 repeticiones con 3 réplicas para las infecciones en cada inundacion.

9. Efecto de la variacion del tiempo de conservacién de los cultivos de S.

spiculatus en la produccidn e infectividad de estados prepardsitos

Los cultivos del nematodo S. spiculatus se almacenaron durante 5, 10, 15

y 20 semanas. Transcurrido ese periodo de tiempo se inundaron con 100 ml de
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agua declorinada durante 12 hs y se determiné el nimero de formas infectantes
producidas para cada tiempo, por dilucion volumétrica en una alicuota de 10
ml. Se utilizaron cultivos con una relacién de sexos (?/3) de 1:1; 1:1,5; 2:1 y 1:2.
Para determinar si el tiempo de conservacion de los cultivos afecta la
capacidad de infectar de las formas preparasitas del nematodo, se expusieron
50 larvas de estadio II de A. aegypti en una relaciéon de 10:1 L2/hopedador. Las
infecciones se llevaron a cabo en recipientes plasticos de 8 cm de didmetro con
100 ml de agua declorinada. Se determiné la prevalencia e intensidad de la
infeccién cuando las larvas de los culicidos llegaron a estadio IV. Se realizaron 3

repeticiones con 3 réplicas para cada experiencia.

10. Longevidad de las formas adultas de S. spiculatus

Para determinar la longevidad de las formas adultas del nematodo S.
spiculatus, se colocaron 20 individuos con una relacién de sexos de 1:1 en
recipientes plasticos de 4 cm de diametro y 20 ml de agua declorinada.
Semanalmente se determiné el nimero de nematodos sobrevivientes en los

recipientes.

11. Evaluacién de ciertos factores que pueden afectar la viabilidad e

infectividad de los estados preparésitos de S. spiculatus

11.1. Presencia de agentes patogenos en cultivos de S. spiculatus

Debido a que los adultos de S. spiculatus se observaron infectados en los
cultivos con hongos pertenecientes a dos géneros diferentes, se llevé a cabo la
determinacién de estos patdgenos. El grado de infectividad ocasionado en los
adultos del nematodo se determiné solo en una de las especies, la cual pudo ser
aislada y mantenida en el laboratorio en medio artificial YPSS Emerson. Para
determinar el porcentaje de infeccién, 50 juveniles postpardsitos se expusieron

en capsulas de petri de a 6 cm de didmetro con 10 ml de agua destilada, a una
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suspension de 2 x 103 zoosporas/ml y se determino el parasitismo a las 24, 48 y

72 hs. Se realizaron 3 réplicas para las infecciones.

11.2. Efecto de la temperatura y el tiempo, sobre la supervivencia, longevidad e

infectividad de los estados preparasitos del nematodo

La longevidad de los preparasitos se investigd durante 40 dias a cuatro
temperaturas, 4, 10, 20 y 27°C. Inicialmente se colocaron tres recipientes
plasticos de 250 ml para cada dia y temperatura, en total se colocaron 480
recipientes. El dia cero, se agregaron 100ml de agua sin cloro y 300 preparasitos
(12 hs de emergidos) en cada uno de los 480 recipientes. A intervalos de 24hs se
retiraron 3 recipientes de cada temperatura, se dejaron 30 minutos a
temperatura ambiente y se cuantificaron los preparasitos moéviles en diez
alicuotas de 1ml. Con el objetivo de determinar la capacidad infectiva de las L2
a través del tiempo y para cada temperatura, se incorporaron a los recipientes
para cada dia, larvas de estadio II de A. aegypti en una relaciéon de 10:1
L2/hospedador. Cuando el ntimero de nemétodos fue menor a 10, se agrego
una larva de A. aegypti por recipiente. Luego de 24 hs en contacto, se eliminaron
los preparasitos y las larvas se dejaron crecer hasta estadio IV donde se
determind el porcentaje de parasitismo y la intensidad para cada dia y

temperatura.

11.3. Efecto de la calidad del agua de los criaderos de los culicidos sobre la

supervivencia e infectividad de los estados preparasitos de S. spiculatus

La infectividad de las L2 del nematodo se evalud en 4 tipos diferentes de agua:

MUESTRA 1 : agua corriente (la cual se utilizé como control).
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MUESTRA 2: agua proveniente de una zanja de desagiie pluvio-domiciliario,
ubicada en la localidad de La Granja, sitio de cria del culicido C. pipiens (Fig. 3

A, B).

MUESTRA 3: agua proveniente de depresiones del terreno inundados por
incrementos de nivel del Rio de La Plata, localizado en la Selva marginal de

Punta Lara, sitio de cria de los culicidos O. crinifer y P. ferox (Fig. 4).

MUESTRA 4: agua proveniente de las precipitaciones en un sitio de cria del

hospedador O. albifasciatus, ubicado en la localidad de Melchor Romero (Fig. 5).

Las larvas de estadio II de A. aegypti (n=50) se expusieron al nemétodo
durante 24 hs con una dosis de 10 preparasitos por hospedador. Las
experiencias se realizaron en recipientes pléasticos de 8 cm de didmetro y 200 ml
de capacidad, con 100 ml de cada uno de los 4 tipos de agua. Se determin¢ la
prevalencia e intensidad de infeccién cuando las larvas de culicidos llegaron a
estadio IV. Cuando se observé variaciéon en los valores de parasitismo en una
clase de agua determinada respecto del control en agua declorinada, se
realizaron infecciones con un gradiente de agua entre 0 y 100%, para
determinar si existe algin efecto de este factor sobre la prevalencia del
nemétodo. En este caso se utilizaron larvas de los culicidos A. aegypti y C.
pipiens separadas por especie Por otra parte se expusieron larvas de los
culicidos a dosis de 5, 10 y 20 preparasitos por hospedador para evaluar si exite
un incremento en los valores de prevalencia. Las infecciones se realizaron
siguiendo la metodologia mencionada anteriormente. Se determind la
prevalencia e intensidad de infeccién para cada gradiente de agua y para cada
dosis cuando las larvas llegaron a estadio IV. Se realizaron 3 repeticiones con 3
réplicas para cada experiencia.

En los casos en los que se determiné variaciéon en los porcentajes de
infeccion, se evalu6 el efecto de la calidad del agua, sobre la viabilidad de las

formas infectantes. Se colocaron 100 estados preparasitos de S.spiculatus en 3
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recipientes plasticos de 8 cm de didmetro y 200 ml de capacidad con 100 ml de
agua proveniente del criadero a evaluar. Se determiné el porcentaje de L2 vivas
en 1ml, al transcurrir 4 y 24 hs de exposicion.

Posteriormente se realiz6 el andlisis quimico de las 4 clases de agua
utilizadas. Las muestras de agua se colectaron con un cucharén de 300 ml de
capacidad, en recipientes de vidrio de 500 ml. Se mantuvieron refrigeradas
hasta ser transportadas al Instituto de Limnologia de La Plata, Dr. Raul
Ringuelet dependiente de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo, U.N.L.P,
donde se realizaron los andlisis. Para determinar el parasitismo en cada muestra
de agua, se expusieron al nemétodo en el laboratorio 50 larvas de estadio II de
A.aegypti en una relaciéon de 10:1 L2/hopedador. Las infecciones se realizaron

en recipientes plasticos de 4 cm de didmetro, con un volumen de 25 ml de agua.

11.4. Efecto de la accién depredadora de copépodos sobre los estados

preparasitos de S. spiculatus

Los ambientes temporarios en los que se desarrolla el sistema S. spiculatus -
O. albifasciatus en la provincia de Buenos Aires se caracterizan por presentar una
limitada riqueza de depredadores. Dentro del reducido ntmero de especies
presentes en estos ambientes, los copépodos cyclopoideos que toleran la
desecacion del ambiente estan bien representados. Esta caracteristica del ambiente
condujo a evaluar la capacidad depredadora de las especies de copépodos
presentes, sobre los estados preparasitos de S. spiculatus. Los copépodos
utilizados en las experiencias se recolectaron en cuerpos de agua temporarios
ubicados en los alrededores de La Plata, Argentina. Se colocaron en bandejas de
40 x 30 x 5 cm con 2.000 ml de agua declorinada y se alimentaron diariamente con
una suspension de algas, bacterias y protozoos. Los ejemplares se mantuvieron a
26 + 1°C, un fotoperiodo de 12:12 h (L:O). Los copépodos se identificaron
taxonémicamente utilizando las claves de Ringuelet (1953) y Reid (1985).

La evaluacion de la acciéon depredadora de las especies de copépodos

mas comunes en los criaderos de O. albifasciatus, sobre las L2 del nematodo se
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llevé a cabo mediante la realizaciéon de dos experiencias. En primer lugar, se
colocaron 10 preparasitos de S. spiculatus con un adulto de cada una de las
especies de copépodos evaluadas. Se utilizaron para las experiencias:
Acantocyclops robustus (Sars, 1863), Macrocyclops albidus (Jurine, 1820) Mesocyclops
annulatus (Wierzejski, 1892), Mesocyclops meridianus (Kiefer, 1926), Mesocyclops
longisetus (Thiébaud, 1914), Microcyclops sp. Claus, 1893, Thermocyclops sp.
(Kiefer,1927) y Tropocyclops sp. (Kiefer, 1927) (Cyclopoidea) y Argyrodiaptomus
bergi (Richard, 1897) (Calanoidea). Los copépodos y los estados preparéasitos del
nematodo, se colocaron en recipientes con 5 ml de agua declorinada. Las L2
sobrevivientes se cuantificaron a las 24 hs.

Posteriormente se profundizé el conocimiento de la actividad
depredadora de M. annulatus, debido a que este copépodo es el mas abundante
y de aparicion temprana luego de la inundacién de los ambientes naturales del
nemaétodo S. spiculatus. Por tal motivo se colocaron 10 estados preparésitos con
un ejemplar de M. annulatus en cada estado de desarrollo, en recipientes con 5
ml de agua declorinada. Se utilizaron copépodos juveniles y adultos (machos y
hembras). A las 24 hs se cuantificaron los nemétodos sobrevivientes. Para
determinar el nimero de L2 del nematodo depredados por M. annulatus, se
colocé un ntimero variable de preparésitos (10, 15, 20, 30, 50, 100, 200 y 300) con
un adulto de M. annulatus, en recipientes plasticos con 5 ml de agua
declorinada. A las 24 hs de exposicion, se determiné el nimero de preparésitos
que permanecieron vivos. Posteriormente para conocer el efecto de la densidad
de este copépodo sobre los porcentajes de infecciéon por S. spiculatus, se
expusieron 50 larvas de estadio II de A. aegypti con 500 preparasitos del
nematodo y una densidad variable de adultos de M. annulatus (0, 5, 10 y 50).
Las experiencias se realizaron en recipientes con 1.000 ml de agua declorinada.
El porcentaje de parasitismo y la intensidad parasitaria para las 4 densidades de
copépodos utilizadas se determiné cuando las larvas de A. aegypti llegaron a

estadio IV. Se realizaron 3 repeticiones con 3 réplicas para cada experiencia.
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12. Espectro de hospedadores culicidos v no culicidos susceptibles a infecciones

por S. spiculatus en el laboratorio

12.1. Susceptibilidad de hospedadores culicidos a S.spiculatus en el laboratorio

Para conocer la susceptibilidad al nematodo S. spiculatus en el
laboratorio, se utilizaron larvas de los culicidos A. aegypti, A. albitarsis, Culex
apicinus (Philippi), C. castroi Casal & Garcia, C. chidesteri, C. dolosus, C. maxi, C.
pipiens, C. renatoi Lane & Ramalho, Isostomyia paranensis (Brethes), O.
albifasciatus, O. crinifer, Psorophora ciliata, P. cyanescens, y P. ferox. Los culicidos se
expusieron al nematodo separados por estadio y por especie a una dosis de 10:1
preparasitos por hospedador, durante 24 hs. El ntimero y estadio larval de los
culicidos fue variable, debido a la limitada disponibilidad de hospedadores. Las
larvas se colocaron en recipientes plésticos de 250 ml con 100 ml de agua
declorinada. Para determinar la viabilidad de las formas preparasitas del
nematodo se expusieron 50 larvas de estadio II de A. aegypti como especie
susceptible, con una dosis de 10:1 preparéasitos por hospedador. Los culicidos se
observaron bajo microscopio Optico y estereoscopico para determinar la
susceptibilidad al nematodo. Se determiné la prevalencia y la intensidad

parasitaria para cada estadio y especie.

12.2. Susceptibilidad de hospedadores no culicidos a S. spiculatus en el

laboratorio

Se evalu¢ la capacidad infectiva de S.spiculatus en organismos hallados
en sitios de cria naturales del neméatodo, ubicados en los alrededores de La
Plata. Los organismos recolectados se expusieron en el laboratorio a los estadios
infectantes de S. spiculatus. El nimero de L2 por hospedador utilizado en las
experiencias fue variable. Las infecciones se realizaron en recipientes plasticos

de 250 ml de capacidad, con 100 ml de agua declorinada. Los ejemplares se
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observaron bajo microscopio estereoscopico y Optico durante 10 dias para
determinar el parasitismo. Para conocer la viabilidad de las formas preparasitas
se expusieron larvas de estadio II del culicido A. aegypti como especie

susceptible, en una relacion de 10:1 preparasitos por hospedador.

