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Resumen

Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894), conocido cominmente como mosquito
tigre asiatico, estd reconocido como una de las especies mas invasivas del mundo. Se
registré por primera vez en Espafia en 2004, cerca de la ciudad de Barcelona. Desde
entonces, su distribucion en nuestro pais ha ido en aumento. Dado su papel como
vector en los recientes brotes de arbovirus reemergentes en Europa y la creciente
introduccién de patégenos en Espafia por viajeros, el Ministerio de Sanidad estableci
un Plan Nacional de Vigilancia Entomolégica.

En el presente trabajo de tesis se han caracterizado las poblaciones de mosquito tigre
en Espafia en el periodo 2011-2016.

En primer lugar, se ha estudiado su distribuciéon, principalmente mediante la
colocacion de trampas de oviposicion. Se ha observado una aceleracién del proceso de
ocupacion del territorio por esta especie y se ha identificado su periodo anual de
actividad en distintos municipios espafioles.

En segundo lugar, se ha realizado un estudio genético de las poblaciones detectadas
durante los dltimos afios de dispersiéon por el pais. Mediante la utilizaciéon de dos
marcadores moleculares (COI e ITS2), se ha podido determinar que existe una gran
variabilidad genética poblacional en Espafia y que la expansién geogréfica ha tenido
lugar tras multiples y continuados procesos de colonizaciéon desde distintos origenes,
tanto nacionales como internacionales. Concretamente, los analisis de historia
demogréfica de la especie sugieren que la dispersiéon por Espafia, ha tenido lugar a
nivel local mediante procesos naturales y acelerada de manera artificial a escala

nacional.

Finalmente, dado que actualmente se trata de realizar un manejo integrado de los
vectores, se han realizado pruebas de susceptibilidad de Ae. albopictus a la aplicacion de
distintas cepas de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, que han mostrado su
potencial como agentes de control biolégico de esta especie.



Summary

The Asian tiger mosquito Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) has been
described as one of the worst invasive species in the world. It was first registered in
Spain in 2004 near Barcelona, Catalonia. Since then, the insect spread along the Spanish
territory has been increasing. From the epidemiological point of view, it is important to
know where and when this invasive vector is present, because it is involved in the last
European outbreaks of arbovirus. Due to the increasing introduction of pathogens by
travelers, the Spanish Ministry of Health has established a national plan of
entomological surveillance.

The aim of this thesis is to define the tiger mosquito populations in Spain. For that
the situation of the species has been studied in the period 2011-2016.

First, the tiger mosquito distribution has been studied, mainly using oviposition
traps. An acceleration of dispersion over the years has been observed and its annual
activity period has been registered in different Spanish municipalities.

Secondly, a genetic study of the populations detected during the last years of
dispersion throughout Spain has been carried out. COI and ITS2 molecular markers
have showed a great genetic variability with the presence of worldwide dominant
haplotypes suggesting multiple colonization events. The demographic history of the
species suggests local expansion by natural way and long-distance expansion
accelerated by human activities.

Finally, because nowadays we look for an appropriate integrated management of
vectors (combining strategies: reduce the use of chemical pesticides, manage waste
disposal to eliminate potential breeding sites and use of biological control methods),
the 3th study was carried out to evaluate different strains of Metarhizium anisopliae and
Beauveria bassiana as agents for biological control of Ae. albopictus.



PRIMERA PARTE:
ASPECTOS GENERALLES






1. Introduccion y justificacion

Los mosquitos son uno de los grupos de insectos mas conocidos debido a que
originan problemas sanitarios al ser humano y sus animales domésticos. La necesidad
biolégica de las hembras de ingerir sangre ocasiona una pérdida importante de calidad
de vida en aquellos lugares donde las densidades poblaciones de estos dipteros son
muy elevadas (Halasa y cols., 2014). El problema no se limita a la molesta picadura
sino que, a través de ésta, se pueden transmitir agentes infecciosos responsables de
enfermedades.

Los mosquitos son dipteros que pertenecen a la familia Culicidae, que incluye a
cerca de 3600 especies (www.mosquitocatalog.org; http://mosquito-taxonomic-
inventory.info/). Practicamente, tres cuartas partes del total se localizan en zonas
tropicales y subtropicales donde la elevada humedad ambiental y diversidad de
habitats, favorece su desarrollo, supervivencia y evoluciéon (Clements, 1992).
Principalmente, dos subfamilias tienen importancia médica y veterinaria, los
Anophelinae y los Culicinae, siendo ésta dltima la que engloba a la mayoria de géneros
con relevancia médica (Service, 1996). La tribu de los Aedini es una de las mas diversas
de la familia, con mas de 900 especies (un 25% del total), muchas de ellas con
capacidad para transmitir virus y demads patdégenos como Wilkerson y cols. (2015)
recapitulan en su reciente trabajo.

La antropizacion y la explotacion de los ecosistemas naturales, tiene consecuencias
sobre las especies que en ellos habitan. Asi pues, el ser humano ha modificado la
interaccién entre vectores y vertebrados reservorios y ha contribuido a que ciertos
virus (la mayoria zoonéticos) transmitidos por vectores, hayan salido de sus ciclos
selvaticos y hayan sido transferidos a nuevos hospedadores vertebrados, entre los
cuales se encuentra el hombre; desencadenando, si las condiciones lo permiten,
epidemias a escala local o planetaria (principalmente en el trépico y de forma creciente
en zonas templadas) (Jourdain y cols., 2015).

En las dltimas décadas, el ritmo de los procesos de globalizacién ha aumentado
considerablemente, facilitando e intensificando la propagaciéon de especies exéticas
invasoras definidas como “especies cuya introduccion accidental causa perjuicios
economicos, medioambientales y sanitarios” (Meyerson y Mooney, 2007), o como define el
Real Decreto 630/2013, por el que se regula el Catalogo espafiol de especies exoéticas
invasoras:

Especie exotica invasora: especie exotica que se introduce o establece en un ecosistema o
hdbitat natural o seminatural, y que es un agente de cambio y amenaza para la diversidad
biologica nativa, ya sea por su comportamiento invasor, o por el riesgo de contaminacion
genética.

Desde el punto de vista sanitario, Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) es una de
las especies de aedinos invasores que, junto a Aedes aegypti (L., 1762), Aedes
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(Hulecoeteomyia) japonicus (Theobald, 1901), Aedes (Hulecoeteomyia) koreicus (Edwars,
1917) y Aedes atropalpus (Coquillet, 1920), estdn ocasionando en Europa importantes
problemas por picaduras. Ademds, su presencia supone un factor de riesgo
epidemiolégico debido a que son vectores competentes de varios patégenos exéticos
(Medlock y cols., 2015). Finalmente, también son responsables de otra serie de
perjuicios sanitarios, econémicos y sociales derivados de la presencia de estas especies
en nuevas areas, como sefialan diversos autores (Curcé y cols., 2007; Curcé y cols.,
2008; Guasch, 2009; Halasa y cols., 2012; Worobey y cols., 2013; Halasa y cols., 2014).

Conocido comtinmente como mosquito tigre, Ae. albopictus es una especie originaria
de las selvas tropicales del sureste asiatico. La globalizacion actual, combinada con la
plasticidad ecolégica y fisiolégica intrinseca de esta especie (Hawley, 1988), ha
permitido que en las tltimas décadas haya experimentado una importante dispersion
geografica a nivel global, lo que le ha convertido en una de las 100 especies méas
invasivas del mundo (pédgina web del ISSG, 2011).

Fue detectado en Espafa, por primera vez, en San Cugat del Vallés, Catalufia, en
2004 (Aranda y cols., 2006) como resultado de las molestias asociadas a su marcada
antropofilia (Giménez y cols., 2007). Sin embargo, lo realmente destacable de la
introduccién y establecimiento de este mosquito es el riesgo de transmision autdctona
en Espafia de arbovirus (acrénimo del inglés Arthropod-Borne virus lo que significa
virus transmitidos por artrépodos) emergentes en Europa (Scholte y Schaffner, 2007;
Schaffner y cols., 2013).

El consecuente interés por esta especie invasora ha generado la produccion de
diversos estudios de bioecologia, resistencias a insecticidas, competencia vectorial y
genética, permitiendo asi identificar las caracteristicas que hacen de este vector un
excelente representante de las especies invasoras (Goubert y cols., 2016). Por lo tanto,
dado la gran capacidad adaptativa de este vector, es importante profundizar en el
conocimiento del estado actual de las poblaciones espafiolas, en todos sus aspectos
como son su distribucién, resistencia a insecticidas, genética de poblaciones, métodos
de deteccion y lucha vectorial, etc., con el fin de plantear estrategias de control
eficientes y, de esta forma, prevenir o reducir las molestias asi como la transmisién de
enfermedades (Medley y cols., 2015).



2. Objetivos generales

En este contexto, el objetivo principal del presente trabajo ha sido el seguimiento y
estudio de las poblaciones de Aedes albopictus (Skuse, 1894) que colonizaron Espafa.
Los distintos estudios fueron disehados para la obtenciéon de datos de diversa
naturaleza que ayuden a disehar estrategias alternativas de vigilancia y gestién del
vector y/o complementen las actualmente utilizadas. Para ello, se procedié al
desarrollo y consecucion de siguientes objetivos:

1. Conocer algunos de los datos biogeogréficos basicos de Ae. albopictus en Espafia:
rango de distribucién y modificaciéon del mismo a lo largo del tiempo.

2. Conocimiento de la dindmica estacional de la especie en zonas geograficamente
distantes.

3. Estudio de la estructura genética de algunas de las poblaciones de Ae. albopictus
detectadas en Espania.

4. Estudio de la susceptibilidad de adultos de Ae. albopictus a la aplicacion de
hongos entomopatégenos como método de control biolégico.



3. Revision bibliografica

3.1. Situacién taxonémica

Aedes albopictus fue inicialmente descrito por Skuse (1894) como el “mosquito
rayado de Bengala”, basdndose en la morfologia de ejemplares capturados en Calcuta
(India). Debido a la pérdida de los ejemplares originales, se establecié6 un neotipo y
una nueva descripcién por Huang (1968).

La palabra Aedes viene del término griego dnorng, que significa “molesto, fastidioso,
desagradable” (beschwerlich en el original) (Meigen 1818) y albopictus proviene del latin
albus (=blanco) y pictus (=pintado) (Skuse, 1894).

Phylum Artropoda Latreille, 1829
Subphylum Hexapoda Latreille, 1825
Clase Insecta L., 1758

Orden Diptera L., 1758

Infraorden Culicomorpha Hennig, 1948
Familia Culicidae Meigen, 1818
Subfamilia Culicinae Meigen, 1818
Tribu Aedini Neveu-Lemaire, 1902

Género Aedes Meigen, 1818

3.1.1. Taxonomia de los Aedini (sensu Wilkerson y cols., 2015)

Durante la primera década del siglo XXI se ha desarrollado una clasificacion
filogenética de la tribu Aedini que ha resultado, sobre todo, en la divisiéon del género
Aedes Meigen, 1818 en numerosos géneros. Los estudios han sido realizados
principalmente por los autores Reinert y Harbach (Wilkerson y cols., 2015), que no
consideran este género como monofilético. La mayoria de estos géneros provienen de
la elevacion del rango de los subgéneros existentes (junto a reordenacion de los
mismos) y creacion de otros nuevos, como se puede consultar detalladamente en la
web Mosquito Taxonomic Inventory, mantenida por Harbach (http://mosquito-
taxonomic-inventory.info). La especie estudiada en este trabajo se mantuvo en el ahora
elevado a rango de género Stegomyia por Reinert y cols. (2009).

Recientemente, la tribu Aedini fue revisada por Wilkerson y cols. (2015) con el fin de
volver a una clasificacién anterior mdés simplificada. Estos autores realizaron un
estudio de parsimonia y sefhalaron que la filogenia propuesta por Reinert y cols. (2009)
no era muy consistente. En este trabajo obtaremos por el emplear el término mas
aceptado, Aedes albopictus.



3.2. Biologia

Los mosquitos son insectos con desarrollo holometdbolo, presentando cuatro
estadios larvarios y uno pupal, en el que se produce la metamorfosis completa para dar
lugar al adulto. El proceso de muda o ecdisis que ocurre entre cada fase permite que
las estructuras corporales aumenten de tamafio. Las mudas son reguladas por
hormonas. En concreto, la hormona juvenil y la ecdisona (hormona de la muda) acttan
de forma combinada. La hormona de los corpora allata, se conoce como hormona juvenil
o neotenina y causa el mantenimiento de los caracteres larvarios. La ecdisona acttia en
la epidermis iniciando la formacién de una cuticula nueva y provocando la muda. A
niveles altos de hormona juvenil y de ecdisona, se produce la muda y se obtienen
larvas de mayor tamafio (Figura 1). Cuando el nivel de hormona juvenil disminuye se
obtiene la pupa tras la muda. Finalmente, cuando desaparece la producciéon de
hormona juvenil, tras la muda, eclosiona el adulto o imago.

Figura 1. Hormonas que regulan el desarrollo. Esquema del sistema nervioso.
Modificado de Hartenstein, 2006
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El adulto es un animal terrestre y volador, mientras que las fases inmaduras (larva y
pupa) son acudticas aunque con respiracion aérea. Tras sumergirse el huevo, eclosiona
la larva de primer estadio. Esta es de pequefio tamafio (Imm) y presenta un diente de
eclosion, una estructura esclerotizada detrds de la cabeza que le permite cortar la dura
envoltura del huevo. Tanto larvas como pupas son méviles, contrariamente a muchos
otros insectos cuyas pupas son inméviles o muy poco méviles. Ambas deben realizar el
intercambio gaseoso en la superficie mediante estructuras especializadas para ello
(Figura 2). En las larvas existe un siféon abdominal terminal, mientras que las pupas
presentan unas trompetas respiratorias a ambos lados del cefalotérax. Las larvas se
alimentan principalmente de particulas en suspensién o depositadas en el fondo
(microflora y detritos de origen animal y vegetal) (Clements, 1963). La pupa es el
estadio de transicion y, aunque moévil, no se alimenta. El tamafio del adulto estara
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determinado, por tanto, por la cantidad de alimento que haya ingerido la larva y el
tiempo de desarrollo de ésta, que vendrd determinado de forma proporcional a la
temperatura ambiental (concepto de unidades calor o grados-dias de Allen, 1976).

Tras el tiempo necesario para la metamorfosis, la cuticula de la pupa se desgarra por
una linea de ecdisis longitudinal dorsal en la zona cefalotoracica, como muchos otros
insectos. La eclosiéon se produce en la superficie del agua y el adulto permanece
durante unos minutos flotando hasta que sus alas se secan, se extienden y el
exoesqueleto se endurece, emprendiendo entonces el vuelo.

Figura 2. Pupas y larvas de Ae. albopictus ®Roger Eritja

Los adultos de Ae. albopictus son de color negro y se caracterizan por presentar una
linea mediodorsal longitudinal plateada en el térax y la cabeza, lo que permite una
diferenciacion rapida de otras especies de culicidos (Figura 3). El relativo pequefio
tamafio de los adultos asi como la presencia de escamas blancas o plateadas en las
patas y otras partes del cuerpo resaltan particularmente sobre el color negro general
(Schaffner y cols., 2001). Sin embargo, existen algunas especies invasoras presentan
patrones morfoldgicos similares aunque la coloracion es mas amarronada o amarillenta
(Ae. aegypti o Ae. japonicus). Aedes cretinus, se encuentra restringido a la zona de
Grecia, Chipre y Turquia y también presenta una caracteristica linea media plateada
que contrasta con el escutelo negro. No obstante, un estudio detallado del patrén de
escamas toracicas permite la correcta diferenciaciéon de su homoélogo Ae. albopictus.

Los machos suelen eclosionar unas horas antes que las hembras para llevar a cabo la
maduracion sexual que le permitira realizar la copula. En sus primeras 24 horas de
vida, el cuerpo del macho sufrird una serie de transformaciones, principalmente el giro
de 180° de la genitalia (Lamb, 1922) asi como la maduracién de las glandulas accesorias
(Takken y cols., 2006). La cépula comienza cuando los machos usan el érgano de
Tambour, correctamente llamado “Antennal pulsating organ” (Harbach y Knight, 1981)
u organo de Johnston (Johnston, 1855). Estd localizado en las antenas, como
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fonoreceptores para detectar las vibraciones alares del vuelo de las hembras (Day,
1955); se ha demostrado que los machos detectan 380 Hz de frecuencia provenientes
del débil sonido producido por el vuelo de las hembras (Gopfert y cols., 1999). Esta
frecuencia detectada por los machos, es la sefial sexual primaria para la localizaciéon de
una hembra para abordarla con precision durante en vuelo (Roth, 1948). Los machos
son atraidos por cualquier hembra en vuelo, independientemente de su edad
cronolégica y fisiologica. Son capaces de copular o intentar copular con hembras
virgenes o ya copuladas, o con hembras jovenes o viejas (Oliva y cols., 2014). Ensayos
de laboratorio realizados con Ae. aegypti, muestran que un macho es capaz de
inseminar al 75% de las hembras copuladas durante los primeros 30 minutos de
confinamiento (Roth, 1948). El tnico motivo por el que el macho detiene su
comportamiento de cépula es por el agotamiento del esperma, que puede recuperar en,
al menos, 3 dias estando posado sin ninguna actividad fisica (Spielman, 1964).

Figura 3. Hemosuccién de hembras de Ae. albopictus. ®Roger Eritja

Si las hembras no tienen al menos 40 horas de edad, no quedaran inseminadas
(Akey, 1968). Durante la cépula, los machos no solo transfieren semen a la hembra sino
también fluidos seminales con alto contenido proteico que afectan de forma importante
a la biologia y comportamiento de las hembras, aumentando incluso su supervivencia
al copular con machos virgenes. Helinski y Harrington (2011) anotaron, ademds, que
cuantas mas veces copula un macho de Ae. aegypti, menor es la fertilidad en las
hembras con las que copula a lo largo del tiempo, debido al agotamiento del esperma.

La capacidad reproductiva (fecundidad y fertilidad) de las hembras esta
condicionada por la disponibilidad de alimento en las etapas larvarias asi como por la
densidad de la poblacién que compite por los recursos. Asi pues, una larva que haya
dispuesto de alimento suficiente y temperatura constante dara lugar a un adulto de
mayor tamafio, con mas ovariolas por ovario y que podrd, por tanto, producir mayor
namero de huevos en su primer ciclo gonotréfico. El tamafio de la puesta a 25°C se ha
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estimado alrededor de 150 y 175 huevos por hembra (Delatte y cols., 2009) oscilando
entre 30-80 huevos en cada ciclo gonotréfico y disminuyendo con la edad. La duracién
de un ciclo varfa entre 3,5 y 10 dias dependiendo de la temperatura, siendo de
aproximadamente 5 dias a 25°C (Waldock y cols., 2013). El tamafio de los machos
también tiene importantes consecuencias reproductivas ya que un menor tamafio
provocara un retraso en la espermatogénesis y la calidad y cantidad del esperma,
repercutiendo negativamente sobre la fecundidad de las hembras como apuntan varios
estudios al respecto (Helinski y Harrington, 2011; De Jesus y Reiskind, 2016).

Aedes albopictus es una especie multivoltina obteniendo entre 5 y 17 generaciones al
afio dependiendo de la disponibilidad de agua y la temperatura (Gatt y cols., 2009)

Ambos sexos se alimentan de jugos vegetales, pero solo las hembras son
hematoéfagas debido a la necesidad de sangre para la obtencién de proteinas que
favorezcan el desarrollo ovarico. Tras la cépula, la hembra se ve estimulada a picar
para conseguir la sangre. Se alimentan mediante solenofagia, lo que implica que en el
transcurso de la picada atraviesan la piel con la probdscide en busca de algtn vaso
sanguineo. Al hacerlo, previamente a la succion, inoculan saliva que posee sustancias
anestésicas, vasodilatadoras y anticoagulantes que hacen que el hospedador no sienta
dolor en el momento de la picadura, a la vez que evitan la coagulacion de la sangre y
coadyuvan al aumento del flujo sanguineo en la zona (Clements, 1992). Es esta saliva
inyectada la que causa las reacciones que derivan en pdpulas o habones. Por otro lado,
es también la via de transmision de las enfermedades vectoriales. Muchos de sus
componentes, son altamente inmunogénicos por lo que algunos autores sugieren que
la saliva podria ser una herramienta inmuno-epidemiolégica que permitiria evaluar el
grado de exposiciéon de una persona a la picadura de Ae. albopictus y por tanto, el riesgo
de transmision de arbovirus (Doucoure y cols., 2012).

Las preferencias tréficas de las hembras de Ae. albopictus, calificado habitualmente
de generalista (Ponlawat y Harrington, 2005), estdn siendo muy estudiadas
identificando con frecuencia que la especie se siente especialmente atraida por la
sangre humana (Delatte y cols., 2010; Mufoz y cols., 2011; Kamgang y cols., 2012).

Se ha sefialado que las hembras de mosquito tigre son exdfilas y exofdgicas (Delatte
y cols., 2010). Pero en cuanto al segundo carécter, la realidad es que no dudan en entrar
en las casas y en los vehiculos cuando tienen necesidad de picar. Por otro lado, también
se presenta a esta especie como diurna, con picos de actividad al amanecer y al
atardecer, pero esto varfa con las condiciones de cada zona. Por ejemplo, se ha
encontrado picando por la noche en el interior de las casas (Collantes com. per.). Con el
cambio estacional de las temperaturas, las épocas mas calidas acenttan estos dos picos
de actividad pero, al avanzar el otofio y bajar las temperaturas, la actividad se ve
desplazada hacia el mediodjia.

Como se ha indicado, el ciclo biolégico de los mosquitos estd estrechamente ligado
al medio acuatico, pero Ae. albopictus es tipicamente limnodendrdéfilo, por lo que tiene
preferencia por pequefias masas de agua retenidas en cavidades de troncos, rocas o
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axilas de las ramas para la puesta de huevos. Entonces, no necesita grandes extensiones
de agua como otras especies de culicidos. En el proceso de colonizaciéon de los
ambientes urbanos, ha mostrado la capacidad de completar su ciclo en practicamente
cualquier recipiente artificial que retenga agua (macetas, floreros, latas e incluso
neumadticos entre otros microhdbitats acudticos), que remedaria estos ambientes
naturales originales. Por otro lado, de este modo limitaria la competencia por los
recursos con larvas de otras especies asi como el contacto con posibles depredadores
(Hawley, 1988). De modo que, a nivel mundial, el mosquito tigre se puede considerar
una especie sinantrépica.