13. Introduccion del neméatodo S. spiculatus en criaderos naturales de culicidos

13.1. Area de aplicacion de los estados preparasitos del nemétodo S. spiculatus

Con el objetivo de determinar la capacidad del nematodo S. spiculatus de
parasitar culicidos a campo, se llevé a cabo la introduccién de los estados
infectantes en 4 sitios de cria:

13.1.1. Ambientes artificiales

SITIo 1:

El sitio 1 estuvo compuesto por recipientes de plastico de 11 cm de
diametro y 1000 ml de capacidad (Fig. 13). El agua provino exclusivamente de
precipitaciones. Los recipientes se ubicaron en el exterior, en el CEPAVE y
fueron colonizados naturalmente por el culicido Aedes aegypti.

SITIO 2:

Estuvo constituido por tanques de plastico, de 50 cm de didmetro y 90

litros de capacidad. El agua de los recipientes provino exclusivamente de

precipitaciones. Se localizaron externamente en el CEPAVE donde se
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colonizaron naturalmente por los culicidos (Fig. 14). Estos ambientes fueron

colonizados por los culicido Aedes aegypti, Culex apicinus y Culex pipiens.
13.1.2. Ambientes permanentes

SITIO 3:

Este criadero estuvo constituido por zanjas cuyo aporte de agua se
origina de los desagties domiciliarios y las precipitaciones pluviales. Se

ubicaron en las localidades de La Granja y Romero, partido de La Plata (Fig. 3 A

y B). Este ambiente constituye un sitio de cria del culicido C. pipiens.
13.1.3. Ambientes temporarios

SITIO 4:

El sitio 4, se ubic6 en la Reserva Natural de Punta Lara. Consistié en una
hondonada de 6 m de largo, 3 m de ancho, y 0,5 m de profundidad. El agua
provino exclusivamente de las precipitaciones pluviales y los desbordes de

arroyos aledafios, producto de las variaciones de nivel del Rio de La Plata (Fig.

4). En este ambiente crian las especies de culicidos O. crinifer y P. ferox.
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Figura 13. Ambiente de cria de culicidos (sitio 1) donde se liber6é el nematodo
Strelkovimermis spiculatus.

Figura 14. Ambiente de cria de culicidos (sitio 2) donde se liber6é el nematodo
Strelkovimermis spiculatus.
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13.2. Metodologia utilizada en la liberaciéon de los estados preparésitos del

nemétodo S. spiculatus

La introduccién del nematodo S. spiculatus, se realiz6 en poblaciones
naturales de A. aegypti, C. apicinus, C. pipiens, O. crinifer y P. ferox. Durante el
periodo en el que se llevaron a cabo las experiencias, las especies de culicidos
no compartieron el mismo ambiente, con la excepcién de O. crinifer y P. ferox,
que se encontaron criando en el mismo sitio en el momento de las liberaciones.
Previo a la introducciéon de los preparésitos del nematodo, se determiné el
nimero y estadio larval de los culicidos y se observaron bajo microscopio
estereoscopico y Optico para descartar el parasitismo por S. spiculatus en estos
criaderos. Se registr6 la temperatura del agua en los ambientes. El namero de
L2 aplicado en el sitio 1 fue de 10:1 y 20:1 L2/hospedador . Las dosis utilizadas
en el sitio 2 variaron entre 1:1 y 300:1 L2/hospedador .

Debido a la mayor dimensién que presentan ciertos criaderos de
culicidos se liberaron entre 1,5y 7,5 x 105 prepardsitos por metro? en las zanjas
de desagiie domiciliario y pluvial de la localidad de La Granja y entre 0,04 y 1,5
x 106 para las zanjas de la localidad de Romero (sitio 3). En el sitio 4 el namero
de preparasitos varié entre 2,0 x 103y 7,5 x 10* preparasitos por metro?. A las 24
hs posteriores a la liberaciéon de las L2, se recolectaron larvas de los culicidos
provenientes de los diferentes criaderos y se transportaron al laboratorio para
registrar el parasitismo por el nematodo. Se determindé la prevalencia e
intensidad de infeccién en cada criadero para cada especie, bajo microscopio
optico. Los porcentajes de infecciéon se calcularon considerando los cuatro
estadios larvales, excepto cuando se encontraron en los ambientes larvas
pertenecientes a un solo estadio.

En el sitio 4 se determind el porcentaje de organismos filtradores

presentes en estos ambientes
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14. Efecto de S. spiculatus en infecciones bacterianas en C. pipiens

14.1. Mortalidad larval por bacteriosis en poblaciones naturales de C. pipiens

En las zanjas de desagtie pluvio-domiciliario se observaron larvas de C.
pipiens, infectadas por una bacteria no determinada hasta el momento. Las
larvas de los culicidos se transportaron al laboratorio para determinar los
porcentajes de infecciéon. La prevalencia se determiné por observacién bajo
microscopio estereoscopico y 6ptico, de los ejemplares que mostraron una
sintomatologia externa, la cual consistié6 en el aspecto blanco lechoso de los
ejemplares en el estadio IV. Para determinar la mortalidad larval debido a la
presencia de la bacteria, las larvas de culicidos infectadas (n=25), se separaron
en recipientes individuales de 8 cm de didmetro y 100 ml de agua declorinada.
Diariamente se determiné el nimero de larvas muertas en los recipientes. Se

utilizaron como control , recipientes con larvas no infectadas con la bacteria.

14.2. Interaccién entre la bacteria y el nematodo S. spiculatus

Debido a la observaciéon de un incremento en el laboratorio de la
bacteriosis en larvas de C. pipiens expuestas al nematodo en agua proveniente
de las zanjas de desagiie pluvio-domiciliario, respecto de las larvas
provenientes de recipientes libres de formas infectantes, se evalu6é en el
laboratorio, si la penetraciéon de las L2 de S. spiculatus en los culicidos, favorece
el incremento de las infecciones por la bacteria. Por tal motivo se expusieron
100 larvas de estadio II de A. aegypti y C. pipiens conjuntamente al nematodo y la
bacteria. Para la obtencién de la bacteria, las larvas de C. pipiens infectadas
halladas en zanjas de desagiie domiciliario, se observaron en el laboratorio bajo
microscopio estereoscopico y los individuos que mostraron sintomatologia
externa se separaron y se procesaron en un mortero con 2 ml de agua estéril. La
suspension obtenida se utiliz6 para las infecciones. Las larvas de culicidos se
colocaron separadas por especie en recipientes plasticos de 20 x 30 cm con 1000

ml de agua declorinada. En cada recipiente se agregé 0,5 ml de la suspensién
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con la bacteria y una relaciéon de 10:1 preparésitos por hospedador. Cuando las
larvas de culicidos llegaron a estadio IV, se determindé la prevalencia e
intensidad. Por otra parte se utilizaron recipientes con larvas expuestas a la
bacteria sin nemétodos y con larvas expuestas al nematodo en ausencia de la
bacteria. Se realizaron 3 repeticiones y 3 réplicas para cada caso.

Todas las experiencias mencionadas anteriormente se llevaron a cabo a
26 £1°C, 85% de humedad relativa y fotoperiodo de 12:12 h (L:O).
Las diferencias observadas en los resultados, se compararon estadisticamente
por el Andlisis de la Varianza (ANOVA) y las comparaciones multiples
resultantes fueron estudiadas por la prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 1985).
Cuando los valores no mostraron homogeneidad de varianzas se transformaron

a arcoseno antes del analisis.
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RESULTADOS

1. Prospeccidon de S. spiculatus en criaderos de culicidos

La prospeccion de S. spiculatus en ambientes temporarios de culicidos se
llev6 a cabo entre abril de 1999 y febrero de 2002. La presencia del nematodo en
las larvas de O. albifasciatus, se registr6 en los 3 sitios de cria muestreados, con
porcentajes de infeccién que alcanzaron 90%.

En el sitio de cria denominado 1, la presencia de S. spiculatus se registré
solamente durante el mes de abril de 1999, con una prevalencia de 90%.
Durante el afio 2000 el nematodo se registré en los meses de agosto y diciembre
con una prevalencia promedio de 25% y 34% respectivamente. En el tercer afio
de muestreo (2001), la presencia de S. spiculatus se observé en las larvas de O.
albifasciatus en los meses de mayo (75%), octubre (50%) y diciembre (25%). Si
bien se registro la presencia de larvas de este culicido durante los meses de julio
de 1999 y en los meses de febrero, abril, mayo y octubre de 2000, no se hall6
infeccion por el nematodo durante este periodo. En este ambiente se registr6 la
presencia de larvas de otras especies de culicidos parasitados por S. spiculatus.
Se hallaron larvas de P. cyanescens parasitadas en marzo de 2001, con un
porcentaje de infeccion de 28,3% y larvas de P. ciliata en enero de 2002, con una
prevalencia de 5%.

En el sitio denominado 2, se determind la presencia de S. spiculatus en
larvas de O. albifasciatus, en el mes de abril de 1999, con una prevalencia de 90%.
Durante los meses de julio, agosto y setiembre de 1999, abril y agosto de 2000 y
setiembre y octubre de 2001, se hallaron larvas de esta especie aunque no se
detectaron infecciones por el nematodo. En marzo de 2001, se observaron larvas
de C. dolosus parasitadas por el nemdtodo, en este sitio, con un valor de
infeccion de 29%.

En el sitio denominado 3, la presencia del nematodo se determiné en las

larvas de O. albifasciatus en febrero de 2001 con 10% de prevalencia. En los meses
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de abril y setiembre de 2000 y mayo de 2001 y enero de 2002, se hallaron larvas
de O. albifasciatus pero no se determino la presencia del nemétodo.

Entre marzo de 2001 y enero de 2002 se extendié la prospeccién de S.
spiculatus en culicidos, a otros ambientes temporarios. Los muestreos se
llevaron a cabo en varias oportunidades en sitios de cria de O. albifasciatus, (10
en total) ubicados en las localidades de Melchor Romero, City Bell, Villa Elisa y
Abasto, partido de La Plata. La presencia del nematodo se registré en el 60% de
los ambientes, con prevalencias que variaron entre 5 y 100% para las diferentes
especies de culicidos. El neméatodo se hall6 parasitando larvas de C. chidesteri, C.
dolosus, C. maxi, O. albifasciatus, P. ciliata y P. cyanescens (Tabla 1). El mayor valor
de parasitismo se obtuvo en el hospedador, O. albifasciatus, con porcentajes de

infecciéon de 100%.

Tabla 1. Parasitismo de S. spiculatus en larvas de culicidos recolectadas en ambientes
temporarios. (N = namero de larvas recolectadas).

Hospedadores Parasitismo Rango  Intensidad N
(%) (%) media
Anopbheles sp. 0 0 8
Culex chidesteri 10 0-50 1,1 49
C. dolosus 16,1 0-50 1,4 235
C.maxi 2,8 0-5 1,5 71
Ochlerotatus albifasciatus 46 0-100 1,7 1983
Psorophora ciliata 5 0-5 1 20
P. cyanecens 1,6 0-28,3 8 124
P. ferox 0 0 1
Uranotaenia sp. 0 0 1
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La prevalencia en el resto de las especies de culicidos parasitadas por S.
spiculatus no supero el 50%. La intensidad vari6 entre 1,1 y 8. El mayor niimero
de nematodos por larva (8) se observoé en larvas de P. cyanescens.

Si bien en los ambientes temporarios donde se registr6 la presencia del
nemétodo se hallaron larvas de 9 especies de culicidos, O. albifasciatus
constituyo la especie mas abundante.

La presencia de S. spiculatus en culicidos adultos fue detectado en O.
albifasciatus durante el mes de mayo de 2001 en un sitio de cria ubicado en el
partido de Berazategui. La prevalencia fue de 10,3% con valores méximos de
20%. Larvas III de S. spiculatus melanizadas fueron observadas en 11% de los
adultos en uno de los muestreos.

En los ambientes artificiales y permanentes donde se realizé la
prospeccién de culicidos, se registraron larvas de A. aegypti, C. apicinus y C.

pipiens, pero no se registré la presencia del nematodo.

2. Utilizacién de A. aeqypti v C. pipiens como hospedadores para la cria del

nematodo S. spiculatus

2.1. Efecto de la variaciéon del numero de estados preparésitos de S. spiculatus

sobre la prevalencia en las larvas de A. aegypti

Los valores de infeccién obtenidos al utilizar el culicido A. aegypti como
hospedador para la cria del nematodo S. spiculatus, variaron entre 75 y 100%
para las diferentes dosis de preparasitos por hospedador utilizadas (Tabla 2). El
nimero promedio de nematodos por larva alcanzé valores entre 1,7 y 2,6 para
las 4 dosis (Tabla 2). No se observaron diferencias significativas para la
prevalencia (F: 1,92; g.1: 3, 31; p > 0,14) e intensidad (F: 0,6; g.1: 3, 31; P > 0,62)
entre las 4 dosis. El mayor porcentaje de estados preparasitos de S. spiculatus
que logré penetrar, desarrollarse y emerger como estados postparéasitos fue 48%

+ 6%, para una dosis de 3:1 (P/H). Se observaron diferencias significativas al
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analizar el porcentaje de nematodos recuperados entre dosis (F: 3, 8; g.1: 3, 17; P
< 0,02). Las diferencias se observaron entre la dosis de 10:1 y el resto (Tukey P <

0,05) (Tabla 2).

2.2. Efecto de la variacion del namero de estados preparésitos de S. spiculatus

sobre la prevalencia en las larvas de C. pipiens

Los porcentajes de infecciéon obtenidos en las larvas del culicido C. pipiens
alcanzaron valores entre 72% y 100% para las diferentes dosis. La intensidad
vari6 entre 2,4 y 2,9 nematodos por larva (Tabla 3). No se observaron
diferencias significativas para la prevalencia (F: 1,36; g.l: 3, 20; P >0,28) e
intensidad (F: 0,14; g.1: 3, 41; P >0,93) entre las 4 dosis. El mayor porcentaje de
nemétodos que ingresaron a las larvas de C. pipiens como estados preparasitos y
emergieron como estados postparasitos fue 49% + 12% para la dosis de 3 :1
preparésitos por hospedador. Se observaron diferencias significativas al
analizar el porcentaje de nematodos recuperados entre dosis (F: 5,45; g.l: 3, 16; P
< 0,01). Las diferencias se registraron entre la dosis de 3:1 y 10:1 (Tukey P <
0,05) (Tabla 3).

Tabla 2. Efecto de la variaciéon del namero de estados preparasitos de S. spiculatus
sobre la prevalencia, intensidad y eficiencia en larvas de A. aegypti. Diferentes letras
indican que existen diferencias significativas (Tukey P > 0,05).

A. aegypti
R.P/H Prevalencia (%) Rango (%) Intensidad Eficiencia (%)
(+ DE) (* DE) (* DE)
3:1 82,7+5,6 75-89 1,7+0,2 48+ 6 a
51 89,0+6,9 79-100 24+£1,1 3614 a
8:1 920+7,3 86-100 23+1,3 44+ 5 a
10:1 91,3+£6,3 81-100 26+0,8 18+ 3 b
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Tabla 3. Efecto de la variaciéon del nimero de estados preparasitos de S. spiculatus
sobre la prevalencia, intensidad y eficiencia en larvas de C. pipiens. Diferentes letras
indican que existen diferencias significativas (Tukey P > 0,05).

C. pipiens
R.P/H Prevalencia (%) Rango (%) Intensidad Eficiencia (%)
(* DE) (* DE) (* DE)
3:1 91,3+10,0 82-100 24 + 0,7 49 £ 12 a
5:1 87,7 £10,6 72-100 29+ 14 30 £ 6 ab
8:1 96,6 + 4,5 92-100 29 + 1,7 29 £ 18 ab
10:1 96,3+ 7,4 80-100 26 £0,8 24 +9 Db

2.3. Susceptibilidad de los estadios larvales de A. aegypti a S. spiculatus

Los porcentajes de infecciéon de las larvas de estadio I, II, III y IV de A.
aegypti expuestas a S. spiculatus variaron entre 41% y 98% (Tabla 4). Se
observaron diferencias significativas en los porcentajes de infeccion (F: 44,83;
g.l: 4, 24; P< 0,001) entre las larvas de estadio IV y el resto (Tukey P< 0,05)
(Tabla 4). La prevalencia mas elevada (98% * 4%) se obtuvo en las larvas de
estadio I mientras que el menor valor (41% % 6%) se observ6 en larvas en
estadio IV. El promedio de nematodos por larva para los diferentes estadios
vari6 entre 1,1 y 2,8. La mayor intensidad se registré en las larvas de estadio I

con un promedio de 2,8 + 0,9 nematodos por larva (Tabla 5).

2.4. Susceptibilidad de los estadios larvales de C. pipiens a S. spiculatus

Los porcentajes de infeccién para las larvas de estadio I, II, Ill y IV de C.
pipiens variaron entre 11 y 95% (Tabla 4). La prevalencia mas elevada (95% =*
5%) se registr6 en las larvas de estadio I, mientras que el menor porcentaje (11%
+ 5%) se obtuvo en las larvas de estadio IV. Se observ¢ diferencias significativas
para la prevalecia (F:26,05; g.I: 3, 18; P < 0,001). Las principales diferencias se

observaron en los porcentajes de infeccion entre las larvas en los estadios III y
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IV con el resto de los estadios (Tukey P < 0,05) (Tabla 4). La intensidad vari6
entre 1y 2,3. El mayor nimero de nemétodos por larva (2,3 + 0,7) se registr6 en
las larvas de estadio II (Tabla 5). No se observaron diferencias significativas
para la intensidad.

El 75% de las larvas de A. aegypti y C. pipiens, infectadas con S. spiculatus
en estadio IV, extendieron la duracién del estado larval hasta la liberacién de
los postparésitos, permaneciendo en dicho estadio 5 dias aproximadamente
mientras que las larvas de estadio IV libres de nematodos, pasaron al estadio de

pupa en48a 72 hs.

Tabla 4. Porcentaje de infeccion por el nematodo S. spiculatus en los estadios larvales
de A. aegypti 'y C. pipiens. Diferentes letras indican que existen diferencias significativas
(Tukey P > 0,05).

Prevalencia (%)

(*DE)
Hospedador L1 L2 L3 L4
A. aegypti 98+ 4a 94+ 5a 87 £ 4a 41+ 6Db
C. pipiens 95+ 5A 92 + 9A 76 £+ 8B 11+5C

Tabla 5. Intensidad de S. spiculatus por estadio larval de A. aegypti y C. pipiens.

Intensidad
(* DE)
Hospedador L1 L2 L3 L4
A. aegypti 28+09 2106 21+1,0 1,1+0,1
C. pipiens 1,0+0,0 23+0,7 1,6 £04 1,0+0,3
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3. Produccién masiva de estados postpardsitos (L4) de S. spiculatus

La exposiciéon de 10.000 larvas de estadio II de A. aegypti a dosis variables
de preparésitos entre 1:1 y 10:1 (L2/hopedador) produjo con las diferentes dosis
utilizadas entre 1,0 y 3,5 gramos de estados postparasitos (Tabla 6). El valor mas
elevado de L4 de S. spiculatus obtenido (3,5 gramos) se alcanz6 con la dosis 10:1
L2/hopedador. Se registraron diferencias significativas en la produccién de
postparasitos entre dosis (F: 10,34; g.I: 6, 42; P < 0,001). El ntmero de gramos
obtenidos con la dosis de 10:1 L2/hopedador fue significativamente diferente
respecto de las demds dosis evaluadas (Tukey P < 0,05) (Tabla 6). La
prevalencia fue 48,0% para la dosis de 1:1 preparasitos por hospedador, 53,0%
con 2:1, 72,0% con 3:1, 81,1% con 4:1, 87,5% con 5:1, 83,6% con 7:1 y 94,9% con
10:1. La intensidad vari6 entre 1,2 y 3,1 nematodos por larva (Tabla 6). El mayor
porcentaje de estados preparasitos que logré penetrar, desarrollarse y emerger
como L4 de las larvas de A. aegypti fue 32% y se alcanzé con la relacién 1:1
preparésitos por hospedador. Si bien el mayor ndmero de neméatodos
postparasitos (9.700) se obtuvo al utilizar la dosis de 10 preparasitos por
hospedador, la eficiencia de esta dosis fue la menor de las utilizadas (10%)
(Tabla 6). Se observé un leve incremento en el nimero de machos al aumentar
la dosis a 10:1 L2/hospedador. El ntmero promedio de nematodos
postparasitos que posee un gramo con una relacion de sexos de 19: 13 fue 3.200,

variando entre 1.600 y 5.100.
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Tabla 6. Produccion masiva de estados postparasitos de S.spiculatus con diferentes relaciones de preparasitos por hospedador.
(R = ntimero de repeticiones; R. S. = Relacién de sexos 2/3; D.S= dosis con las cuales presentaron diferencias significativas para la produccién de L4 en
gramos. (Tukey P < 0,05).

P/H Prevalencia Intensidad Produccion Rango R R.S. Eficiencia Ne° D.S
(%) (gramos) (gramos) (%) postparasitos
1:1 48,0 + 14,6 1,2+0,3 1,05 0,7-1,9 6 1,0:1,0 32 2.900 5:1;7:1;10:1
2:1 53,0 + 24,3 1,2+0,2 1,10 0,8-1,8 4 1,0:1,0 16 3.100 7:1;10:1
3:1 72,0+ 15,0 1,3+0,2 1,38 1,0-1,9 6 1,4:1,0 13 4.000 10:1
4:1 81,1 +8,1 1,7+1,0 2,15 1,5-2,5 4 2,6:1,0 16 6.200 10:1
5:1 87,5+£10,9 2,0+£0,7 2,18 1,3-3,1 11 1,2:1,0 13 6.300 10:1
7:1 83,6 +6,8 1,9+0,0 3,08 2,5-3,8 4 1,3:1,0 13 8.900 5:1
10:1 949+ 95 31+£1,2 3,50 2,5-4,0 10  1,0:2,5 10 9.700 1:1;2:1,3:1;4:1;5:1,7:1
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4. Produccién de estados preparasitos (L2) en cultivos de S. spiculatus

4.1. Produccién de estados preparasitos de S. spiculatus en cultivos inundados

semanalmente

El namero total de formas preparasitas obtenidas en los cultivos a través
de las sucesivas inundaciones semanales varié entre 0,18 y 1,2 x 10° para las 3
relaciones de sexo estudiadas (Tabla 7). El mayor nimero promedio de formas
infectantes producidas en un cultivo (6,8 x 10°) se logré con la relacion de sexos
de 1:1,5 (2/3). La mayor eclosion de formas preparasitas se alcanzé en la
primera inundacién de los cultivos para todas las relaciones de sexo. El niimero
de preparésitos disminuyé con las sucesivas inundaciones. Se observé la
eclosion de las L2 durante 10 semanas consecutivas (Fig. 15). Las L2
permanecieron infectivas en todas las inundaciones que sufrieron los cultivos
para las 3 relaciones de sexos, con valores de infeccion que superaron siempre
el 80%. Por tal motivo los resultados de infectividad de los cultivos para las 3

relaciones de sexo, se analizaron en forma conjunta (Tabla 8).

4.2. Produccién de estados preparasitos de S. spiculatus en cultivos inundados

permanentemente

El promedio total de L2 obtenidas en los cultivos que permanecieron
continuamente inundados, fue 0,6 x 105 variando entre 0,5 a 0,7 x 10° en cultivos
con una relacion de sexos de 29:13. La mayor produccién de estados
preparésitos se registr6 entre las semanas 6 y 8 (Fig. 16). Los estados
preparésitos siempre conservaron la capacidad de infectar con porcentajes de
parasitismo que variaron entre 70 y 100% y una intensidad entre 1,4 y 4,0 (Tabla
9). Cuando la relaciéon de sexos de los nematodos en los cultivos fue 19:23, la
produccion total de formas infectantes fue 2 x 10%. El nimero mas elevado de L2

producidas se determiné durante la semana 13 (Fig. 17). Las formas
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preparésitas del nemétodo no perdieron la capacidad de infectar, registrandose

una prevalencia entre 60 y 100% (Tabla 10).

Tabla 7. Numero total de formas infectantes producidas en los cultivos con 1 gramo de
juveniles postparéasitos, a través de las sucesivas inundaciones semanales. Promedio de
3 repeticiones (R.S = relacion de sexos ¢/ 3).

R.S N° preparasitos Rango
1,0:1,5 6,8 x 10° 0,20 - 1,20 x 10°
1,0:1,0 2,9 x10° 0,18 - 0,37 x 10°
2,0:1,0 3,0x10° 0,27 - 0,35 x 10°

Fig. 15. Produccién de estados prepardsitos en cultivos sometidos a inundaciones
semanales.
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Tabla 8 Infectividad de Strelkovimermis spiculatus en cultivos expuestos a inundaciones
semanales (Promedio de los cultivos con las 3 relaciones de sexos).

Semana Prevalencia Intensidad
1 94,3+5,6 1,8+0,33
2 94,1179 2,1+ 0,7
3 95,0+5,7 21+ 05
4 97,0 +4,7 30+1,6
5 100 33+1,3
6 100 57%0,5
7 90,0+£14,1 1,8+£0,6
8 95,0+ 8,7 1,9+ 0,8
9 98,1+ 3,2 24+ 1,8
10 93,3+11,5 1,9+0,8

Fig. 16. Produccién de estados prepardasitos en cultivos con 1 gramo de juveniles
postparasitos y una relacion de sexos de 29: 13, sometidos a inundaciones
permanentes.
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Tabla 9. Infectividad de estados preparasitos de Strelkovimermis spiculatus en cultivos

expuestos a inundaciones permanentes para una relacién de sexos de 29:13.

Semana % Infeccion Intensidad
1 97,0+ 3,0 2,7+04
2 926+73 3,6+1,0
3 80,0+14,7 21+0,7
4 81,3+5,2 1,5+0,1
5 93,7+9,5 29108
6 87,3 9,5 28+1,4
7 98,1+ 3,2 26+1,8
8 85,015 29+1,9
9 86,0 £ 14 24+£08
10 91,2+ 8,7 25+1,1
11 921+ 7,8 3415
12 80,0 2,3
13 70,0 2,8
14 94,6 £5,3 2,0+ 0,02
15 100 1,3
16 78,3 2,0
17 73,0 1,4
18 83,0 1,6
19 70,0 1,0
20 100 2,0
21 82,0 2,2
22 75,0 2,3
23 80,0 2,0
24 83,0 1,5
25 91,6 2,5
26 100 4,0
27 83,0 15
28 91,6 2,5
29 100 4,0

Fig. 17. Produccién de estados preparasitos en cultivos con una relaciéon de sexos de 1
9: 23 sometidos a inundaciones permanentes.
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Tabla 10. Infectividad de estados preparasitos de Strelkovimermis spiculatus en cultivos
expuestos a inundaciones permanentes para una relacién de sexos de 19:23.