Las hembras depositan sus huevos directamente sobre el sustrato, ligeramente por
encima de la superficie del agua. El desarrollo embrionario de los huevos tiene una
duracién aproximada de entre tres y catorce dias dependiendo de la temperatura y
humedad relativa a la que estdn expuestos (Hawley, 1988). En el momento de la
ovoposicion, el huevo es de color blanco y conforme se endurece va oscureciendo hasta
obtener un color negro intenso brillante (Figuras 4A y B).

Figura 4. Huevos de Ae. albopictus. A: detalle del cambio de coloracion con
el paso del tiempo. B: huevos ya endurecidos y oscurecidos ®Roger Eritja
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Parte del éxito del proceso de adaptacion a zonas templadas y subtropicales reside

en que las hembras de Ae. albopictus, pueden producir huevos de diapausa. Como
respuesta a ciertos estimulos externos, principalmente el fotoperiodo y la temperatura,
las hembras inducen una sefial para activar la diapausa en sus oocitos que perdura a lo
largo de todo el desarrollo embrionario. Entonces, la larva farata de primer estadio se
queda quiescente en el interior del corion del huevo (Denlinger y cols., 2016). Sin
embargo, se ha observado que las poblaciones tropicales de esta especie invasora no
entran en diapausa (Hawley 1988; Urbanski y cols., 2010) pero es posible que se
inactiven o queden en estado latente en respuesta a algin estrés como puede ser un
cambio brusco en la temperatura (Denlinger y Armbruster, 2014). Ya desde que se
encuentra en el estadio de pupa, la hembra es fotosensitiva y puede inducir el proceso
de diapausa a la descendencia de su primer ciclo gonotréfico (Lacour y cols., 2015).
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El proceso de diapausa se divide en distintas fases sucesivas (Kostal, 2006), la pre-
diapausa (que incluye las fases de induccién (iniciacién) y preparacién), la diapausa
propiamente dicha (que engloba las fases de induccién, mantenimiento y terminacion)
y por ultimo la post-diapausa (quiescencia post-diapausa) (Figura 5).

Figura 5. Esquema de las fases de la diapausa del huevo de Ae. albopictus.
Adaptado de Lacour 2016, a su vez modificado de Kostal, 2006
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Los huevos en diapausa son mds grandes y poseen mayor cantidad de lipidos que
los huevos no diapausantes, probablemente debido al aumento en la expresiéon de los
genes codificantes para la reserva de lipidos asi como una menor expresion de los
genes implicados en la movilizaciéon de lipidos durante la pre-diapausa (Reynolds y
cols., 2012). Durante la fase de diapausa sensu stricto, el desarrollo embrionario se ve
ralentizado (Lacour y cols., 2014) y el insecto ya no responde a estimulos ambientales
(Denlinger y Armbruster, 2014). Serén, por, tanto embriones mucho mas tolerantes a
estrés, desecacion y bajas temperaturas. Y esto parece determinado por el aumento de
hidratos de carbonos en la superficie del huevo asi como el aumento en el acumulo de
acidos grasos en la pre-diapausa (Hanson, 1995; Urbanski y cols., 2010). Finalmente, la
diapausa termina con un periodo de quiescencia post-diapausa en el cual el insecto
sigue inactivo, su metabolismo sigue siendo bajo pero el embrién es totalmente capaz
de responder a estimulos ambientales que reactiven el desarrollo. Cuando las
temperaturas superan un cierto umbral y/o el oxigeno disuelto en el agua disminuye,
toda la poblacion puede sincronizarse y emerger de forma simultanea (Denlinger y
Armbruster, 2014).

3.3. Factores que afectan a la distribucién

Diversos factores bidticos y abidticos afectan a la biologia y, por tanto, a la
distribucién de Ae. albopictus. Los mas estudiados han sido los ambientales como la
temperatura, la precipitacién, competencia inter e intraespecifica larvaria asi como
disponibilidad de alimento para adultos y larvas y el fotoperiodo (Alto y Juliano, 2001;
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Delatte y cols., 2009; Roiz y cols., 2010; Brady y cols., 2013; Lacour y cols., 2014;
Costanzo y cols., 2015).

Se ha sefialado la temperatura como el factor mas limitante debido a que son seres
poiquilotermos por lo que las variaciones térmicas afectan al tamafio, a la
supervivencia, distribucién, fecundidad y capacidad vectorial. En la literatura existe
mucha variabilidad a nivel mundial en cuanto a la relaciéon entre la temperatura y la
longevidad de los estadios (Brady y cols., 2014; Delatte y cols., 2009). A lo largo del
ciclo térmico (circadiano o estacional) algunos umbrales fisiol6gicos se sobrepasan
alcanzando temperaturas criticas (minimas y maximas). La temperatura para la
supervivencia 6ptima de las larvas y las pupas oscila alrededor de 25-30°C. Se observa
una mortalidad muy elevada a temperaturas por debajo de 15°C o superiores a 36°C
(Waldock y cols., 2013). Asi, a 30°C las larvas terminan su desarrollo entre 5-7 dias, 5-
10 si se encuentran a 25°C y 7-13 dias a 20°C, todo ello condicionado por la
disponibilidad de alimento y densidades poblacionales (Hawley 1988; Estrada-Franco
y Craig, 1995). Se estima que las larvas no sobreviven a temperaturas por debajo de
10°C ni cercanas a los 40°C (Waldock y cols., 2013). La pupa da lugar a imagos macho
en aproximadamente 32-36 horas y a hembras en 49-52 horas a temperaturas proximas
a los 25°C (Estrada-Franco y Craig, 1995). Su desarrollo oscila entre 1.7 y 8.5 dias en
intervalos térmicos de 15 a 36°C, determinando las temperaturas criticas que inducen
la muerte a 10°C y 37°C.

A mayor temperatura mayor crecimiento poblacional (Alto y Juliano, 2001). Sin
embargo, este hecho induce un desarrollo més rédpido y en consecuencia un menor
tamafio corporal, menor fecundidad y menor resistencia a inanicién debido a la
carencia de reservas (Reiskind y Zarrabi, 2011; Morales-Vargas y cols., 2013). La
longevidad de los adultos se incrementa a bajas temperaturas (17°C) debido a que los
mosquitos obtienen, almacenan y gastan de forma diferente las reservas de energia.
Los mosquitos que se desarrollan a bajas temperaturas suelen tener mayor tamario,
ingieren por tanto mayor cantidad de sangre, obteniendo mayor cantidad de proteinas,
lipidos y glicogeno en sus ovarios y desarrollan mas huevos con niveles mayores de
lipidos que le aportard ventajas a la hora de enfrentarse a condiciones adversas
(Waldock y cols., 2013).

Los estudios realizados en isla Reunién (Delatte y cols., 2009) anotaron que las
hembras sobreviven una media de 30 dias y los machos 18 a 25°C, observandose el
maximo de supervivencia a 15°C y el minimo a 35°C. El umbral minimo de desarrollo
se estim¢ a 10,4°C y el maximo a 40°C. Sin embargo, aunque no se produzca desarrollo
por debajo de la temperatura minima, se observé eclosion de huevos a 5°C.

El origen de las cepas influye de forma considerable en la resistencia a temperaturas
extremas. Asi, los huevos procedentes de poblaciones europeas de origen templado
pueden aguantar durante 24h temperaturas de -10°C y si los huevos han entrado en
diapausa son capaces de aguantar temperaturas de -10°C (durante 12-24h) y -12°C (una
hora). En cambio, los huevos de origen tropical, podrian aguantar largos periodos de
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tiempo a -2°C y hasta -7°C durante cortos periodos de tiempo (Thomas y cols., 2012).
Mas recientemente, algunos autores han descrito la posibilidad de que los huevos
resistan temperaturas de -19°C en la nieve, debido a que ésta acttia como aislante
(Armstrong y cols., 2017).

En Europa, recientemente se han realizado estudios acerca de los parametros que
influyen en su fenologia, especialmente en Italia, donde Ae. albopictus ha colonizado
multitud de ambientes muy dispares. Roiz y cols. (2010) estimaron en el norte de Italia
que el periodo de actividad de las hembras se iniciaba con temperaturas minimas de
entre 12,6°C y 13,5°C y finalizaba al alcanzar temperaturas minimas entre 8,5°C y
9,5°C. Anteriormente en Roma, Toma y cols. (2003) también habian descrito un umbral
aproximado de 11°C.

Hay que resaltar que dado que esta especie tiende a criar en ambientes
resguardados, como pueden ser los imbornales de las ciudades, las condiciones
térmicas internas difieren de las externas favoreciendo el desarrollo de los distintos
estadios de la especie como reflejan Vallorani y cols. (2015). Asi, los adultos pueden
seguir activos en su interior durante el invierno (Romi y cols., 2006). Pero, ademds, en
areas mas templadas de Europa se ha observado el mantenimiento de la actividad
reproductora al aire libre en pleno invierno (Collantes y cols., 2014.).

El fotoperiodo también desencadena cambios importantes en la ecologia de los
mosquitos. Como ya se ha indicado, induce la diapausa y repercute sobre el tiempo de
desarrollo, el tamafio corporal y dindmica poblacional (Lounibos y cols., 2002;
Leisnham y cols., 2011; Yee y cols., 2012; Lacour y cols., 2015; Costanzo y cols., 2015), y
todo ello puede repercutir sobre la capacidad de transmitir enfermedades. Fonseca y
cols. (2015) demostraron que las hembras expuestas a un fotoperiodo corto ovipositan
los huevos acumulados en un mismo recipiente, mientras que las que estan expuestas a
mas horas de luz, tienden a dispersar la puesta por distintos recipientes. Este hecho
probablemente condiciona los procesos de expansion geografica de la especie.

A lo largo del periodo de expansion de Ae. albopictus, se han ido proponiendo
diversos modelos predictivos de potenciales zonas de dispersion, basados en factores
climaticos, principalmente temperaturas y pluviometria. En éstos, el sur de Espafia no
se consideré una zona adecuada para el establecimiento de la especie (Medlock y
cols., 2015). Sin embargo, en esta tltima década se ha podido comprobar que estas
variables macroclimaticas no son los tnicos factores determinantes (Collantes y
cols., 2014). Para realizar mapas de riesgo de expansiéon mas fiables habria que
considerar otras variables como el uso que se hace del agua sobre todo en areas con
problemas importantes de sequia, en las que se tiende a acumular agua en recipientes.
Esta disponibilidad de focos de cria suponen una ventaja a tener en cuenta a la hora de
estimar las probabilidades de colonizacién y establecimiento de la especie en ciertas
zonas a priori improbables. Roche y cols. (2015) incluyeron el uso del suelo como una
variable mas afiadida a los modelos. Ese mismo afio, Roiz y cols. (2015) anotaron que
las densidades de hembras aumentan considerablemente tras registrarse
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precipitaciones intensas incrementando asi el riesgo de transmisién de arbovirus en el
sur de Francia.

3.3.1. Distribucion y dispersién

El alcance del vuelo se ha estudiado con técnicas de marcado-liberacién-recaptura,
observandose que el 90 % de los especimenes se dispersaron menos de 100 metros,
aunque la distancia maxima de dispersion estimada para hembras es de 525 metros, y
en machos de 225 metros (Niebylsky y Meek, 1992). La mayoria de estudios describen
que la dispersion natural varia de 200-500 m (Hawley 1988; Lacroix y cols., 2009 y
Marini y cols., 2010,) pero Honorio y cols. (2003) anotaron en sus experimentos en
Brasil rangos de desplazamiento superiores a 800m.

A pesar de su corto rango de vuelo (Hawley, 1988), esta especie se ha podido
detectar en paises de los 5 continentes a excepcién de la Antartida. Desde Asia se ha
dispersado a Europa, Africa, Oriente medio, Norteamérica, Sudamérica y el Caribe
(Knudsen, 1996; Gratz, 2004).

Se sefiala al Sudeste Asiatico como el 4rea original de Ae. albopictus, desde donde
produjo una primera expansién a las islas del Indico y del Pacifico. Posteriormente, se
expandié a la India (donde es descrito por Skuse, 1894), China y hacia Japén, cuyas
referencias sefialan, al menos, una llegada anterior a la Segunda Guerra Mundial
(Hotta 1998). Previamente a la gran expansién producida en las dos dltimas décadas
del siglo XX y primera del XXI (Paupy y cols.,, 2009), las poblaciones maés
septentrionales se localizaban en Pekin en China (Feng, 1938), Setl en Corea y Sendai
(isla de Honshu) en Japén (Huang, 1968).

Algunos investigadores observaron que sucesivas introducciones tenian lugar en los
Estados Unidos continentales procedentes de puertos asidticos (Pratt y cols., 1946;
Eads, 1972; Reiter y Darsie, 1984). En 1985, se descubrié un importante foco larvario en
Houston (Texas) (Sprenger y Wuithiranyagool, 1986). Se considera que la introducciéon
de esta especie se produjo por neumadticos usados procedentes del norte de Asia
(Craven y cols., 1988) y, de hecho, los experimentos realizados en cuanto a resistencias
al frio y fotoperiodo asi lo corroboran (Hawley y cols., 1987). Desde este momento, se
fue descubriendo la presencia de esta especie en numerosos estados y condados de
Estados Unidos (Moore, 1999) como consecuencia del intenso intercambio comercial
interno al pais ademas de nuevas y constantes introducciones procedentes de
Japon/ Asia (Manni y cols., 2017; Armstrong y cols., 2017) (Figura 6).

En 1986, Forattini describi6 en Sao Paulo lo que iba a ser la primera plaga de
mosquitos tigre en Brasil, aparentemente procedente de Asia tropical. (Hawley y cols.,
1987). Afios después, en 1988, se detectdé por primera vez en México en Matamoros
(Tamaulipas), cerca de la frontera con EEUU (CDC, 1989). Posteriormente, su presencia
fue registrada en varios paises centroamericanos como El Salvador (Reiter, 1998),
Honduras, Costa Rica y Panama (Lounibos, 2002), asi como en el Caribe: Santo
Domingo (Republica Dominicana) (Pefia, 1993), La Lisa (Cuba) (Broche, 1999) y Haiti
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(Marquetti Ferndndez y cols., 2012). En afios sucesivos, se detect6 en Guatemala (Ogata
y Lopez Samayoa, 1996), Bolivia y Colombia (Reiter, 1998) y Argentina (Rossi y cols.,
1999). Actualmente, el mosquito tigre se ha detectado en todos los paises del centro y
Sudamérica excepto en Chile.

En el Pacifico, esta especie invasora se cit6 en las islas Salomon (1980), en Fiji (1990)
y, posteriormente, en 1994 en Paptia Nueva Guinea. Ahos después, se encontré en la
isla australiana de Torres Strait (Ritchie y cols., 2006). En Nueva Zelanda, se comenzé
la vigilancia durante 1993-94, detectandose la presencia de Ae. albopictus en Auckland y
Littleeton en neumaticos usados procedentes de Japoén (Laird y cols., 1994; Derraik,
2004). Finalmente, en 2012, Guillaumot y cols., realizaron una investigacion mdas
detallada de la distribucién del mosquito tigre en los paises y territorios del Pacifico
sur y afiadieron Tonga (2011) a la lista de lugares donde el vector estaba presente.

Aparte de su dispersién en el océano Indico, antes de los afios 80, (Madagascar,
Seychelles, Marianas, La Reunién), la primera deteccién en este continente africano
data de 1990 en Ciudad del Cabo (Sudafrica), pero fue rapidamente controlado y no
lleg6 a establecerse (Cornel y Hunt, 1991). Esté citado, ademads, en Nigeria (Savage y
cols., 1992), Bioko (Guinea Ecuatorial) (Toto y cols., 2003), en Camertn (Fontenille y
Toto, 2001), en Gabon (Coffinet y cols., 2007), Reptblica Centroafricana (Diallo y cols.,
2010), en el Congo (Kelvin y cols.,, 2011) y, muy recientemente, en Mozambique
(Kampango y Abilio, 2016). Sin embargo, a pesar de la proximidad del norte de Africa
a zonas infestadas por Ae. albopictus, la especie solo se ha citado en Argelia (Izri y cols.,
2011; Lafri y cols., 2014; Benallal y cols., 2016) y Marruecos (Bennouna y cols., 2016),
sefialando la marcada accién de barrera del desierto del Sahara

En Oriente Medio, se encuentra presente en Israel (Pener y cols., 2003), Libano y
Siria (Haddad y cols., 2007). Alrededor del Mar Negro, en Turquia y Georgia (Akiner y
cols., 2016).

En Europa, la primera deteccién fue en una pequeia ciudad de Albania en 1979
(Adhami y Murati, 1987). Probablemente, la especie fue introducida en mercancias
desde China a través del puerto de Diirres (Adhami y Reiter, 1998, Manni y cols., 2017).
En 1990, se capturé un ejemplar en Génova (Italia) (Sabatini y cols., 1990) y, tan solo un
afio después, en Padua (Dalla Pozza y Majori, 1992). Desde entonces, practicamente
toda la geografia italiana ha sido colonizada por este vector (Romi y cols., 2008; ECDC,
2009) a consecuencia del intensivo intercambio comercial de neuméticos con Estados
Unidos (Dalla Pozza y Majori, 1992), asi como relaciones comerciales con las islas del
Océano Indico (Manni y cols., 2017).

Se sospecha que la dispersién a través del continente europeo tuvo lugar a partir de
las constantes introducciones acontecidas en Italia (Knudsen y cols., 1996). De hecho,
muchos paises se sumaron a la iniciativa de realizar una vigilancia entomoldgica ante
el riesgo de introduccién accidental del vector. En Francia, en 1994, las labores de
vigilancia entomolégica se iniciaron en zonas fronterizas con Italia. Sin embargo, se
detect6 por primera vez en Normandia y Poitou-Charentes en 1999 (Schaffner y Karch,
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2000). Estas primeras localizaciones fueron erradicadas mediante tratamientos con
plaguicidas pero, en 2005, se detectaron nuevas poblaciones al sur de Francia
(Schaffner, 2006). Bélgica se vio afectada en el afio 2000 al encontrarse Ae. albopictus en
un almacén de reciclaje de neumaéticos procedentes de Francia (Schaffner y cols., 2004)
pero parece que las condiciones ambientales no fueron propicias para su asentamiento.
En 2001, se registr6 por primera vez en Serbia y Montenegro, en almacenes de
neumaticos procedentes de Alemania e Italia (Petric y cols., 2001). En Suiza, se captur6
por primera vez en 2003, gracias a un programa de vigilancia (Flacio y cols., 2004). Se
ha continuado detectando infestaciones procedentes de Italia por via terrestre
(Wymann y cols., 2008). En Grecia, se detectaron poblaciones en 2003 en la isla de
Corfua y en Igoumenitsa, cerca de la frontera con Albania, aunque parece que la especie
ya estaba presente desde hacia unos afios (Samanidou-Voyadjoglou y cols., 2005). En
Espafia, fue detectado por primera vez en el ano 2004, en la localidad barcelonesa de
San Cugat del Vallés (Aranda y cols., 2006), probablemente importado en vehiculos a
través de la autovia del Mediterraneo. En Croacia, se detecté en Zagreb en 2004
(Klobucar y cols., 2006). En 2005 en Holanda, a través de la importaciéon de la planta
Dracaena braunii (Engl.) (= Dracaena sanderiana Sander), conocido como el “Bambti de la
suerte”, desde el sur de China (Scholte y cols., 2007 a,b). En Eslovenia y en Bosnia y
Herzegovina se detecté en 2005 (Petric y cols., 2006), aunque se desconoce mucho
acerca de estas introducciones. En Alemania, se han ido citando desde 2007 multiples
capturas del vector (Pluskota y cols., 2008; Werner y cols., 2012; Becker y cols., 2013;
Kampen y cols., 2013) aunque no se le ha considerado oficialmente establecido hasta
hace muy poco (Walther y cols., 2017).

Figura 6. Distribucién actual conocida de Ae. albopictus. En rojo regién nativa,
en azul distribucién actual basada en referencias bibliograficas. Los puntos
sefalan la localizacion de la primera detecciéon en cada pais. Modificado de
Aguirre-Obando y Navarro-Silva, 2017
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Recientemente Inglaterra se ha unido a la lista de paises en los que esta especie
invasora ha sido detectada, el pasado afio se localiz6 una presencia en una trampa en la
estacion de servicio de Folkestone, cerca del Eurotunel (Medlock, 2017). Finalmente, en
2017, también se ha detectado mosquito tigre en Portugal (Maratubo y Rebelo, 2018;
Costa-Osorio y cols., 2018). Son ya 28 los paises europeos en los que se ha detectado la
presencia de Ae. albopictus, sin embargo solo se considera establecido en 21 de ellos
(ECDC, 2017).

Después de muchos afios de observaciones y estudios cientificos sobre esta especie,
existen propuestas comunes referentes a su modo de expansién geografica que puede
darse de forma natural (a pesar de su corto rango de vuelo) a nivel local y mediante
saltos de dispersion a gran distancia, mediados por el transporte pasivo de huevos o
larvas en mercancias y de adultos en vehiculos. Moore y Mitchell (1997) sugirieron su
desplazamiento artificial a media distancia por transporte rodado en EE.UU vy,
posteriormente también Roche y cols. (2015) en Francia asi como Collantes y cols.
(2015) en Espafa, a través de la autovia A7. Recientemente, Eritja y cols. (2017) han
aportado evidencias concluyentes acerca de estas hipétesis a partir de la integracion de
los datos de muestreos en coches y las imagenes enviadas por los ciudadanos al
proyecto Mosquito Alert (antes AtrapaelTigre.com).

Figura 7. Dispersion temporal de Ae. albopictus desde su zona originaria.
Modificado de Manni y cols., 2017
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3.4. La era de las invasiones biolégicas

Existe gran controversia en cuanto a la definicion de especie invasora (Colautti y
Maclsaac, 2004). Uno de los criterios mas sefialados, que las diferencia del resto de
especies exoéticas, es su potencial o real perjuicio que produce su situacién aléctona En
este sentido, Juliano y Lounibos (2005) identifican como invasoras a aquellas que
producen un impacto en las comunidades nativas y como simples exéticas o no nativas
a las que a aquellas que se establece en un lugar alejado de su origen sin mayores

consecuencias.