Semana Prevalencia (%) Intensidad

1 - -
2 - -
3 - -
4 - -
5 - -
6 - -
7 100 24
8 100 2,7
9 100 5,2

10 70 1,5

11 83 2,2

12 100 3,0

13 75 2,0

14 75 2,0

15 100 1,0

16 60 1,8

17 60 1,0

18 80 1,0

19 80 4,3

20 60 1,0

5. Efecto de la variacién del tiempo de conservacién de los cultivos de S.

spiculatus en la produccion e infectividad de estados preparésitos

La mayor produccién de L2 en los cultivos con un gramo de nematodos
enterrados para las 4 relaciones de sexo estudiadas, se obtuvo cuando los
cultivos se inundaron al cumplirse 5 semanas de almacenamiento. El ntimero
mas elevado en cultivos se obtuvo con una relacion de sexos de 19: 1,53 con un
promedio de 5,5 x 10> L2, variando la produccién entre 4,1 x 105y 8,1 x 105 L2
(Tabla 11). El nimero de L2 obtenidos en los cultivos disminuy¢ (entre 32 y
55%) al inundarlos a partir de las 10 semanas de almacenamiento para las
diferentes relaciones de sexos. Los preparasitos fueron infectivos en todos los

cultivos almacenados por periodos diferentes, habiéndose obtenido porcentajes
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entre 78,5 y 95,0% de infectividad con una relacién de preparasitos por

hospedador de 10:1, variando la intensidad entre 1,3 y 2,5 nematodos por larva

(Tabla 12).

Tabla 11. Produccion de estados preparasitos de S. spiculatus en la primera inundacion
de los cultivos almacenados a diferentes tiempos (R. S. = Relacién de Sexos ¢/3, n =
namero de cultivos).

R.S

Tiempo de almacenamiento
(Semanas)

N°preparasitos

Rango

1,0:1,0

1,0:1,5

2,0:1,0

1,0:2,0

5
10
15
20

10
15
20

10
15

10
15

2,8 x 10° (n=3)
1,1 x10° (n=3)
2,7 x 10* (n=4)
4,9 x 10* (n=4)

5,5 x 10° (n=3)
1,4 x 10° (n=1)
5,5 x 10* (n=2)
5,0 x 10* (n=4)

2,6 x 10° (n=4)
1,5 x 10° (n=7)
1,4 x 10* (n=2)

8,1 x 10* (n=1)
1,6 x 10° (n=2)
3,3 x 10" (n=3)

2,5-3,3x10
0,6 -2,1x10°)
(1,2 - 6,0 x 10%
(3,8-7,0 x 10

(4,1-8,1 x 10°)

(4,5-5,5 x 10*)
(2,6-5,0 x 10%)

(1,7-6,0 x 10°)
(0,8-4,0 x 10°)
(1,2-1,4 x 10%

(0,4-1,6 x 10°)
(2,0-5,5 x 10%)

Tabla 12. Infectividad de los estados preparasitos de S. spiculatus provenientes de
cultivos almacenados a diferentes tiempos en larvas de Aedes aegypti.

Tiempo de almacenamiento Prevalencia Intensidad
(semanas) (%) (%)
5 78,5+1,5 1,3+£0,1
10 850+10,8 25+1,6
15 95,05 2,5%£0,6
20 82,6 1,6
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6. Longevidad de las formas adultas de S. spiculatus

Los estados postparasitos de S. spiculatus, vivieron 35 dias cuando
permanecieron en las cdpsulas con agua. El porcentaje de nematodos (L4) que
sobrevivi6 en la semana 1 fue 85%, 40% en la semana 2, 15% en la semana 3 y

5% en la semana 4.

7. Evaluacién de ciertos factores que pueden afectar la viabilidad e infectividad

de los estados preparasitos de S. spiculatus

7.1. Presencia de agentes patogenos en cultivos de S. spiculatus

En las colonias del nemétodo S. spiculatus, se determiné la presencia de
dos géneros diferentes de hongos. El primero presumiblemente perteneciente al
género Myzocytiopsis (Familia Myzocytiopsidae) que infecté los estados
postparésitos y adultos del nemétodo (Fig. 18). Las infecciones se observaron a
las 48-72 hs posteriores a la emersion de los estados postparésitos de las larvas
de los culicidos. Los valores de infeccién tuvieron un valor promedio de 1% a
las 24hs post-infeccién, 3% a las 48hs y 9% a las 72hs. Los nematodos
parasitados mostraron una mortalidad del 100%.

También se determind la presencia de otro hongo patégeno perteneciente
al género Catenaria sp. (Chrytidiomycetes: Blastocladiales) aunque en menor
abundancia que Myzocytiopsis sp. No se determiné hasta el momento el

porcentaje de infeccién en los juveniles y en los cultivos.
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Figura 18. Estado postparéasito del nemétodo Strelkovimermis spiculatus infectado con el
hongo perteneciente al género Mezocitiopsis (Microscopio 6ptico 10x).
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7.2. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre la supervivencia, longevidad e

infectividad de los juveniles preparasitos

La movilidad o ausencia de la misma en las L2, fue el criterio utilizado
para la diferenciacion de los preparasitos vivos o muertos, respectivamente. La
longevidad de los preparasitos decrecié a temperaturas elevadas (Tabla 13). La
longevidad maxima present6 diferencias significativas (F=76, GL=3, 8, P <
0,001) siendo mayor a la temperatura de 4 y 10°C, las cuales no variaron
significativamente entre si, pero fueron diferentes del resto de las temperaturas
(Tukey P < 0,05). Esta presenté un maximo de 35 dias a 4°C (0,6%), 30 dias a
10°C (0,8%), 25 dias a 20°C (0,5%) y 27 dias a 27°C (0,7%). A las 48 hr 57%, 87%,
100% y 63% de los preparasitos sobrevivieron a 4, 10, 20 y 27°C
respectivamente. Entre 21% y 77% de los preparésitos presentaron movilidad
luego de expuestos a esas temperaturas durante 5 dias, mientras que a los 10
dias la longevidad de los preparésitos vari6 entre 9% y 33% (Fig. 19).

La relacion entre la movilidad de los preparasitos y la capacidad para parasitar
larvas de A. aegypti fue estudiada a 4, 10, 20 y 27°C. Los preparasitos expuestos
a 4°C infectaron larvas de A. aegypti durante los 35 dias que permanecieron
moviles. El porcentaje de larvas parasitadas varié entre 85% y 100% con
intensidades entre 1 y 2 nematodos por larva parasitada. Los preparasitos
mantenidos a 10°C parasitaron entre 80% y 100% de las larvas expuestas
durante los 30 dias de longevidad, oscilando la intensidad entre 1 y 2,4
nematodos por larva. El parasitismo producido por los preparasitos mantenidos
a 20°C fluctué entre 70 y 100% durante los 25 dias que se observaron
preparasitos moéviles. La intensidad del parasitismo por S. spiculatus varié entre
1 y 4 nematodos por larva de A. aegypti. Los juveniles preparésitos que
permanecieron viables durante 27 dias a 27°C fueron infectivos y produjeron
porcentajes de parasitismo entre 83% y 100%. El ntimero de parasitos varié

entre 1y 2,3 nemétodos por larva de A. aegypti parasitada (Tabla 13).
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Tabla 13. Supervivencia e infectividad de los estados preparasitos de S.spiculatus a 4,
10, 20 y 27°C.
(N = namero de preparasitos vivos de S.spiculatus, P = porcentaje de parasitismo, I = numero de
preparasitos por larva (intensidad))

Temperatura
4° 10° 20° 27°
Dias N P | N P | N P | N P |

0 300 85 1,6 300 100 2,4 300 70 1,2 300 83 15
1 170 97 1 300 90 2,1 300 100 3,6 197 94 1,8
2 170 100 2,2 290 90 1,6 300 100 3,1 190 97 2,3
5 164 100 1 231 80 1,5 131 100 2,6 63 100 2,1
10 98 100 1,8 53 97 1,9 36 100 4 28 100 1.3
15 15 100 15 33 90 1,5 35 100 1,9 6 100 1
20 15 100 2 9 95 1,5 20 84 1 6 100 1
25 15 100 2 6 95 1 2 88 1 4 100 1
26 15 100 2 6 95 1 0 2 100 1
27 15 100 15 6 95 1 2 100
28 15 100 15 4 95 1
30 15 100 1,5 2 90 1
31 15 100 15 0
35 100 1
36
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Fig.19. Supervivencia (%) de los preparasitos de S.spiculatus a 4°C (A), 10°C (B), 20°C
(C) y27°C (D).
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7.3. Efecto de la calidad del agua de los criaderos de culicidos sobre la
supervivencia, longevidad e infectividad de los estados preparasitos de S.

spiculatus

El efecto de las diferentes calidades de agua de los criaderos de culicidos
sobre la viabilidad e infectividad de S. spiculatus se determiné previo a la

introduccién del neméatodo en los ambientes.

7.3.1. Capacidad infectiva de S.spiculatus en sitios de cria del culicido C. pipiens

La prevalencia registrada en este tipo de agua, fue considerablemente
inferior que en el resto de las aguas evaluadas (Tabla 14). En las infecciones de
S. spiculatus en las que se utiliz6 un gradiente creciente de agua de las zanjas de
desagiie pluvial y domiciliario entre 0 y 100%, se determiné esta marcada
reduccién de los porcentajes de parasitismo en larvas de A. aegypti y C. pipiens,
variando en las larvas de C. pipiens entre 89,3% (0% agua zanja) y 15,7% (100%
agua de zanja) y entre 91,6% (0% agua zanja) y 5,0% (100% agua de zanja) en las
larvas de A.aegypti (Tabla 15). La intensidad vari6 entre 3,4 (0% agua zanja) a 1
(100% agua de zanja) en larvas de C. pipiens y entre 2,5 (0% agua zanja) a 1,3
(100% agua de zanja) para las larvas de A. aegypti. En ambas especies de
culicidos, el mayor nimero de nematodos por larva se obtuvo en los controles
con agua declorinada (Tabla 15). El mayor porcentaje de parasitismo alcanzado
en agua de zanja fue 57% cuando se utilizé una dosis de 20:1 preparasitos por

hospedador, en larvas de C. pipiens (Tabla 16).

Tabla 14. Parasitismo por S. spiculatus en diferentes clases de agua.

Agua Prevalencia (%)
Aedes aegypti
Corriente 94,7 £ 3,8
Desagiies domiciliarios 50 £4,7
Arroyos y precipitaciones 97,1+4,9
Precipitaciones 92,5+2,0
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Tabla 15. Capacidad infectiva de S. spiculatus en agua proveniente de zanjas de
desagtie pluvial y domiciliario, sitios de cria del culicido C. pipiens.

Agua Zanja Parasitism o (%) Intensidad
(%) A.aegypti C.pipiens A.aegypti C.pipiens
0 91,6 + 6,2 89,3 £+ 1,4 2,5 3,4
10 73,3 £ 12,4 66,6 £ 4,7 1,3 1,5
20 53,5+ 9,3 53,3 £ 4,7 1,3 1,7
30 36,7 £ 13,7 53,3 £ 4,8 1,1 1,7
40 25,0 £ 14,7 36,6 £ 9,4 1,0 1,0
50 15,0 9,2 30,0 £ 8,1 1,0 1,8
60 24,0 £ 6,7 26,6 £ 9,4 1,0 1,0
70 11,0 + 2,7 31,1 £ 8,0 1,0 1,3
80 2,0+ 2,2 16,6 £ 4,7 1,0 1,0
90 4,0+ 6,1 23,3 £ 4,7 1,5 1,5
100 5,0 4,7 15,7 £ 6,9 1,3 1,4

Tabla 16. Parasitismo de S. spiculatus en agua proveniente de las zanjas de desagiie
pluvial y domiciliario con diferentes dosis de preparasitos por hospedador.

Prevalencia (%)

Dosis A. aegypti C. pipiens
5:1 5% % 5,0 10%

10:1 17% + 4,2 5%+ 4,7
20:1 57,1% 10%

7.3.2. Viabilidad de los estados preparasitos de S. spiculatus en agua de zanjas de

desagties pluviales y domiciliarios

El porcentaje promedio de los preparasitos existentes al transcurrir 4 hs
de exposiciéon en agua de zanja, fue 83,3% + 4,7% , siendo 93% % 10% en los
controles con agua declorinada. Transcurridas 24 hs de exposicién, el porcentaje
de preparasitos en el agua de las zanjas fue 19,1% * 5,7% y 90% * 5,5% en los

controles. A las 48 hs, en el agua proveniente de las zanjas, solo se registré6 la
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supervivencia de 1% de preparasitos mientras que en los controles se observo el

88% de L2 vivas.

7.3.3. Capacidad infectiva de S.spiculatus en agua proveniente de sitios de cria

del culicido O. albifasciatus

El porcentaje de infeccion obtenido al utilizar una relacién de
preparésitos por hospedador de 10:1, en agua proveniente de este sitio de cria,
para las larvas de A. aegypti se observan en la Tabla 14. El ntmero de

nemaétodos por larva fue 2,0 £+ 04.

7.3.4. Capacidad infectiva de S. spiculatus en sitios de cria de los culicidos O.

crinifer'y P. ferox

Cuando las infecciones se realizaron en agua proveniente de criaderos
temporarios donde se desarrollan O. crinifer y P. ferox, la prevalencia en larvas
de A. aegypti alcanz6 un valor promedio de 97,1% + 4,9% variando entre 90% y
100% para una dosis de 10:1 preparasitos por hospedador. El nimero promedio

de nematodos por larva hospedadora fue 2,6 + 0,9 variando entre 1,8 y 4,5.

7.3.5. Pardmetros quimicos del agua de los sitios de cria

La variabilidad observada en la viabilidad y capacidad infectiva de los
preparasitos juveniles en diferentes aguas condujo a analizar las caracteristicas
fisico-quimicas de los tipos de agua evaluados. Estos analisis determinaron que
los valores de amonio variaron entre 0,001 y 2,99 mg/l. El mayor valor de
amonio (2,99 mg/1) se obtuvo en las muestras de agua de las zanjas de desagtie
domiciliario, donde también se registr6 el mayor valor de fésforo (3,82mg/1).
Los nitritos fueron muy similares en las 4 muestras de agua variando entre
0,017 y 0,023. El pH del agua fue ligeramente alcalino en todas las muestras,
variando entre 7,2 y 7,8 (Tabla 17).
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Tabla 17. Pardmetros fisico-quimicos del agua de los criaderos de culicidos (1. agua
declorinada, 2. agua de zanjas de desagtie pluvial y domiciliario, 3. agua proveniente
de incrementos del nivel del Rio de La Plata, 4. agua proveniente de Ilas
precipitaciones)

Muestra Nitrato Nitrito Amonio Fosfato DQO Conductividad Ph
(mgN/l)  (mgN/)  (mgN/) _ (mgP/l) _ (mgO2/l) (/cm)

1 0,728 0,021 <0,001 0,03 94 813 7,7

2 0,395 0,017 2,99 3,82 62 1010 7,2

3 0,059 0,019 1,13 0,55 6 246 7,8

4 0,004 0,023 0,26 1,73 185 179 7.2

7.4. Efecto de la accion depredadora de copépodos sobre los estados

preparasitos de S. spiculatus

Al evaluar la capacidad de depredacién de adultos de diferentes especies
de copépodos presentes en los ambientes temporarios del sistema S. spiculatus -
O. albifasciatus se determind que las cinco especies de copépodos evaluadas,
Acantocyclops robustus (Sars, 1863), Macrocyclops albidus (Jurine, 1820) Mesocyclops
annulatus y Thermocyclops sp. (Kiefer,1927) (Cyclopoidea) y Argyrodiaptomus
bergi (Richard,1897) (Calanoidea), depredaron juveniles preparasitos de S.
spiculatus (Tabla 18).

Adultos machos y hembras de M. annulatus consumieron 100% (n=10) de
los preparasitos, mientras que los copépodos juveniles depredaron 93% =+ 5,77%
de los neméatodos.

En los estudios realizados para determinar el niimero méximo de juveniles
preparasitos consumidos por hembras adultas de M. annulatus, se observé un
valor promedio de 197 £ 3,46 preparasitos por dia, variando el consumo diario
entre 194 y 200 nematodos durante los tres dias de la experiencia.

La densidad de copépodos por litro de agua afectd la prevalencia de S.
spiculatus en larvas de A. aegypti en condiciones de laboratorio (Fig. 20a).
Densidades de 50 copépodos por litro redujeron la prevalencia de S. spiculatus en

un 40% (61.4%) respecto del control (98%). La prevalencia de la infeccion por S.
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spiculatus en los recipientes libres de copépodos vari6 significativamente respecto
de los valores obtenidos al utilizar diferentes densidades de copépodos (F:11,12;
Gl: 3, 8, P< 0,0031). No se observaron diferencias significativas al analizar la
prevalencia entre los recipientes con densidades de 5, 10 y 50 copépodos (Tukey
P>0,05). El nimero de nematodos por larva (intensidad) también disminuyé al
incrementarse la densidad de copépodos, siendo 2.8 nematodos por larva en
ausencia de copépodos y 1.4 neméatodos cuando la densidad se increment6 a 50

copépodos por litro (Fig. 20b).

Tabla 18. Depredaciéon de un adulto de copépodo sobre prepardasitos juveniles de
Strelkovimermis spiculatus.

Copépodo Depredacion
(%)
Acantocyclops robustus 90% 10,0
Argyrodiaptomus bergi 100% = 0,0
Macrocyclops albidus 70% +21,2
Mesocyclops annulatus 100% £ 0,0
Mesocyclops meridiano 100% = 0,0
Mesocyclops longisetus 80% £ 0,0
Microcyclops sp. 80% £+ 0,2
Thermocyclops sp. 97% £ 5,7
Tropocyclops sp. 100% = 0,0
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Fig. 20a. Efecto de la densidad de adultos de Mesocyclops annulatus sobre la prevalencia

de Strelkovimermis spiculatus. Las mismas letras indican que no existen diferencias
significativas (Tukey P > 0,05).
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Fig. 20b. Efecto de la densidad de adultos de Mesocyclops annulatus sobre la intensidad de
Strelkovimermis spiculatus en larvas de A. aegypti.
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8. Espectro de hospedadores culicidos v no culicidos susceptibles a infecciones

por S. spiculatus en el laboratorio

8.1. Susceptibilidad de hospedadores culicidos a S.spiculatus en el laboratorio

Las especies de culicidos susceptibles a S. spiculatus al utilizar una dosis
de 10 preparasitos por hospedador fueron 13 (Tabla 19). Las larvas de estadios
mas jovenes (I y II) fueron mas susceptibles al nematodo, con un promedio de
79,6%, variando entre 12,5 y 100 %. Las larvas de estadios mas avanzados (III y
IV) mostraron valores de prevalencia de 0 a 100%, con un promedio de 37,8%.
Las especies que naturalmente crian en ambientes fitotélmicos (Isostomyia
paranensis y Culex renatoi) o en su equivalente recipiente artificial (Aedes aegytpi,
Culex pipiens y C. apicinus) fueron muy susceptibles al parasitismo por S.
spiculatus, ya que estas especies, excepto C. pipiens, no conviven en la naturaleza
con el parasito. El culicido neotropical Isostomyia paranensis fue la especie mas
susceptible con un porcentaje de parasitismo de 100% en todos los estadios, al
utilizar una relacién de 10:1 preparasitos por hospedador. El porcentaje de
parasitismo en larvas de II estadio de O. albifasciatus también fue elevado,
obteniéndose 97,5% para la dosis de 10:1 preparasitos por hospedador. Sin
embargo la prevalencia disminuy6 a 27% en larvas de estadio IV (Tabla 19). En
contraposicion en larvas de Anopheles albitarsis, habitante de ambientes
permanentes, se observé un porcentaje de parasitismo muy reducido, atin en el
estadio II (12,5%). El ntmero promedio de nemadatodos por larva en las
diferentes especies de culicidos fue 2,4 + 1,9, aunque se observaron variaciones
seglin la edad de las larvas utilizadas. Las larvas de estadios I y II mostraron
una intensidad maés elevada (3,2 * 2,3 nematodos/larva) y (1,5 * 05
nematodos/larva) en las larvas de III y IV. No se observé ninguna
manifestacion de resistencia al nematodo en las larvas de culicidos utilizadas.

Estos resultados elevan a 23 las especies de culicidos susceptibles a este

parasito naturalmente y en condiciones de laboratorio (Tabla 20).
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Tabla 19. Susceptibilidad de 14 especies de culicidos al nematodo Strelkovimermis

spiculatus.
Especie hospedadora Estadio N° Larvas % Infeccion Intensidad
expuestas (xDE) (£ DE)
I 350 94,28 +11,33 2,85 + 0,95
Aedes aegypti I 165 97,14 + 4,87 1,96 + 0,67
III 400 84,12 + 8,84 2,17 £ 1,07
v 600 27,68 + 8,02 1,14 + 0,18
Anopheles albitarsis I 10 12,50 + 6,25 1,00
v 7 0,00
Culex apicinus I 75 100,00 4,40 £ 1,12
I 149 78,77 + 15,34 2,64 + 1,89
C. castroi I 15 70,00 1,25
I 11 50,00 2,00
I 5 0,00
C. chidesteri I 30 60,00 200
€. dolosus II 58 86,25 + 7,50 5,01 + 1,58
C. maxi
v 8 12,50 1,00
C. pipiens I 100 95,50 + 525 1,12 £ 0,21
II 120 85,00 + 13,78 2,15 £ 1,05
I 300 67,00 £ 15,13 1,67 = 0,44
v 300 560+ 6,87 1,03 + 0,05
C. renatoi 1I 3 100,00 1,00
v 2 100,00 1,00
Isostomyia paranensis I/11 5 100,00 6,50 + 3,50
nr/1v 6 100,00 250+ 0,79
Ochlerotatus albifasciatus 11 75 97,50 + 5,00 3,01 = 0,60
v 75 27,00 £ 5,00 1,30+ 0,60
O. crinifer I 105 60,50 £ 7,15 1,59 + 0,52
v 45 2,30 + 4,04 1,00
Psorophora cyanescens v o7 0,00
P. ferox I 5 100,00 3,50
II 90 45,70 + 5,09 1,34 £ 0,17
v 75 3,30 £ 5,70 1,00
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Tabla 20. Espectro de hospedadores culicidos del neméatodo Strelkovimermis spiculatus
(N = infecciones naturales, L = infecciones en el laboratorio).

Hospedador culicido N L Referencias
Aedes albopictus X 7

A. aegypti X *7

A. taeniorhynchus X 7

A. triseriatus X 7
Anopheles albitarsis X *

A. albimanus X 7

A. quadrimaculatus X 7
Culex apicinus X *

C. castroi X *

C. chidesteri X X *

C. dolosus X X * 36

C. maxi X X *

C. mollis X 36

C. pipiens X X * 7,11, 13, 18, 35
C. renatoi X *

C. restuans X 7
Isostomya paranensis X *
Ochlerotatus albifasciatus X X *, 17,19, 36, 74, 81, 111
O. crinifer X X * 17,36, 74
Psorophora ferox X *

P. ciliata X *
P.cyanescens X *
Toxorhynchites rutilus X 7
septentrionalis

* Especies citadas en este estudio.
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8.2. Susceptibilidad de hospedadores no culicidos a S.spiculatus en el laboratorio

Strelkovimermis spiculatus no parasité a la mayoria de los organismos
acuaticos evaluados. La tinica excepcion la constituyeron larvas de dipteros de
la familia Chironomidae y Chaoboridae. En la primer familia, se observé la
presencia de nematodos en el 7% de las larvas expuestas a una dosis de 10:1
(P/H) (Tabla 21). Sin embargo al utilizar una relacién de prepardsitos por
hospedador de 500:1 se increment6 el porcentaje de parasitismo a 100%. Los
neméatodos que penetraron en las larvas de quironémidos murieron a las 24-48
hs post-infeccion, debido a la reacciéon producida por el hospedador que
consistié en una melanizaciéon de los nematodos (Fig. 21). Se determiné un
parasitismo de 100% en larvas de la familia Chaoboridae, con una dosis de 500:1
preparésitos por hospedador. En estos hospedadores no se registr6 ninguna
evidencia de resistencia en el hospedador, aunque las larvas murieron antes de

emerger los juveniles postparésitos.
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Tabla 21. Susceptibilidad de organismos no culicidos al nemétodo Strelkovimermis

spiculatus

Especies hospedadoras

N° expuestos N° preparasitas/hospedador Infeccion (%)

Crustacea
Cladocera

Ostracoda
O. Podocopida

O. Anfipoda
Copepoda
O. Cyclopoidea
M.annulatus

O. Calanoidea
Argyrodiaptomus bergi

Insecta
O. Hemiptera
O. Diptera
Fam. Chironomidae)
Chironomus sp.
Chironomus sp.
Chironomus sp.
Fam. Psychodidae

Fam.Chaoboridae

Odonata
Zigoptera
Fam.Coenagrionidae
Anisoptera
Fam. Libelulidae

Anelida

Vertebrata
Pisces

Cnesterodom decenmaculatus

12
120
20

30
10
31
80
160
40
60

30
20
10

10

12

34
57
59
20
15
11

17

15

12
150
500

12
15
30
40
150
500
50

15
100
500

500

12

10
500
640

10

50
600

10

1000

500

250

2500

o o

O O O O O oo

o O

100
100

o O

100
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Figura 21. Estados preparasitos (L2) del nematodo Strelkovimermis spiculatus
melanizados en larvas de quironémidos (ver flecha) (Microscopio 6ptico 10x)..
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9. Introduccidn de S. spiculatus en criaderos naturales de culicidos

9.1. AMBIENTES ARTIFICIALES

SITIO 1:

Introduccién de S. spiculatus en sitios de cria de A. aegypti

Los porcentajes de infecciéon alcanzados al liberar el nematodo en el sitio
denominado 1, en una poblacién natural del culicido A. aegypti, tuvieron un
valor promedio para estadios mezclados de 89% a las 24 hs postinfecciéon y una
intensidad de 3,5 £ 2,07, utilizando una dosis de 10:1 preparasitos por
hospedador. Las L2 del nematodo se observaron activas durante 6 dias con un
valor de infeccion de 76,5% + 25,6 y una intensidad de 2,17 £ 0,9. Se observaron
preparasitos juveniles de S. spiculatus vivos en uno de los recipientes a los 60
dias posteriores a la liberacion. La prevalencia obtenida para la dosis de 20:1 fue

86,6% +5,7% y una intensidad de 1,75 + 0,14.