La legislacion espafiola, el Real Decreto 630/2013 distingue las especies exoéticas

invasoras de las meramente exéticas:

“Especie exdtica invasora: especie exdtica que se introduce o establece en un ecosistema o
hdbitat natural o seminatural, y que es un agente de cambio y amenaza para la diversidad
biologica nativa, ya sea por su comportamiento invasor, o por el riesgo de contaminacion
genética.”

Especie exética o aldctona: se refiere a especies y subespecies, incluyendo sus partes, gametos,
semillas, huevos o propdgulos que pudieran sobrevivir o reproducirse, introducidos fuera de su
drea de distribucion natural y de su drea potencial de dispersion, que no hubiera podido ocupar
sin la introduccion directa o indirecta, o sin el cuidado del hombre.

Aunque no lo incluye en la definicién, por el marcado cardcter ambientalista de de
este real decreto, si se sefiala en el preambulo que las especies consideradas invasoras
pueden causar perjuicios a la economia y al la salud publica. Este seria el caso del
mosquito tigre, mas un problema sanitario e incluso econémico maés que
medioambiental.

El ritmo del intercambio comercial y del turismo, ha aumentado considerablemente
en la era actual y con ello las posibilidades de introducir nuevas especies en los
ecosistemas. Ademads, el calentamiento global, con inviernos mas célidos, facilita el
establecimiento de algunas de ellas. Los organismos poiquilotérmicos, que ven
condicionada su temperatura corporal en funcién de la ambiental se ven especialmente
afectados, y entre ellos se incluyen los artrépodos, muchos de ellos relacionados con la
transmisién de enfermedades al hombre y a los animales. Por lo general, los artrépodos
responden al aumento de las temperaturas propagandose y ocupando nuevos habitats
favorables, exhibiendo procesos fisioldgicos alterados que incluyen desde indices
reproductivos mayores, el aumento de la longevidad asi como un aumento en el
consumo de alimentos, favoreciendo asi la transmisién de patégenos ya que se reducen
los periodos de incubacién extrinsecos (Takken y Knols, 2007). En consecuencia, es de
esperar que se dé una redistribucién geografica de las enfermedades transmitidas por
vectores y de las plagas de artréopodos en respuesta a la adaptacion de estos
organismos a las condiciones ambientales cambiantes (Patz y Olson, 2006). Los
mosquitos son una pequefia parte del conjunto de todas esas especies introducidas, que
acaban teniendo gran impacto sobre la salud puablica y animal.
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Actualmente, Ae. albopictus es una especie invasora que crea preocupacion a nivel
global debido a la facilidad con la que se ha dispersado y establecido en multitud de
paises con caracteristicas ecoldgicas y climéticas muy dispares. En Europa, el Centro
Europeo de Control de Enfermedades (ECDC), ante el riesgo creciente de apariciéon de
brotes epidémicos de enfermedades transmitidas por vectores, creé un grupo de
trabajo denominado VBORNET, que genera mapas actualizados de la distribucién de
las especies de mosquitos exéticos invasores a partir de datos compartidos por
distintos grupos de investigacién (http:/ /www.vbornet.eu). La vigilancia orientada al
control del mosquito tigre ha permitido con el tiempo detectar otras especies con gran
capacidad vectorial como son Ae. aegypti en Madeira (Portugal) y en los Paises bajos;
Ae. japonicus en Francia, Bélgica, Alemania, Suiza, Austria, Eslovenia y Croacia, Ae.
koreicus en Bélgica e Italia y Ae. atropalpus en Francia, Italia y los Paises bajos (Medlock
y cols., 2015).

Hay que destacar que no todas las especies introducidas se establecen y dispersan
rdpidamente convirtiéndose en invasoras, es el caso de Aedes triseriatus (Say, 1823),
Toxorynchites rutilus (Coquillet, 1896) y Orthopodomyia signifera Coquillet, 1896,
(Schaffner y cols.,, 2013), que fueron interceptadas y controladas con éxito.
Afortunadamente, la adaptacion de forma efectiva y rapida requiere de ciertas
cualidades que posibilitan la invasion. En el proceso de invasién se pueden definir tres
etapas basicas: introduccién, establecimiento y expansion (Kolar y Lodge, 2001),
aunque se pueden subdividir cada una de ellas en mas etapas. Conocer las
caracteristicas especificas puede permitir las actuaciones asociadas a cada una de ellas:
prevencion (introduccién), erradicacién (establecimiento) y control o mitigaciéon
(expansion) (Grarock y cols., 2012).

Los mosquitos invasores del género Aedes son claros ejemplos de invasiones
exitosas, principalmente mediadas por humanos, pero que han sido posibles gracias a
varias caracteristicas esenciales de las propias especies. Por una parte, la capacidad de
los huevos a resistir la desecacién, hecho que sin duda aumenta las posibilidades de
realizar un transporte pasivo exitoso. Por otra parte, la capacidad de ocupaciéon y
explotacion de ambientes antrépicos (Juliano y Lounibos, 2005). Asimismo, la
superioridad en la competencia interespecifica, es una caracteristica basica de una
especie exotica que puede facilitar el que se convierta en invasora (Sakai y cols., 2001).
Sin embargo, muchas especies no necesitan dicha caracteristica para invadir un
ecosistema, simplemente les basta con ocupar nichos vacios (Juliano y Lounibos, 2005).

Por otro lado, las circunstancias ecoldgicas en el momento de la introduccién
pueden condicionar que la invasioén acabe o no siendo un éxito. En este sentido, se le ha
llegado a dar mucha importancia a lo que se conoce como presién del propagulo,
entendida como el nimero de individuos liberados en una regién en la que no son
nativos. De modo que este factor es, en muchas ocasiones, el eje principal de las
estrategias de prevencion de las especies invasoras (Lockwood y cols., 2005). Esta
presion suele tener lugar a escala local y regional pero viene a menudo derivada del
comercio internacional y la globalizaciéon (Meyerson y Mooney, 2007).
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La erradicacion de algunas de estas especies es un objetivo poco realista, teniendo
en cuenta lo establecidas que estan en nuestro entorno mas cercano. Se han adaptado a
ambientes sinantrépicos en los que sacan provecho de la abundancia de lugares de
reposo, de lugares de cria (sobre todo recipientes peridomésticos) y de gran variedad
de hospedadores de los que alimentarse (ECDC, 2012). Por ello, los sistemas de control
se limitan a reducir las molestas picaduras y el riesgo de transmisién de enfermedades
(Schaffner y cols., 2013). Sin embargo, las tareas de vigilancia y de busqueda de
alternativas para su control deben seguir realizandose con el fin de limitar en lo posible
la dispersion cadtica de estas especies que, sin duda, tendria importantes consecuencias
ambientales, econémicas y epidemioldgicas. Asi mismo, serdn necesarias para estimar
la efectividad de las eventuales actuaciones de control que se acometan. El estado de
las especies invasoras es un proceso dindmico que en un futuro tendrd mucho impacto
en la epidemiologia de las enfermedades de transmision vectorial. La coordinaciéon
entre paises es esencial considerando la envergadura de este problema que no entiende
de fronteras. Ademas de la vigilancia entomoldgica, la mejora en la vigilancia
epidemiolégica posibilitara la deteccién precoz de casos (importados o autdctonos) y la
implementacién de medidas de control (Schaffner y cols., 2013).

Figura 8. Mapa de los paises europeos en los que se realiza
vigilancia de mosquitos exéticos. ECDC, 2017
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3.4.1. Implicaciones sanitarias de los mosquitos invasores

Europa ha experimentado, en las ultimas décadas, la introduccién de varias
enfermedades transmitidas por vectores (ETV) desde regiones tropicales y
subtropicales, lo que ha hecho saltar las alarmas sanitarias y ha puesto en evidencia la
necesidad de instaurar protocolos de prevencion y respuesta frente a vectores de
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dichas enfermedades, con el fin de reducir en lo posible los costes de la aparicién de
brotes epidémicos (Canali y cols., 2017).

3.4.1.1. Enfermedad vectorial

Estas infecciones se definen como enfermedades en las que un agente patégeno
(virus, bacteria, protista o animal parasito) es transmitido desde un hospedador
infectado (hombre o animal) a otro a través de la picadura de un artrépodo hematéfago
competente (diptero, garrapata, piojo o pulga). El caso de las chinches americanas
(Triatominos), es un caso excepcional. La infeccién no se produce directamente por la
picadura sino que los protozoos salen con las heces, que pueden contaminar la herida
de la picadura o mucosas por las que son capazes de penetrar en el vertebrado.

Para considerar a un artrépodo hematéfago como vector competente de un
patégeno, dicho patdgeno debe ser capar de superar las barreras que pueden impedir
completar el ciclo infectivo en el vector (Figura 9).

Figura 9. Ciclo infectivo de un vector. Modificado de Mellor y cols.,
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Después de que el patégeno ha sido ingerido con la sangre, mediante la picadura a
un hospedador infectado, es capaz de penetrar en las células epiteliales del intestino
medio del artrépodo donde se replica (Beerntsen y cols., 2000). El siguiente paso es
hacia el hemocele. Hay evidencias de que algunos virus pueden pasar directamente del
tubo digestivo al hemocele, entre las células epiteliales, lo que se denomina “intestino
con goteras” (Nuttall y cols. 1991). A través de la hemolinfa llega a los distintos 6rganos.
Si consigue infectar las glandulas salivares, el agente etioldgico podra ser liberado con
la saliva durante la picadura a un nuevo hospedador y producirse la transmisién oral.
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La replicacién dentro del vector requiere de un periodo de tiempo conocido como
periodo de incubaciéon extrinseco, que depende del tipo de vector, de la cepa del
patégeno asi como de las condiciones ambientales que le confieren viabilidad al
artrépodo (Zouache y cols., 2014).

3.4.1.2. Competencia y capacidad vectorial

Macdonald (1952) desarroll6 una ecuacién para calcular el ratio de reproduccién
(RR) de la malaria:

RR= a’bP"
r(- InP)

Donde: m: densidad del mosquitos respecto a la densidad de hospedadores; a:

picaduras diarias por hombre; b: Competencia del vector; P: Probabilidad de

supervivencia diaria del mosquito; n: duracion del periodo de incubacién extrinseco

del patégenos, expresado en dias; r: ratio de recuperacién de casos de malaria por dia.