SITIO 2:

a) Introduccién de S. spiculatus en sitios de cria de A. aegypti

Cuando los preparasitos de S. spiculatus se aplicaron en este sitio, los
valores de prevalencia variaron entre 5,5 y 100% (Tabla 22). El mayor porcentaje
de infeccién se obtuvo para una dosis de 100:1 P/H. No se registr6 parasitismo
con la dosis 1:1. La intensidad vari6 entre 1 y 8 para las diferentes relaciones de
preparasitos por hospedador. El mayor nimero de nematodos por larva (5,3) se
obtuvo con la dosis de 100:1 P/H. Se observé la melanizacién de las L2 de S.

spiculatus por parte de las larvas de A. aegypti en estadio IV en la dosis de 40:1
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(Fig. 22). Las L2 se observaron activas para las dosis de 40 :1 y 300:1 durante 10

dias.

b) Introduccion de S. spiculatus en sitios de cria de C. apicinus

Las larvas de C. apicinus fueron susceptibles con dosis entre 10:1 y 300:1
preparasitos por hospedador (Tabla 22). La prevalencia varié entre 17 y 90%
con las diferentes dosis. Los estadios mds jovenes fueron mas susceptibles al
nematodo obteniéndose una prevalencia de 81% en larvas de estadio II y 49%
en larvas de estadio IV. El porcentaje de parasitismo fue elevado a partir de una
relacion de preparasitos por hospedador de 40:1, obteniéndose una prevalencia
de 73,8% para estadios mezclados (I, I, III, IV) a 27°C.

La mayor prevalencia (90%) se alcanzé con dosis de 300:1 (P/H). La
intensidad vari6 entre 1y 2,3. El mayor namero de nematodos por larva (2,3) se
obtuvo con la dosis 300:1 a 27°C de temperatura.

Se registraron preparasitos moviles de S. spiculatus a los 83 dias posteriores a la

liberacion, en los recipientes en los cuales se aplic6 la dosis de 40:1.

c) Introduccién de S. spiculatus en criaderos naturales de C. pipiens

En el sitio denominado 2, en poblaciones naturales de C. pipiens, se
registraron infecciones con todas las dosis utilizadas. Los porcentajes de
infeccion variaron entre 7 y 54% para las diferentes dosis utilizadas (Tabla 22).
La menor prevalencia (7%) se obtuvo con una relacién de preparasitos por
hospedador de 1:1. La mayor prevalencia para estadios mezclados (54%) se
alcanz6 con una dosis de 50:1 (P/H). La intensidad vari6 entre 1 y 2,5. Para la
dosis 50:1, se observo que los estadios mds jovenes fueron més susceptibles al
nematodo con una prevalencia de 84% en larvas de estadio Il y 17% en larvas

estadio IV.
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9.2. AMBIENTES PERMANENTES

SITIO 3:

Introduccién de S. spiculatus en criaderos naturales de C. pipiens

Cuando la liberaciéon del nematodo se realizd en zanjas de desagiie
pluvial y domiciliario en la localidad de La Granja, solo en una de las 3
aplicaciones realizadas se determiné infecciéon por S. spiculatus (6%) con una
dosis de 7,2 x 10° prepardsitos por metro*. En las zanjas de la localidad de
Romero se observé parasitismo por el neméatodo en una de las dos liberaciones
realizadas con un valor de 4% con una dosis de 8,3 x 10° preparasitos por

metro?.

9.3. AMBIENTES TEMPORARIOS

SITIO 4

Introduccién de S. spiculatus en criaderos naturales de O. crinifer y P. ferox

No se registré infecciéon por S. spiculatus al introducir el nematodo en
sitios de cria de los culicidos O. crinifer y P. ferox.

La densidad de organismos filtradores que se determinaron en estos
ambientes en el momento en que se realizaron las liberaciones, vari6 entre 18 y
64 por litro, donde se determiné que entre 64% y 72% correspondieron a
copépodos cyclopoideos, 4% a 11% a claddceros, 8% a 26% a ostracodos, 2% a

4% a anfipodos y 2% a 6 % a copépodos calanoideos.
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Figura 22. Estado preparasito (L2) del nemétodo Strelkovimermis spiculatus
melanizados en larvas del culicido Aedes aegypti (ver flecha) (Microscopio 6ptico 10x).
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Tabla 22. Parasitismo por el nematodo S. spiculatus en estadios mezclados (I-II-1II-IV)

en un ambiente permanente de culicidos (sitio 2).

Hospedador N°Preparasitas/Hospedador  Prevalencia (%) Intensidad  T°
1 0 30°C
5 5,5 1 30°C
10 11 1 30°C
Aedes aegypti 40 92,7 (LII) 2,5 27°C
60 37,4 1,3 23°C
100 100 5,3 23°C
100 32 1,2 34°C
27°C
5 27°C
10 17455 1 27°C
40 50 1,8 24°C
40 74+11,5 2 27°C
Culex apicinus 80 15+£2,0 1 30°C
100 70 1,2 21°C
100 20 28°C
100 192+1,9 1 30°C
300 78 1,3 24°C
300 90 £5,2 2,3 27°C
7 22°C
Culex pipiens > 10 ! 22°C
10 20 1 22°C
50 54 2,5 27°C
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10. Efecto de S. spiculatus en infecciones bacterianas en C. pipiens

10.1. Mortalidad larval por bacteriosis en poblaciones naturales de C. pipiens

Larvas de C. pipiens infectadas con una bacteria no identificada fueron
halladas en la mayorifa de las colectas realizadas en las zanjas de desagiie
pluvial y domiciliario. Los porcentajes de infecciéon en el campo con la bacteria
variaron entre 0,01% y 0,4%. E1 100% de las larvas de culicidos infectadas por la
bacteria (n=25) murieron en estadio IV. No se registr6 mortalidad en los

controles libres de la bacteria.

10.2. Interaccién entre la bacteria y el nematodo S.spiculatus

El porcentaje de infeccién por la bacteria en las larvas de culicidos
expuestas conjuntamente al nematodo y la bacteria, mostré un valor de 25,0% +
8,5% en las larvas de A. aegypti y 15,2% * 4,6% para las larvas de C. pipiens para
una relacion de 10:1 preparasitos por hospedador. Las larvas infectadas
presentaron aspecto blanco lechoso y murieron en estadio IV (Fig. 23). Cuando
se expusieron larvas de culicidos con la bacteria en ausencia del nemétodo las
infecciones por la bacteria no superaron el 3%. Se observé que entre el 83,3% y
100% de las larvas infectadas por la bacteria estaban infectadas conjuntamente
con el nematodo. Sélo en el 20% de las larvas infectadas conjuntamente por la
bacteria y el nemétodo S. spiculatus (n=10), liberaron los estados postparasitos.

El resto de las larvas hospedadoras murieron sin llegar a liberar el parasito.

96



Resultados

Figura 23. Larvas de culicidos parasitadas por bacterias. La flecha indica la larva
infectada (Micsocopio estereoscopico 10x) .
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DISCUSION

El género Strelkovimermis incluye diez especies de nematodos mermitidos
que han sido descritos exclusivamente en dipteros de la familia Chironomidae y
Culicidae (Johnson & Kleve, 1996). Solamente dos de estas especies, S. peterseni
(Poinar) y S. spiculatus, fueron descritas en hospedadores culicidos.
Strelkovimermis peterseni fue hallada parasitando larvas de culicidos
pertenecientes al género Amnopheles de la region Neartica, mientras que no se
registr6 infecciéon por este nemétodo en las larvas de Aedes, Culex y Psorophora
natural y experimentalmente expuestas (Petersen y Chapman, 1970). S.
spiculatus por el contrario, fue hallado en la naturaleza parasitando larvas y
adultos de varias especies de culicidos neotropicales, las que sumadas a las
especies evaluadas en el laboratorio totalizan 23 especies susceptibles incluidas
en 7 géneros (Tabla 2).

La mayoria de las especies de culicidos expuestas a S. spiculatus en el
laboratorio, fueron altamente susceptibles al neméatodo. Sin embargo en las
larvas de Anopheles el parasitismo fue reducido (12,5%) a diferencia de lo
registrado por Becnel y Johnson (1998), quienes obtuvieron 48% de infeccion.
Las diferencias en la susceptibilidad no es bien entendida, pudiendo deberse a
caracteristicas propias de cada especie evaluada, incluso a variaciones en la
patogenicidad de los dos aislamientos de S. spiculatus utilizados en ambos
estudios, uno a partir de larvas de O. albifasciatus y otro a partir de larvas de C.
pipiens. Las larvas de P. cyanescens fueron las tnicas refractarias a la infeccién
por el nematodo S. spiculatus en el laboratorio. Sin embargo larvas de este
culicido parasitadas naturalmente fueron halladas en ambientes temporarios
durante este estudio, lo que permitiria considerar que la ausencia de infeccién
podria relacionarse con la exposicion al nematodo del estadio menos
susceptible (estadio IV).

Aun cuando el espectro hospedador de S. spiculatus es amplio en el

laboratorio, el parasitismo en el campo registré variaciones. Niveles epizdoticos
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solamente se registraron en poblaciones naturales de O. albifasciatus con
prevalencias entre 80 y 100%. Estos resultados coinciden con los observados por
Macia et al. (1995), Micieli & Garcia (1999) y Campos & Sy (2003), donde los
porcentajes de infecciéon por este nemétodo alcanzaron niveles muy elevados.
La prevalencia natural de S. spiculatus en las otras 5 especies de culicidos en las
que se hall6 en este estudio, C. chidesteri, C. dolosus, C. maxi, P. ciliata y P.
cyanescens, fue notoriamente inferior respecto de lo registrado en larvas de O.
albifasciatus no superando el 50% (Tabla 1). Esto determina una marcada
preferencia del nematodo por el culicido de las inundaciones coincidiendo con
las observaciones de Garcia & Camino (1990); Campos et al. (1993); Garcia et al.
(1994a); Macia et al. (1995). La presencia de S. spiculatus en larvas de C. chidesteri,
C. maxi, P. ciliata y P. cyanescens es mencionada por primera vez en este estudio.
La capacidad que se observé en S. spiculatus de parasitar naturalmente 5 de las 9
especies de culicidos recolectadas en el campo, inclusive en periodos de
ausencia de O. albifasciatus, puede constituir una estrategia del nematodo para
permanecer en los ambientes de cria hasta que se produzca una nueva eclosiéon
de este culicido.

Las variaciones observadas en el parasitismo natural de S. spiculatus en
este estudio podrian deberse a diferentes causas. El nematodo presentdé un
sincronismo muy marcado con el ciclo de vida de O. albifasciatus. Los huevos
del parasito y del hospedador eclosionaron simultdneamente al inundarse los
criaderos permitiendo alcanzar elevadas densidades del culicido y del
nematodo. Esto facilitaria el encuentro entre ambos y justificaria los elevados
porcentajes de infecciéon en larvas de O. albifasciatus. Por el contrario los
culicidos O. crinifer y P. ferox, se desarrollaron en ambientes temporarios
sometidos a inundaciones frecuentes, inclusive una o mas por semana, debido a
las fluctuaciones del nivel del Rio de La Plata. Estos criaderos no soportaron
periodos de sequia superiores a 4 semanas como requiere el ciclo de vida de S.
spiculatus, por lo que el comportamiento del nematodo se asemejaria a lo
observado en este estudio, en aquellos cultivos que permanecieron inundados

permanentemente. En consecuencia al no existir un sincronismo en la eclosiéon
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hospedador y parasito, se producirian emersiones continuas en bajo nimero de
las L2, ocasionando niveles de infeccién muy inferiores a los observados en O.
albifasciatus. Situaciones similares tienen lugar en los sitios de cria de
inundaciones permanentes como son las zanjas de desagtie pluvio-domiciliario,
en los que habita el culicido C. pipiens y los ambientes en los que se desarrollan
otras especies de Culex y Anopheles. En estos sitios de cria, la eclosiéon de los
huevos de los culicidos también es asincrénica, provocando la superposicién de
todos los estadios larvales, cuya susceptibilidad diferencial podria reducir los
niveles de parasitismo. El efecto que tiene la calidad del agua de los criaderos
sobre la viabilidad de las L2 del nematodo, también podria reducir los niveles
de parasitismo por S. spiculatus en el campo.

La diferencia en la susceptibilidad alcanzada en las especies de culicidos
puede deberse a caracteristicas fisioldgicas, fisicas y/o de comportamiento, tal
como la habilidad de algunas especies de culicidos para liberarse del ataque de
los estados preparasitos (Petersen, 1979; Petersen & Chapman, 1979). El
comportamiento que tienen las diferentes especies de culicidos para
alimentarse, su distribucion en los criaderos, la forma de moverse, facilitarian o
no el encuentro con el parasito. La profundizaciéon del conocimiento de la
biologia de los culicidos hospedadores, seria necesario para poder interpretar
con mayor precision esta relacion hospedador-parasito.

Kerwin et al. (1990) trabajando con R. culicivorax, demostraron que los
componentes de la cuticula de los culicidos afectan la susceptibilidad al
nematodo; la mayor o menor rigidez de la cuticula de los culicidos, podria
impedir o facilitar la entrada del nematodo. Por otra parte, la presencia de
determinado tipo de glicoproteina, presente en el hospedador y en el parésito,
seria responsable de la atracciéon entre ambos. La composicién y estructura de la
cuticula de S. spiculatus no ha sido investigada hasta el presente.

La mayoria de los organismos acudticos expuestos a los preparasitos del
nematodo no fueron susceptibles. En ninguno de los hospedadores no culicidos
en los que S. spiculatus logré penetrar (quironémidos y caobodridos) se observé

el desarrollo del nematodo. Estudios previos realizados por Becnel & Johnson
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(1998), sobre hospedadores no culicidos de S. spiculatus, demostraron la escasa
susceptibilidad de esta fauna, inclusive para las larvas de quironémidos, en
concordancia con este estudio. Las L2 de R. culicivorax penetraron un namero
mas elevado de organismos (simulidos, caobéridos, quironémidos y
coledpteros), sin embargo, en ninguno de los casos completaron su desarrollo
(Ignoffo et al. 1973). Los autores mencionan la melanizacién de los estados
preparésitos del nematodo en las larvas de quironémidos tal como se observé
en este estudio.

Ademas de las diferencias en la susceptibilidad y el parasitismo de los
hospedadores culicidos, los factores ambientales también pueden afectar la
eficacia de pardsitos y patégenos e influir en el inicio y desarrollo de epizootias
naturales de los respectivos ambientes. Por tal motivo el efecto de los factores
biéticos y abidticos sobre la viabilidad y la prevalencia de S. spiculatus, se
estudid previo a la introducciéon del neméatodo en condiciones naturales.

Entre los factores evaluados, se observé que la temperatura afect6 la
longevidad de los estados preparasitos de S. spiculatus. Los preparasitos
expuestos a temperaturas entre 4 y 27°C conservaron la movilidad entre 35 y 27
dias posteriores a su eclosion, respectivamente. Entre el 9 y 33% de los
preparésitos presentaron movilidad luego de expuestos a las 4 temperaturas
durante 10 dias. Estos datos coinciden con los resultados de Micieli & Garcia
(1999) sobre una poblaciéon natural de S. spiculatus en criaderos de O.
albifasciatus, en la que recolectaron L2 del nemétodo libres y moéviles durante
periodos superiores a los 7 dias posteriores a la inundacién de los ambientes,
incrementandose la longevidad de las L2 en los meses con temperaturas bajas.
Estos datos difieren de los resultados aportados por Camino & Reboredo (1994)
que determinaron que los preparasitos de S. spiculatus mantenidos en
condiciones de laboratorio y a temperatura de 20°C fueron viables 24 hs,
mientras que los preparasitos que no penetraron en las larvas de los culicidos
murieron entre las 30 y 48 hs. La movilidad de los preparasitos de R. culicivorax
decrecié mas rapidamente a temperaturas elevadas, variando entre 2 dias a

37°Cy 6 dias entre 1 y 12°C (Brown & Platzer, 1977).
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Camino & Reboredo (1994), hallaron que los preparasitos de S. spiculatus
fueron infectivos exclusivamente durante las 24 hs post-eclosion, mientras que
los resultados obtenidos en este trabajo, sefialan porcentajes de parasitismo
superiores a 70%, durante todo el periodo en que los nematodos permanecieron
moviles en las cuatro temperaturas a que fueron expuestos.

Romanomermis culicivorax produjo porcentajes de parasitismo mads
elevados a temperaturas entre 21 y 33°C que a temperaturas menores (12-18°C),
aunque el parasitismo disminuyé més rdpido a temperaturas mayores que a
menores (Brown & Platzer 1977). Petersen (1975), en un estudio sobre la
variacion del parasitismo de R. culicivorax a temperaturas entre 24 y 27°C
comprobé que el porcentaje de parasitismo en larvas de C. pipiens decliné
rapidamente luego de 24 hs siendo casi nulo a las 72 hs.

Otro de los factores estudiados fue el agua de los criaderos, donde se
determiné que el agua de las zanjas de desagiie pluvio-domiciliario, afect6 la
viabilidad y la infectividad de los estados preparésitos del nematodo. Los
porcentajes de parasitismo en larvas de A. aegypti y C. pipiens expuestas al
nematodo, disminuyeron en agua de zanja entre 86 y 75% respecto de los
controles en agua declorinada.

Los resultados obtenidos al analizar el agua proveniente de los criaderos,
evidenciaron el alto nivel de los iones fésforo y amonio en las zanjas de desagtie
pluvio-domiciliario. Los valores elevados de fésforo y el alto contenido de
amonio (superior a los 0,5 mg/l) permitieron considerar a las aguas
provenientes de las zanjas como quimicamente contaminadas. El alto contenido
de fésforo puede disminuir la absorciéon de oxigeno atmosférico debido a la
formaciéon de una pelicula superficial. La presencia de este ion, depende
generalmente del aporte de detergentes provenientes de los desagiies
domiciliarios. Las concentraciones de amonio indicaron la presencia de elevada
cantidad de materia orgénica y contaminaciéon fecal (Winkler, 1994). ). El efecto
de la concentraciéon de amonio y fésforo, sobre la viabilidad de las L2, se
estudio en el laboratorio y se determiné que para una dosis de 3 mg N/I, la

prevalencia de S. spiculatus disminuy6 a 76%, siendo 94% en los controles. Sin
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embargo cuando la concentracion se elevd a 4 mg de N/1, el parasitismo se
redujo considerablemente a 3%, registrandose una importante mortalidad de
los estados preparasitos (datos no publicados). La presencia de ciertos iones
como el fésforo provocd altos niveles de toxicidad para el mermitido R.
culicivorax (Brown & Platzer 1977). Si bien hasta el momento no se determiné
este efecto sobre el nematodo S. spiculatus, resultados similares podrian
esperarse. En consecuencia la calidad del agua de los criaderos puede reducir
significativamente los porcentajes de infecciéon por el nematodo, lo que deberia
tenerse en cuenta en el momento de introducirlo en los ambientes naturales.
Estos resultados estdn en concordancia con los obtenidos por Petersen (1979),
quien determiné que C. pipiens quinquefaciatus mostrd ser un excelente
hospedador de R. culicivorax en el laboratorio, pero al ser introducido en
ambientes con exceso de materia organica registré6 importantes reducciones en
el parasitismo. Aedes taeniorhynchus y A. sollicitans, especies de aguas salobres,
también mostraron ser excelentes hospedadores en el laboratorio pero no en
condiciones naturales. La salinidad también puede interferir en el parasitismo
por S. spiculatus, aunque se ha demostrado que tolera hasta 7 mg/l de CINa
(Camino & Garcia, 1991).

Entre los factores bidticos, podemos mencionar la presencia de
depredadores que habitan en los ambientes temporarios donde se localiza el
sistema S. spiculatus - O. albifasciatus, tales como coledpteros (dytiscidos y larvas
de hydrophilidos), larvas de otros culicidos, copépodos, etc (Campos et al.,
2004). Los copépodos cyclopoideos tienen la capacidad de tolerar la desecacion
del ambiente. Por tal motivo se estudié la capacidad depredadora de las
especies de copépodos presentes en estos ambientes, sobre los estados
preparasitos de S. spiculatus, habiéndose determinado que las 9 especies de
copépodos evaluadas consumieron las L2 del nematodo. Mesocyclops annulatus,
en general, constituye la especie de copépodos més abundante y frecuente en
este tipo de ambientes, en la Provincia de Buenos Aires (Micieli et al., 2002).
Ademas, M. annulatus puede tolerar la desecacién de los ambientes, habiéndose

observado adultos a las 24 hs de inundado el ambiente (Micieli et al., 2001). Por
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tales motivos se profundizé el conocimiento de la capacidad depredadora de
esta especie y se determiné que los adultos de ambos sexos y los juveniles,
resultaron eficientes depredadores de preparasitos del nematodo. La densidad
de copépodos afect6 la prevalencia de S. spiculatus, densidades superiores a 10
ejemplares de M. annulatus por litro redujeron sensiblemente los niveles de
parasitismo de S. spiculatus.

La depredacion del copépodo Cyclops vernalis sobre las L2 del mermitido
R. culicivorax en condiciones de laboratorio, también afect6 el parasitismo por el
nemétodo (Platzer & Mackenzie - Graham, 1980). Estos autores hallaron que
una densidad de 20 copépodos adultos por litro produjo una significativa
reducciéon del parasitismo en larvas de C. pipiens y 53 copépodos por litro
redujo la prevalencia de R. culicivorax a 50%.

Micieli et al. (2001), en un estudio sobre la epizootiologia del
microsporidio Amblyospora albifasciati en su hospedador definitivo, O.
albifasciatus y en el hospedador intermediario, M. annulatus, aporté la tnica
informacion existente sobre la densidad natural del copépodo. Los autores
hallaron valores maximos entre 30 y 40 hembras adultas de M. annulatus en 100
cucharones de 300 ml aunque no mencionaron datos sobre la densidad de
machos y juveniles. Si nos referimos a la presencia de este copépodo en los
ambientes donde se desarrolla el sistema O. albifasciatus - S. spiculatus en la
Provincia de Buenos Aires, es comun encontrar densidades entre 2 y 20
hembras por litro (Micieli com. pers.).

Conjuntamente con el estudio de los factores bidticos y abidticos que
pudiesen afectar el parasitismo natural de S. spiculatus, se llevd a cabo la
produccién masiva del nematodo en el laboratorio con la finalidad de producir
suficiente cantidad de estados preparasitos para su posterior evaluaciéon en
condiciones naturales. Este constituye uno de los factores limitantes mas
importantes en la utilizaciéon de los mermitidos como agentes de control
biolégico (Petersen, 1985). Respecto a la produccién masiva, se evaluaron dos
especies de culicidos como hospedadores para la cria del nematodo. Los

resultados obtenidos al analizar las 4 dosis de L2 de S. spiculatus por
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hospedador mostraron que no existen diferencias significativas en la
prevalencia e intensidad entre las dosis para ambos culicidos hospedadores
utilizados, A. aegypti y C. pipiens. Sin embargo al aumentar la dosis, la
prevalencia e intensidad no varié significativamente, pero disminuy6 el
porcentaje de nematodos que lograron parasitar y emerger de las larvas de
culicidos como L4 (eficiencia). Por tal motivo, se considera que una dosis entre
3:1y 81, es una relacién adecuada para producir altos valores de parasitismo y
una mayor eficiencia, en los culicidos Aedes aegypti y Culex pipiens en el
laboratorio. Estos resultados difieren de lo observado por Rodriguez et al.,
(2003), quienes trabajando con este neméatodo en larvas de C. quinquefasciatus
obtuvieron diferencias significativas entre una dosis de 31 y 7:1
L2/hospedador.

El mermitido R. culicivorax en larvas del culicido C. p. quinquefasciatus,
produjo un parasitismo de 88% en infecciones en el laboratorio, con una dosis
de 15:1 L2/hospedador (Petersen, 1978). Por lo tanto el nematodo S. spiculatus,
present6 la ventaja respecto a R. culicivorax de producir altos porcentajes de
infeccién con un menor nimero de juveniles preparasitos por hospedador.

Debido a la facilidad de cria del culicido A. aegypti en el laboratorio y la
imposibilidad de criar la especie mas susceptible O. albifasciatus, se considera al
culicido A. aegypti el mas adecuado para el mantenimiento de S. spiculatus. Por
otra parte esta especie y otros géneros que habitan ambientes sometidos a
periodos de desecacion, tienen la ventaja de completar el desarrollo larval mas
rapidamente que otras especies de culicidos (Service, 1993).

Los estadios mas jovenes (I-II) fueron mas susceptibles al neméatodo.
Debido a la elevada susceptibilidad registrada y a la mortalidad levemente
inferior a la observada en las larvas expuestas al nematodo en estadio I, se
considera que el estadio II es el méds adecuado para realizar las infecciones en el
laboratorio. Los resultados coinciden con los observados por Petersen (1981),
que determiné en larvas de C. pipiens expuestas a R. culicivorax, una prevalencia
entre 95 y 22%, con una dosis de 10:1 L2/hospedador, siendo las larvas de

estadio II las mas susceptibles.
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Camino & Reboredo (2000), trabajando con larvas de C. pipiens y S.
spiculatus, determinaron con una relaciéon de 12:1 L2/hospedador, un
parasitismo mayor en las larvas de estadio IV (38%) que el registrado en este
estudio. Las diferencias registradas con este trabajo, podrian deberse a la menor
dosis utilizada y a que las larvas puedan haberse infectado en estadio IV
avanzado.

Respecto a la producciéon masiva de L4 de S. spiculatus, la mayor
eficiencia (32%) se obtuvo con la dosis de 1:1 L2/hospedador. Cuando la dosis
se aumento6 a 10:1 L2/hospedador, la eficiencia disminuy¢ a 10%. Sin embargo,
la obtencién de un nimero mas elevado de L4 (3,5 gramos) justifica la
utilizacion de esta dosis mas elevada, ya que permite disminuir los costos en el
mantenimiento de la colonia del nemétodo. De lo contrario utilizando una dosis
de 1:1 L2/hospedador, para obtener la misma produccién de L4 que la
alcanzada con la dosis de 10:1 L2/hospedador, necesitaria infectar el triple de
larvas de culicidos (Tabla 6).

Los niveles elevados de infeccién por mermitidos pueden favorecer el
parasitismo multiple, incrementando el ntimero de machos y disminuyendo
potencialmente la produccién de L2 (Petersen, 1972; Camino, 1988; Camino &
Reboredo, 1994). La utilizacién de la dosis 10:1 L2/hospedador, mostré un leve
incremento en la producciéon de machos, lo que deberia tenerse en cuenta ya
que podria interferir en la produccién de estados preparasitos.

Por lo tanto una dosis de 4:1 L2/hospedador constituye una dosis
adecuada para la produccién masiva de juveniles postparasitos de S. spiculatus
en el laboratorio, ya que produce un alto valor de infeccién (81%) resultando en
una produccién de L4 mas elevada y una adecuada relacion de sexos, que no
afectaria la produccién de los preparasitos. Por otra parte con esta dosis se
obtuvo una eficiencia elevada respecto a otras dosis (16%).