Esta ecuacion fue simplificada por Garrett-Jones (1964) al eliminar de la misma los
términos r y b, por ser dificiles de calcular. La nueva ecuacioén resultante la define
como la capacidad vectorial (C):

:mazP"
-InP

En el XX congreso de la Society for Vector Ecology de 1988 (Reisen 1989a), se
discutieron los distintos términos de la ecuacion de Mcdonald y la reduccion de
Garret-Jones. Se mantuvo la eliminacién del término r, referente a la recuperacién de
casos, y se reincorpora el término b, pero con una nueva definicién y abreviatura: V,
que es la competencia vectorial, la cual describe de forma cualitativa la eficiencia con la
que es transmitido un patégeno adquirido por un vector:

c= ma’V P"
-InP

Dye (1992) destaca que el término debe incluir que el parasito se desarrolla en el
vector y vuelve a emplear el término b para la competencia vectorial. Entonces, la
competencia vectorial estd determinada por factores genéticos del propio insecto
(Failloux y cols., 1999) y depende exclusivamente de la interaccion vector-patégeno
(Beaty y Marquardt, 1996), en lo referente a la posibilidad de infeccién, replicacion
dentro del vector, duracion del periodo de incubacion extrinseco! y la eficiencia de
transmisiéon (en el sentido de produccién de patégeno en glandulas salivares e
inoculacién del mismo).

e Periodo de incubacién extrinseco: tiempo transcurrido desde que la hembra se alimenta con sangre
infectada hasta que biolégicamente es capaz de transmitir el patégeno.
Periodo de incubacién intrinseco: tiempo transcurrido desde que el patégeno es inoculado en el
vertebrado hasta que aparecen los primeros sintomas.
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Sin embargo, la capacidad vectorial estd afectada por factores intrinsecos y
extrinsecos al vector (Garrett-Jones 1964, Meyer 1989, Reisen 1989b, Dye 1992). Los
intrinsecos son variables dependiendo de las caracteristicas concretas de las
poblaciones del vector como la competencia vectorial, el tamafio poblacional,
longevidad, duracién y ntimero de ciclos gonotroéficos, preferencias tréficas y habitos
alimentarios. Entre los factores extrinsecos, unos afectan directamente a estos aspectos
del vector como son la temperatura, humedad, la disponibilidad de hébitats propicios,
etc. Por otro lado, la presencia, diversidad y abundancia de hospedadores afectan
directamente a la capacidad vectorial en lo que se refiere a las proporciones entre
vectores y hospedadores y el nimero de picaduras (términos m, a de la ecuacion),
duracién de la viremia, periodo de incubacién intrinseco, susceptibilidad a la infecciéon
del hospedador (Scott y Morrison, 2003), como indirectamente al ser un recurso tréfico
que afecta a las poblaciones de vector (Phasomkusolsil y cols., 2013). Los distintos
procesos globales que estan aconteciendo (aumento de las temperaturas, intensos
intercambios comerciales, modificacién del medio natural, entre otros,...) repercuten
directamente sobre la distribucién, fenologia y abundancia de los vectores y, por tanto,
sobre su capacidad vectorial.

3.4.1.3. Aedes albopictus como vector

Los mosquitos culicidos son el grupo de insectos mas estudiado por su papel como
vectores de enfermedades. Como hemos comentado anteriormente, las especies de
mosquitos invasores son una amenaza potencial para la salud puablica mas que un
problema medioambiental, aun cuando su control esté sujeto a una legislaciéon
medioambiental (Real Decreto 1628/2011).

La propia naturaleza de estos invasores incrementa el riesgo ya que son especies con
gran adaptabilidad ecolégica y con capacidad de cria en areas urbanas, rurales y
boscosas. Esto tiene importantes implicaciones para la salud ptublica puesto que la
poblacién humana tiene mayores probabilidades de entrar en contacto con zoonosis
transmitidas por estos vectores. En este mismo sentido, suele ser competentes para la
transmisiéon de mdltiples patégenos por lo que son potenciales vectores puente a
consecuencia de su comportamiento de alimentacion oportunista (Cancrini y cols.,
2003).

Con el paso del tiempo, dado que el problema de las invasiones no cesa e incluso se
agrava, se han publicado una serie de revisiones acerca de la implicaciones de la
presencia de mosquitos invasores en Europa (Gratz, 2004; Paupy y cols., 2009;
Schaffner y cols., 2013; Medlock y cols., 2015) y en Espafia (Bueno y Jiménez, 2012) y
este hecho resalta la necesidad de conocer bien a las especies y su distribucién con el
fin de poner en marcha estrategias preventivas (ECDC, 2012).

La llegada de estas especies a un nuevo territorio representa un cambio sustancial
del escenario epidemiolégico de las enfermedades para las que son competentes.

Aedes albopictus no estaba considerado como buen transmisor de enfermedades

viricas a humanos, a diferencia de Ae. aegypti que es el principal responsable de brotes
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de enfermedades como dengue y fiebre amarilla en diversas partes del mundo (Paupy
y cols., 2009). Sin embargo, el establecimiento en los tltimos afios de éstas y otras
especies en Europa, ha aumentado la preocupacion, particularmente en torno al riesgo
de transmisiones autdéctonas de arbovirosis emergentes (acrénimo derivado de
arthropod-borne virus). Entre las mas importantes cabria destacar el chikungufa, dengue
y Zika (White y cols., 2016).

La capacidad del mosquito tigre para iniciar y mantener ciclos de transmisién de
dengue es excepcional. Tras apenas siete dias desde la ingestion del virus, ya es apto
para diseminarlo (Rogers, 1993) y las hembras se mantienen infectivas durante toda su
vida. Ademas, la posible transmisién transovarica o vertical del virus es una de las
cuestiones que mas dificulta el control de la enfermedad, puesto que la descendencia
de esa hembra infectada también lo estara, ampliando drasticamente la dimension
epidemiolégica de la enfermedad (Bueno y Jiménez, 2010). Respecto al virus
chikungufia, en tan solo dos dias, el virus llega a las glandulas salivares de
Ae. albopictus y Ae. aegypti, posibilitando asi su transmisiéon a poblacién susceptible.
Esto pone de relieve la importancia de la pronta deteccién de casos, con el objetivo de
realizar lo antes posible los controles entomolégicos (Dubrulle y cols., 2009).

El virus Zika, no era considerado como peligroso hasta que originé un brote
importante en 2007 en la isla de Yap (Duffy y cols., 2009). Afios después, reemergité en
la Polinesia francesa (2013-2014) y, en 2015, llegé a Brasil. Desde este pais, se inicié una
epidemia hacia la regién de las Americas, que desencadené una emergencia sanitaria
global declarada por la OMS en 2016. Este virus se transmite principalmente por
Ae. aegypti. Sin embargo, se realizaron multiples estudios que sefalaron que
Ae. albopictus, también es susceptible al virus, se replica, disemina y llega a las
glandulas salivares (Chouin-Carneiro y cols., 2016; Di Luca y cols., 2016; Jupille y cols.,
2016) sobre todo a temperaturas préximas a los 27°C (Heitman y cols., 2017), hasta que
finalmente fue detectado en Ae. albopictus en México, en 2016 (PAHO 2016, Huerta y
cols., 2017).
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Tabla 1. Virus aislados en Ae. albopictus asi como su competencia para la
transmisién. ICTV, 2017

-, Transmisién )
Deteccidn on Competencia
en campo ) Vectorial

laboratorio

Orden Bunyavirales

Phenuiviridae
género Phlebovirus  Rift Valley fever phlebovirus (RVFV) X

Peribunyaviridae
Bunyamwera orthobunyavirus
género (aislados Cache Valley virus (CVV),
Orthobunyavirus Potosi virus (POTV), Tensaw virus
(TENV))
California encephalitis
orthobunyavirus (aislado X
Jamestown Canyon virus (JCV))

La Crosse virus (LACV) X
San Angelo virus (SAV)
Trivittatus virus (TVTV)

X X X X

Oropouche orthobunyavirus (OROV)

Sin Orden asignado

Flaviviridae
género Flavivirus Dengue virus (DENV)
Japanese encephalitis virus (JEV)

Usutu virus

X X X X

West Nile virus (WNV)
Yellow fever virus (YFV)

Zika virus (ZIKV/ZIKAV)

Especie sin clasificar: Aedes
flavivirus (AEFV)

x

Togaviridae
género Alphavirus Chikungunya virus (CHIKV) X

Eastern equine encephalitis virus
(EEEV)

Mayaro virus
Ross River virus (RRV)

Sindbis virus (SINV) X
Venezuelan equine encephalitis virus
(VEEV)

Western equine encephalitis virus
(WEEV)
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Paupy y cols. (2009) reportan ademdas Nodamura virus (Familia Nodaviridae:
Alphanodavirus; reportado como Picornavirus), pero esta especie de virus no es un
arbovirus ya que causa la muerte del mosquito (Tesh 1980).

3.4.1.3.1. Transmisién autdctona en Europa

En el afio 2007, se constaté por primera vez que Ae. albopictus podia actuar en
Europa como vector de enfermedades hasta la fecha consideradas tropicales.
Concretamente, fue el responsable del primer brote autéctono del virus chikungufa
que tuvo lugar en el norte de Italia, en Ravena, donde se detectaron mas de 200 casos
(Rezza y cols., 2007). La hipétesis mas plausible atribuy6 el origen a una persona
procedente de India, pais que sufrié una fuerte epidemia en 2006 con mas de un millén
de casos (Ravi, 2006). Los andlisis filogenéticos asi lo certificaron, puesto que la cepa
viral aislada en Italia era muy similar a otras detectadas en el subcontinente indio
(Yergolkar y cols., 2006). Esta presentaba una mutacion que la hace compatible con las
poblaciones de mosquito tigre establecidas en Italia (Dubrulle y cols., 2009). En 2010, se
registré el segundo caso autdctono de esta enfermedad (CHIKV) que tuvo lugar en
Fréjus, sur de Francia (Gould y cols., 2010). Méas recientemente, se ha producido una
serie de brotes autdctonos en Italia con cerca de 300 casos repartidos en las regiones de
Lazio, Calabria, Emilia-Romagna y Marche), con linajes de Pakistan e India. También
Francia declar6é un brote de 17 casos de chikungufia en el departamento de Var, al sur
del pais, pero en este caso los aislados son homoélogos con linajes de las regiones
centroafricanas (Gabén, Reptblica del Congo, etc) (ECDC, 2017).

Figura 10. Areas de riesgo de transmisién de chikungufia. OMS, 2015

Chikungunya, countries or areas at risk in 2015
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detectaron dos casos de dengue autéctono en Niza, Francia. Pese a que el primero de

estos casos fue diagnosticado a partir de chequeos rutinarios, la deteccién del segundo
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fue posible a través de la aplicaciéon de un eficaz programa nacional de vigilancia
epidemiolédgica. Consisté no sélo en la busqueda activa de otros casos de dengue en
personas que residiesen en los alrededores del primer paciente, sino también en el
control antivectorial peridomiciliario de Ae. albopictus. (La Ruche y cols., 2010). Desde
entonces, y gracias a la constante vigilancia que se lleva a cabo tanto de vectores como
de casos importados, se han confirmado mas casos de dengue en los dltimos afios
(Cotteaux-Lautard y cols., 2013; Marchand y cols., 2013; Succo y cols., 2016). Escasas
semanas mas tarde, se comunicé un tercer caso autéctono de dengue, iniciado en
Croacia aunque diagnosticado en Alemania (Gjenero-Margan, 2010).

De forma similar a lo acontecido en Francia, la rapida y eficaz investigacion
epidemiolégica llevada a cabo por parte de las autoridades sanitarias croatas permitié
detectar no solo el segundo caso autéctono de dengue en la misma zona sino también
seroprevalencia frente al virus en otras 15 personas escasas semanas después (Schmidt-
Chanasit y cols., 2010). Por lo tanto, estos casos han supuesto el retorno a Europa de
ciclos de transmisién de dengue tras las tltimas epidemias que acontecieron en Grecia
entre 1927-1928 y que tuvieron como vector a Ae. aegypti (Halstead y cols., 1980). De
hecho, en 2012, éste Gltimo fue el responsable de un importante brote de dengue
autoctono (mas de 2000 casos) en Madeira (Portugal) donde el vector lleva establecido
desde 2005.

Figura 11. Areas de riesgo de transmision de dengue. OMS, 2014
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En cuanto al ZIKV, hasta la fecha, en Europa solo se han registrado casos
importados. Dado el intenso flujo de pasajeros provenientes de paises con circulacion
activa del virus, y la creciente expansién de sus principales vectores, es realista pensar
que existe un riesgo importante de aparicion de brotes autdéctonos. Rocklov y cols.
(2016) incluyen una lista de paises con alto riesgo de aparicion de esta arbovirosis. El
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maximo riesgo se produce en la época estival, cuando acontece el pico de viajeros
desde las Américas coincidente con el maximo de capacidad vectorial. Espafia aparece
como uno de los paises con riesgo importante de aparicion de casos autéctonos de
ZIKV, dado que existen importantes relaciones culturales, comerciales, turisticas y
migratorias con Latinoamérica (Diaz-Menéndez y cols., 2016).

Figura 12. Clasificacion de las dreas por transmisién de Zika. ECDC, 2017
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La obtenciéon de informacién acerca de la frecuencia y distribucién en la poblacién
de las enfermedades transmisibles es precisa para poder controlarlas y constituye el
objetivo principal de la vigilancia epidemiolégica. En Espafia, esta actividad esta
regulada por el R.D. 2210/1995 por el que se crea la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (RENAVE). En 2013, se aprueba la actualizacién de los protocolos de
las enfermedades de declaracion obligatoria (EDO) de dicha Red, afiadiéndose
enfermedades cuya vigilancia es exigida por la Unién Europea y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS); la Orden SSI/445/2015 modifica a su vez las relaciones de
las EDO contempladas por el R.D. 2210/1995. Entre ellas se encuentran algunas
enfermedades transmitidas por vectores (ETV) que las diferentes comunidades
auténomas han ido incorporando a sus sistemas de vigilancia desde entonces. (Paga y
cols., 2015). En 2016, el Ministerio de Sanidad y Servicios Sociales e Igualdad aprobé un
plan nacional de preparacién y respuesta frente a los virus del dengue, chikunguna y
zika (MSSSI, 2016).

En la ciudad de Barcelona se inici6 a partir de 2013 el primer programa piloto de
Espafia con el objetivo de implantar un sistema de vigilancia y control de las
arbovirosis, a nivel humano y vectorial, para asi lograr reducir el riesgo de transmisiéon
de estas enfermedades de forma autéctona (Gonzélez y cols., 2017).
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Figura 13. Areas de riesgo de transmisién de Zika. Modificado de
Gardner y cols., 2017
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3.5. Métodos de vigilancia y control

Las estrategias de control de mosquitos requieren la combinacién de métodos de
vigilancia entomolégica con los de control. La vigilancia permite identificar espacial y
temporalmente a las poblaciones a controlar, modula los métodos de control e informa
de los resultados de dichas actuaciones.

3.5.1. Vigilancia entomoldgica

La vigilancia y monitorizaciéon de las poblaciones de mosquitos vectores de
enfermedades son wuna parte importante de las estrategias de control,
independientemente del riesgo inmediato de brote epidémico (AMCA, 2017). Existen
diversos métodos mecanicos de trampeo cuyo objetivo principal es capturar adultos,
que puede incluir el dificultar que su descendencia sea viable. La mayoria de los
métodos disponibles para capturar mosquitos tienen como objetivo a las hembras
gravidas (trampas de ovoposicién, ovitrampas adhesivas, etc...) o hembras que buscan
un huésped del que alimentarse (trampas de luz CDC, trampas EVS, BG-Sentinel
(BGS)] (Biogents AG, Regensburg, Alemania). Las trampas BGS han demostrado ser
muy efectivas para capturar Aedes sp. Especialmente si se ceban con CO» (Farajollahi y
cols., 2009; Ferreira y cols., 2013; Roiz y cols., 2015). En Italia, este tipo de trampas
empleadas junto al cebo BG-lure se evaluaron como herramienta de control de Ae.
albopictus, demostrando una disminucién notable de picaduras en un area determinada
(Englbrecht y cols., 2015).

Las trampas de ovoposicién, también denominadas ovitrampas, son recipientes
empleados para atraer a hembras con intencion de poner huevos ya que este grupo de
aedinos tienden a ovipositar en pequefios envases, de preferencia oscuros. Las hay de
distintos tipos, modificados a lo largo de los afios con el fin de mejorar su rendimiento.
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Suele emplearse este tipo de trampas debido a que son una herramienta de vigilancia
pasiva muy sensible y barata que permite detectar actividad biol6gica, ambientes
apropiados para la cria asi como evaluar la dindmica de las poblaciones adultas de
mosquitos (Dowling y cols., 2013). Si, ademés, se le afiade algtin producto larvicida, se
asegura que, a largo plazo, el uso de la trampa sea igualmente ttil sin el inconveniente
de que ésta se convierta en una fuente de futuros adultos. En este sentido, existen
varios tipos de ovitrampas denominadas autocidas (OA) que pueden incluir tiras de
oviposicion tratadas con insecticida (permetrina, deltametrina) (Zeichner y cols., 2011)
o superficies adhesivas en las que quedan pegadas las hembras gravidas (Facchinelli y
cols., 2007; Mendonca de Santos y cols., 2012; Eiras y cols., 2014). Varios estudios han
verificado que la combinacién de trampas de ovoposicion con efecto ovicida, junto a la
reduccién de lugares de cria y la aplicacion de larvicidas reduce de forma significativa
la presencia de Ae. aegypti y la transmision del dengue (Barrera y cols. 2010, Lee y cols.,
2013). Para que las ovitrampas sean mads efectivas, se puede afadir algtn tipo de
infusion vegetal que sirva de atrayente organico. El desarrollo de estimulantes de la
oviposicion podrian mejorar la atraccién hacia la trampa de las hembras gravidas
haciéndolas maés efectivas para el control del mosquitos (Trexler y cols., 2003; Santana y
cols., 2006).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y el ECDC crearon el
programa VectorNet, que es una red europea para compartir informacién sobre la
distribucién de artrépodos vectores que transmiten enfermedades humanas y
animales. Este programa mantiene una informacion relativamente actualizada,
ofreciendo una serie de mapas de distribucion de los mismos
(https:/ /ecdc.europa.eu/en/disease-vectors). Asi mismo ha elaborado diversos
documentos sobre la vigilancia de mosquitos nativos (ECDC, 2014) e invasores (ECDC,

2012), y sobre el control de vectores con especial hincapié en Ae. aegypti y Ae. albopictus
(ECDC, 2017).

Como se ha sefialado, desde 2016 existe un plan nacional para el control de las
enfermedades vectoriales transmitidas por Ae. albopictus que incluye como
fundamentales la vigilancia entomoldgica y el control de vectores para la prevencién y
control de las enfermedades vectoriales (MSSSI, 2016).

Recientemente, ha surgido una nueva disciplina denominada “ciencia ciudadana”
que hace uso de las nuevas tecnologias para facilitar la cooperacién popular. La
aplicacion de movil “Mosquito Alert” es un ejemplo claro de ello, ha permitido
detectar de forma precoz la presencia de Ae. albopictus en nuevas zonas de expansion.
(Delacour y cols., 2014; Delacour y cols., 2016, Palmer y cols., 2017).

3.5.2. Control integrado

Frente al riesgo de transmisién de las citadas enfermedades vectoriales para las que
no existe, en general, vacunas ni tratamientos especificos sino sintomaéticos, la tinica
opcion de prevencion es el control de los vectores (Shragai y cols. 2017).
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Para un efectivo control, es necesario conocer bien al organismo diana y su relaciéon
con el entorno. En el caso de los aedinos invasores, su particular biologia dificulta
enormemente su control. Al igual que la especie cercana Ae. aegypti, el mosquito tigre
se incluye en los denominados “mosquitos de contenedores”. Al encontrarse estos
contenedores muy dispersos, el acceso a la multitud de lugares en los que son capaces
de emplear como lugar de cria es, sin duda, una tarea ardua y complicada. Entonces, la
habitual aplicacién extensiva de insecticidas contra adultos o larvas no es efectiva
(Paupy y cols. 2009).

Abramides y cols. (2013) demostr6 que el uso de mdltiples estrategias de
intervencion (reducciéon de focos, tratamientos larvicidas y adulticidas y limpieza de
vertederos incontrolados) es la clave para frenar la proliferacion de Ae. albopictus.
Ademas, concluyeron que la cooperaciéon ciudadana era un componente esencial para
implementar con éxito estas intervenciones.

El metaanalisis realizado por Bowman y cols. (2016) sefiala como el método mas
efectivo para controlar el dengue (por el control de vectores) a la combinacién del uso
de mosquiteras con las campafias de gestiéon ambiental (incluyendo principalmente la
reduccién o eliminacién de potenciales focos larvarios).

Por tanto, el control integrado, definido como “un proceso decisorio racional para la
utilizacion optima de los recursos para el control de vectores”, en la que se incluyen enfoques
multisectoriales para mejorar la salud humana (OMS, 2009), parece ser la solucién més
acertada para la gestion de Aedes albopictus. En la reciente revision de ECDC (2017),
todo el planteamiento de métodos de control de vectores se realiza desde la
perspectiva del control integrado de vectores.

El equipo de la Dra. Dina M. Fonseca, de la Universidad de Rutgers (Nueva Jersey,
EEUU), ha sido pionero en la promocién del manejo integrado del 4rea para el control
del mosquito tigre (Unlu y cols. 2011, Halasa y cols. 2012, Fonseca y cols. 2013, 2015,
Crepeau y cols., 2013, Worobey y cols. 2013, Shepard y cols. 2014, Halasa y cols. 2014,
Faraji y cols. 2014). En esta misma linea de trabajo, Unlu y cols. (2016) sefialan que el
control integrado contra los mosquitos de contenedores puede llegar a no ser efectivo
porque implica una gran cantidad de recursos. Entonces, comprobaron que se puede
aumentar la efectividad de las actuaciones al identificar hot spots (zonas de altas
densidades) de Ae. albopictus y emplear los recursos para realizar un control més
dirigido a esos lugares.

A continuacion, se sefialan los distintos tipos de control que se pueden combinar en
el control integrado, como son el control ambiental, el uso reducido de sustancias
quimicas y el control biolégico. Los métodos actualmente disponibles se resumen en la
Figura 14.

3.5.2.1. Control ambiental

Como se ha sefialado, las especies de mosquitos invasores encuentran multitud de
lugares para criar en ambientes urbanos, suburbanos y rurales por lo que la gestiéon
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ambiental es clave para el control de estos insectos. La eliminacién de los potenciales
lugares de cria es clave en el manejo y control del mosquito tigre ya que se evita tener
poblaciones residuales. Por este motivo, la OMS (WHO 1997, 2006) recomienda la
reducciéon/eliminaciéon de los lugares de cria para el control de este tipo de mosquitos,
dentro de las estrategias de control integrado de vectores para promover ambientes
saludables (Lizzi y cols. 2014).

En en este sentido, el documento de la OMS para el control del dengue (OMS &
TDR, 2009) reconoce tres tipos de gestion ambiental, de las cuales las dos primeras van
directamente orientadas a este fin:

Modificacién ambiental: Cuando los hébitats son transformados de forma
perdurable para reducir los lugares de cria. Puede incluir el cambio de infraestructuras.