El mayor ntmero de L2 de S. spiculatus en los cultivos expuestos a
inundaciones semanales, se registr6 siempre en las primeras inundaciones,
coincidiendo con observado por Petersen (1978) para R. culicivorax. Sin embargo

los resultados difieren en el tiempo necesario de almacenamiento de los
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cultivos, para obtener la mayor produccién de L2. La mayor eclosiéon de L2 de
R. culicivorax se obtuvo cuando los cultivos se inundaron por primera vez, entre
la semana 11 y 19, declinando la produccién con las sucesivas inundaciones y
no registrandose eclosiéon luego de la semana 36 (Petersen, 1978). Por el
contrario Critchfield & Boyce (1985), determinaron la menor produccién de
juveniles preparasitos a la semana 11 y la maxima produccién a las semanas 15,
18 y 23. A diferencia de R. culicvorax, se determiné en este estudio, que la mayor
produccién de L2 de S. spiculatus, se obtuvo al inundar los cultivos luego de
transcurrir 5 semanas de almacenados. Estos resultados difieren de los
aportados por Camino & Reboredo (1996), para la produccién de S.spiculatus,
donde el maximo ntmero de L2 se alcanzé al inundar los recipientes a los 3
meses de almacenados.

La produccién total de L2 del nemédtodo en los cultivos inundados
semanalmente, mostré valores entre 0,2 y 1,2 x 10 para las distintas relaciones
de sexos. El maximo ntiimero de preparéasitos (1,2 x 10°) se obtuvo al utilizar una
relacion de sexos de 19:1,53.

El nimero de L2 obtenidos al inundar los cultivos de R. culicivorax, vario
entre 0,1 y 1 x 107 a partir de enterrar entre 10 y 12 gramos de estados
postparésitos (Petersen & Willis 1972a) y entre 0,08 y 3,6 x 10¢ (Critchfield &
Boyce, 1985).

Si consideramos que los valores de producciéon de L2 registrados por
Petersen & Willis (1972a), utilizando el nematodo R. culicivorax (0,1 a1 x 107), se
obtuvieron a partir de 10 a 15 gramos de L4 por cultivo y los obtenidos por
Camino & Reboredo (1996) con el nemétodo S. spiculatus (0,7 a 1 x 10 ¢L2) a
partir de una densidad de postparasitos de 22 por cm? (aproximadamente 3
gramos de nematodos por cultivo), los resultados registrados en este estudio
mostraron valores més elevados en la producciéon de L2 de S. spiculatus (0,2 a
1,2x10¢) a partir de 1 gramo de estados postparasitos.

El ntmero de L4 registrados en cada infeccién con R. culicivorax, fue
levemente superior, obteniéndose 8,8 gramos, con una relacion de 12:1

L2/hospedador, utilizando 20.000 larvas de culicidos (Petersen, 1978), siendo

107



Discusion

3,5 gramos en las infecciones con S. spiculatus a partir de 10.000 larvas y una
relaciéon de 10:1 L2/hospedador.

La variacién en el nimero de L2 de S.spiculatus producidas en los
cultivos inundados semanalmente, podria estar relacionado principalmente con
la humedad retenida por los cultivos. La mortalidad prematura de las larvas en
las bandejas de cria debida a la calidad de agua, alimentacién inapropiada y
parasitismo mdltiple y/o a la presencia de agentes contaminantes también
pueden afectar la produccién de L2 (Petersen, 1978).

Otro de los factores que podria afectar la producciéon de L2 en los
cultivos y deberia evaluarse, es la presencia de las dos especies de hongos
patégenos que se hallaron atacando las L4 y adultos del nematodo. Existe un
amplio espectro de hongos que atacan nematodos, constituyendo una amenaza
para los sistemas de cria, ya que pueden llegar a destruir colonias enteras
(Poinar, 1979). El hongo Catenaria anguillulae fue citado sobre huevos, juveniles
y adultos del nematodo R. culicivorax provocando una importante disminucién
en la eclosion de los estados preparasitos (Stirling & Platzer, 1978). El agregado
de &cido acético a las bandejas de cria de las larvas expuestas al nematodo,
disminuy6 la contaminacion por C. anguillulae de las L4 del nemétodo R.
culicivorax emergidas. Sin embargo la disminucién brusca del pH, afect6 los
diferentes estadios del nemétodo y consecuentemente la produccién de L2 en
los cultivos (Platzer & Stirling, 1971).

La presencia de los hongos pertenecientes a los géneros Myzocytiopsis y
Catenaria sobre las L4 de S. spiculatus, se observé entre las 48 a 72hs a partir de
la emersion de los nemétodos de los hospedadores. Por tal motivo, es
importante eliminar aquellos nematodos que no se hayan enterrado en los
recipientes de cria durante las primeras 24 a 48 hs a efectos de disminuir la
contaminacion de los cultivos.

A diferencia de lo registrado en la produccién de L2 de S. spiculatus en
cultivos inundados semanalmente, cuando estos fueron sometidos a
inundaciones permanentes, se observé una importante disminucién en la

producciéon, debida a la eclosiéon no simultdnea de los huevos del nematodo,
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con valores inferiores a 5,0 x 104 La eclosion no sincrénica o continua de los
huevos del neméatodo en ambientes permanentes impediria la presencia de
elevados valores de L2, resultando en prevalencias bajas y tal vez dificultando
el establecimiento del nemdtodo en estos sitios de cria como se menciond
anteriormente.

Los preparasitos juveniles eclosionados en cultivos inundados semanal y
permanentemente, conservaron en todo momento la capacidad de infectar,
constituyendo un atributo positivo si se desea utilizar S. spiculatus como agente
de control biolégico de culicidos.

Una vez que se logré producir masivamente el neméatodo S. spiculatus en
el laboratorio, se llevaron a cabo los primeros ensayos preliminares donde se
liber6 el nemétodo en ambientes naturales de culicidos.

Los mermitidos son utilizados como agentes de control biolégico contra
culicidos, entre ellos la mayoria de los ensayos se han llevado a cabo con el
nematodo R. culicivorax. Petersen y Willis (1972b), lo aplicaron en ambientes
permanentes y semipermanentes, para controlar larvas de Anopheles albimanus,
en un area entre 200 y 3000 m? Los autores determinaron valores de
parasitismo de hasta 100%. El nematodo logré establecerse en 7 de los 11 sitios
tratados. El mayor valor de parasitismo (64%), se obtuvo en estadios mezclados
al utilizar una dosis entre 751 y 1000 L2/m?. Posteriormente se introdujo en
otros criaderos de Anopheles y Psorophora obteniéndose valores de prevalencia
que variaron entre 6y 85% (Petersen & Wilis, 1972b; 1974; 1975; 1976; Zaim et
al, 1988), aunque las larvas de Culex tarsalis no fueron susceptibles al nematodo
(Petersen et al., 1978). El nematodo logré establecerse en los sitios de cria pero
no se registré una importante reducciéon de la poblacién de anophelinos (Zaim
et al, 1988).

Santamarina et al. (1996) determinaron al aplicar el nematodo R.
culicivorax en un mismo sitio de cria, que las larvas de Anopheles mostraron una
susceptibilidad més elevada respecto a las pertenecientes al género Culex. Por

otra parte la utilizaciéon del mermitido, R. iyengari, también produjo elevados
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porcentajes de parasitismo en larvas de Anopheles, provocando una reduccién
de la densidad larval entre 85 y 97% (Santamarina & Bellini, 2000).

Cuando se introdujo el nematodo S. spiculatus en ambientes de culicidos,
se observo que fue capaz de infectar en poblaciones naturales de A. aegypti, C.
apicinus y C. pipiens. Los resultados obtenidos al aplicar el nemétodo en una
poblaciéon de A. aegypti en ambientes artificiales, provocé elevados porcentajes
de parasitismo con la dosis 10:1 L2/hospedador, en concordancia con los datos
observados por Santamarina Mijares & Perez Pacheco (1998) en el mismo
hospedador, pero utilizando el nematodo R. iyengari. Las diferencias
observadas en los valores de infeccién entre el sitio 1 y 2 para la dosis de 10
preparasitos por larva en Aedes aegypti, podrian deberse al mayor contacto entre
el hospedador y el parésito, debido al tamafio mas reducido del primer
ambiente. En el sitio 2, dosis entre 40:1 y 300:1 provocaron altos niveles de
infeccién en las tres especies de culicidos evaluadas, a temperaturas entre 21 y
27°C. Las larvas de C. apicinus fueron las mas susceptibles donde se registré un
parasitismo elevado (73,8%) para estadios mezclados, con una dosis de 40:1
L2/hospedador a 27°C. Las larvas de culicidos en estos ambientes se
observaron parasitadas por el nemétodo aproximadamente durante 10 dias.
Estos datos coinciden con los aportados por Micieli & Garcia (1999), que
observaron L2 de S. spiculatus vivas por mas de 7 dias.

Estos resultados preliminares son auspiciosos e inducen a continuar
evaluando diferentes dosis de L2/hospedador que permitan extender la
actividad parasitaria de S. spiculatus en estos ambientes, de manera de
aumentar los porcentajes de infecciéon y en consecuencia la mortalidad larval,
disminuyendo las poblaciones de los culicidos.

Los bajos valores de parasitismo hallados luego de la liberacién de S.
spiculatus en las zanjas de desagiies domiciliarios y pluviales, podrian deberse
al efecto de la calidad de agua, tal como se determiné en este estudio y que
afect6 la viabilidad e infectividad de las L2 del nematodo.

La ausencia de parasitismo en sitios de cria de O. crinifer y P. ferox, podria

deberse a las caracteristicas de este tipo de ambiente, el cual estd sometido a
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fluctuaciones continuas en el nivel de agua debido a las crecidas del rio,
pudiendo provocar la eliminacién de las L2 del ambiente. Otra de las posibles
causas podria ser la acciéon de depredadores sobre las L2, cuyo efecto se
determiné en este trabajo. Ademas de la presencia de copépodos en estos
criaderos, los cuales constituyeron un importante agente depredador de L2, es
comdn encontrar una variedad de organismos filtradores tales como los
registrados en este estudio (ostracodos, anfipodos, cladéceros) los cuales
podrian tener un efecto importante en la reduccién del niimero de L2 en los
ambientes. Este estudio estd en concordancia con Petersen (1976), quién
atribuy¢ el reducido parasitismo registrado cuando se aplico R. culicivorax en
poblaciones de C. p. fatigans, a las bajas temperaturas, la depredaciéon del
ostradcodo Cyprinotus dentatis y la excesiva contaminacion de los criaderos.

Uno de los resultados derivados del uso de S. spiculatus en criaderos de
C. pipiens fue el incremento de infecciones bacterianas en las larvas de estos
culicidos. La identificacién taxonémica de esta bacteria se esta realizando en la
Fundacion de Investigaciones Biol6égicas Aplicadas, FIBA, Mar del Plata. Los
resultados obtenidos en el campo y confirmados en ensayos en el laboratorio,
nos aportan informacién sobre el modo de transmisiéon de esta bacteria. La
existencia de mecanismos que lesionen el tegumento de las larvas y faciliten el
ingreso de la bacteria al hemocele, explica la baja prevalencia de esta infeccién
en poblaciones naturales de C. pipiens (<0,5%) y el incremento de esta, en las
infecciones en el laboratorio en presencia de S. spiculatus. Este hallazgo abre un
interesante campo referido a la complementacion del uso de dos o mas
parasitos y patégenos en programas de control de insectos perjudiciales.

El espectro amplio de culicidos susceptibles a S. spiculatus, la facilidad
para producirlo a mayor escala y la capacidad de este mermitido para producir
epizootias naturales, constituyen caracteristicas sobresalientes que lo presentan
como un agente interesante para el control biolégico de culicidos.

Este estudio constituye la primera evaluacién a campo de este parésito,
como bioregulador de culicidos. Los primeros resultados son alentadores y

sefialan claramente la necesidad de conocer con anterioridad, el ambiente y la
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especie a tratar, para posteriormente determinar la dosis de L2 y el momento
adecuado para ser aplicadas.

Finalmente, los estudios sobre las aplicaciones de S. spiculatus en
criaderos de culicidos no son concluyentes, ni definitivos por lo que deberian
continuarse y profundizarse las evaluaciones a campo, en diferentes ambientes
y sobre diversas especies de culicidos. Paralelamente otros estudios de gran
importancia que deberfan abordarse son la produccion “in wvitro” de
mermitidos, problema basico para el futuro en el control biolégico de los
miembros de esta familia de nemétodos y toda la referido al almacenamiento y

tecnologia de aplicacion de S. spiculatus.
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CONCLUSIONES

El nematodo S. spiculatus es un importante agente para controlar

poblaciones de culicidos debido a que responde a los postulados modificados

de Koch (Poinar, 1979) :

Es especifico para culicidos, no constituyendo una amenaza para la fauna
que habita los criaderos.

Es capaz de parasitar con altos valores de prevalencia poblaciones de A.
aegypti, C. apicinus y C. pipiens.

Se puede producir facilmente en el laboratorio, en las dos especies de
culicidos evaluadas A. aegypti y C. pipiens, obteniéndose valores de
parasitismo elevados para tres de los cuatro estadios larvales de sus
hospedadores.

Presenta la ventaja en la producciéon masiva respecto a R. culicivorax de
producir altos niveles de infeccién a partir de dosis inferiores.

La longevidad prolongada acompafiada por la conservacion de la capacidad
infectiva de los preparasitos de este mermitido indican que S. spiculatus seria
un agente efectivo para el control de un niimero importante de especies a

temperaturas entre 4 y 27°C.

Sin embargo deberia tenerse en cuenta en su utilizacién como agente de

control las siguientes limitaciones:

Posee una mayor especificidad en el campo para O. albifasciatus, lo que
podria interferir con su aplicacion para otras especies de culicidos.

La calidad de agua de los criaderos afect6 la viabilidad e infectividad de los
preparésitos lo que hace que este nematodo no sea aplicable en algunos
ambientes, tales como zanjas contaminadas.

Los cultivos son susceptibles al ataque de hongos patdgenos.
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