Manipulacién ambiental: Son cambios temporales, por lo tanto de continua
aplicacion, sobre los hébitats para reducir o evitar los criaderos; en general, actuaciones
directamente sobre los contenedores como limpiezas, vaciados, etc. Cambios en las
conductas de las personas o sus viviendas que reduzcan el contacto humano-vector.

El tercer tipo de gestién, toca mdas tangencialmente éste aspecto aunque la
eliminacion de lugares de cria en su entorno inmediato a las viviendas reducira el
contacto entre personas y vector.

En el caso del mosquito tigre, puede ser necesario el reformar algunas estructuras
arquitecténicas que produzcan acimulos de agua pero, en muchas ocasiones, los
contenedores son mas moéviles y temporales.

Para conseguir el objetivo de reducir los lugares potenciales de cria, las campafias
de educacion y concienciaciéon ciudadana han sido incluidas en numerosos programas
internacionales de control de enfermedades vectoriales (Erlanger y cols., 2008, Esu y
cols., 2010). Una estrategia que parece efectiva son las campafias de puerta a puerta,
para informar a la ciudadania del riesgo de acumular recipientes en las propiedades
privadas y al tiempo que busque conseguir la concienciacién y colaboracién en las
tareas de eliminacion de potenciales lugares de cria (Richards y cols., 2008; Abramides
y cols. 2013). Se ha demostrado que estas estrategias disminuyen, a largo plazo, los
costes econdémicos del control (Grantham y cols., 2009, Shepard y cols. 2014). Debe
haber un cambio cultural en el uso que se hace del agua, sobre todo de los métodos de
almacenaje con el fin de evitar la proliferacion y diseminacién de mosquitos (Medlock
y cols., 2012).

3.5.2.2. Control quimico

3.5.2.2.1. Adulticidas

El empleo de insecticidas quimicos por pulverizacién ha sido el método de control
de mosquitos mas empleado durante décadas. Sin embargo, estos productos tienen
ciertas limitaciones de uso como la baja persistencia, la contaminacién ambiental e,

incluso, la elevada toxicidad para el ser humano y otros animales no objetivo (Erlanger
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y cols., 2008; Bond y cols., 2012). Por estos motivos, la Agencia europea de los
productos quimicos (ECHA) ha legislado de forma estricta la aplicacion de los
insecticidas. Actualmente, en Europa, solo se permite emplear insecticidas reguladores
de crecimiento (IGR: Insect growth regulators) y piretroides como métodos de control de
larvas y adultos respectivamente.

El control de mosquitos mediante la pulverizacion aérea y terrestre se considera uno
de los métodos mdas comunes pero menos racionales (Bonds 2012). En Europa, el
primero de ellos solo se realiza en casos muy concretos de emergencia sanitaria (Bellini
y cols., 2014). Los mosquitos adultos son facilmente controlados mediante insecticidas
aplicados a muy bajas dosis, pero suponen un elevado coste con baja eficacia a largo
plazo.

Los tratamientos a ultra bajo volumen (ULV: Ultra Low Volume) consisten en la
aplicacion del minimo volumen efectivo del producto formulado (Mount, 1998).
También se suelen denominar tratamientos de humo frio, en comparacién con
tratamientos mediante termonebulizacién, que dispersan el insecticida mediante
calentamiento. Esta metodologia estd recomendada por la OMS para combatir
culicidos, aunque que tendria que ser mejor estudiada para el control de Ae. aegypti y
de Ae. albopictus, ya que no alcanza la totalidad de los lugares de descanso de estas
especies (Esu y cols., 2010). Generan una nube de microgotas (de aproximadamente 20
pm de diamétro) de insecticida que tienen como objetivo impactar sobre los mosquitos
que estén volando, causando una mortalidad denominada “de choque o primaria”. El
resto de gotas de insecticida acabaran cayendo sobre el suelo o la vegetacion donde
podran producir una mortalidad secundaria, aunque se considera como residual y no
es el objetivo de los tratamientos ULV. Este tipo de procedimientos ha de repetirse de
forma secuencial con el fin de eliminar los insectos adultos que sigan emergiendo y,
por tanto, el uso exclusivo de este método de control como base de un programa es
irracional e inviable (Bonds 2012).

Algunos trabajos de pulverizacién con cipermetrina (Abramides y cols., 2013),
deltametrina (Bengoa y cols., 2014) y permetrina (Caputo y cols., 2015) han mostrado
una reduccién importante de la abundancia de adultos y una buena residualidad de las
formulaciones en la vegetacion. Sin embargo, el uso sistematico indiscriminado de los
adulticidas, con métodos de aplicaciéon mal ejecutados y uso por parte del puablico en
general, puede promover poblaciones resistentes (Manica y cols., 2016). En el caso del
control de vectores de enfermedades, el verdadero problema de la pérdida de
efectividad es que se dispondrian de menos, o ninguna, herramientas de control de los
adultos cuando mads necesarios y urgentes son: en el caso de aparicion de un brote
epidémico.

Cada vez existe mas informacion acerca de resistencia a los insecticidas por parte de
Ae. albopictus. Vontas y cols. (2012) resumen las experiencias descritas sobre este tema a
nivel global. En Espafa, un estudio reciente de resistencias a insecticidas, llevado a
cabo sobre poblaciones de Ae. albopictus espafiolas, ha mostrado indicios de apariciéon
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de resistencias a ciertos piretroides frecuentemente empleadas como cipermetrina,
deltametrina y permetrina (Bengoa y cols., 2017).

En este sentido, la OMS (2006) recomienda hacer un uso responsable de los biocidas
restringiendo asi la aplicacion de tratamientos adulticidas en casos de alto riesgo
epidémico y de altas densidades poblaciones puntuales. Estos eventos pueden
suponer un problema para la salud humana asi como favorecer la rapida evoluciéon
epidemiolégica de un caso virémico compatible importado (Farajollahi y cols., 2012;
Lee y cols., 2014)

Otros recursos son los cebos toxicos atrayentes a base de azticares (ATBS: attractive
toxic sugar baits). Llevan afios siendo estudiados ya que tanto machos como hembras
precisan de sustancias naturales azucaradas (néctar) como alimento. Asi pues, los
ATBS son soluciones azucaradas y con zumo de frutas a los que se afiade alguna
sustancia toxica (dcido borico o eugenol, etc...) o alguin insecticida (por ejemplo
dinotefuran o fipronil, etc...) (Fiorenzano y cols., 2017). Pueden ser empleados en
puntos concretos cercanos a lugares de cria. La pulverizacion sobre la vegetacion es la
técnica que mejores resultados da en el control de Ae. albopictus. Ademas, esta técnica
no tiene apenas impacto sobre la fauna no diana, sobre todo, si la aplicacion se realiza
sobre vegetacion que no florece (Revay y cols., 2014).

Entonces, la aplicaciéon de adulticidas solo se recomienda, de modo excepcional,
para altas abundancias frente a alertas epidemiolégicas, ya que la corta duracion del
ciclo del insecto, la gran producciéon de descendientes y la diseminacion de lugares de
cria incontrolados obligaria a aplicaciones muy frecuentes y continuas, lo que no
resultaria rentable ni econémicamente ni ambientalmente.

3.5.2.2.2. Tratamientos larvicidas

Se suelen emplear larvicidas en estructuras del area publica. En las areas privadas,
numerosos objetos contenedores de agua actdan como lugares de cria incontrolados
por lo que serd imprescindible combinar su uso con el control ambiental.

Los tratamientos quimicos con IGRs en aguas permanentes como medio de control
larvario son muy efectivos en el tiempo y se reduce de forma considerable las
poblaciones (Poletti y cols. 2011). Los juvenoides, como el piriproxifeno y el
metopreno, son agonistas (sustancias andlogas) de la hormona juvenil. Su accién
impide la pupacién y, por tanto, el paso del estadio inmaduro a adulto. En cambio, los
inhibidores de la hormona juvenil (precocenos) producen adultos prematuros que no
suelen ser viables (Cupp y cols., 1977). Los inhibidores de ecdisona provocan la muerte
de la pupas. Algunos inhibidores de sintesis de quitina, como el diflubenzuroén,
triflumuron o novaluron, inhiben la formacién de la cuticula del insecto (OMS 2006,
Dhadialla y cols. 2009). Su empleo es mucho mas efectivo si se emplea directamente en
los focos de cria.

En algunos trabajos se ha incorporado el uso de piriproxifeno a los programas de
control de mosquito tigre (OMS 2009). Los efectos nocivos de este producto sobre otros
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organismos beneficiosos se minimizan debido a que los focos larvarios no coiciden.
También presentan propiedades ovicidas, por lo que, dependiendo de las dosis
aplicadas, evitan la eclosiéon de los huevos de algunas especies o provocan una salida
anémala de la diapausa, y la muerte (Suman y cols.,, 2013, 2015). En Italia, las
estrategias de control se centran en tratamientos de sumideros con IGR observandose
menor emergencia de adultos y mayor persistencia contra Ae. albopictus con el uso de
diflubenzurén que con piriproxifen (Bellini y cols., 2009).

Debido a la dificultad de acceso a la gran cantidad de lugares potenciales de cria de
aedinos, se estd investigando la capacidad de las hembras para autodiseminar los
compuestos (piriproxifeno) (Devine y cols., 2009; Snetselaar y cols., 2014; Abad-Franch
y cols., 2017, Unlu y cols., 2017, Buckner y cols. 2017). Las hembras de mosquitos
pueden contaminarse con el insecticida a través de una red impregnada o una
ovitrampa modificada. También se han obtenido buenos resultados empleando las
trampas BG como atrayentes y estaciones de diseminacion (Pires y cols., 2016). Esta
metodologia induce una alta mortalidad de larvas en Ae. aegypti y Ae. albopictus en
Pera e Italia (Devine y cols., 2009; Caputo y cols., 2012; Abad Franch y cols., 2017).
Ademas, se han observado efectos en la produccién de huevos asi como en la eclosion
de éstos (Ohba y cols.,, 2013).Esta nueva linea de investigacion podria ser una
herramienta muy ttil en el control del mosquitos del género Aedes.

3.5.2.3. Control biolégico

3.5.2.3.1. Aceites esenciales de origen vegetal

Tras el descubrimiento de las propiedades terapéuticas de la artemisina para
combatir la malaria (Klayman, 1985), muchos estudios han revelado la importancia que
podrian jugar los derivados de plantas y hongos para el control de parasitos y
mosquitos. De hecho, algunas moléculas de origen vegetal interfieren en el patrén de
alimentacion de insectos, acttan como inhibidores del crecimiento e, incluso, pueden
ser neurotoxicos (Baldacchino y cols., 2015). Los aceites esenciales se usan comtnmente
como repelentes pero se ha observado que podrian emplearse como larvicidas, como
indica el trabajo de Dias y Moraes, (2014). Estos autores testaron la actividad larvicida
contra Ae. aegypti de mas de 360 aceites esenciales derivados de 269 especies de plantas.
Una de ellas, Azadirachta indica A. Juss., de la que se obtiene el aceite de neem, resulta
ser también efectiva contra Ae. albopictus y Ae. japonicus (Mikami y Yamashita., 2004;
Maheswaran y Ignacimuthu., 2012). La produccién de estos aceites es mas barato que
los compuestos de sintesis o aislados de forma individual. Ademas, al obtenerse de
una fuente renovable suele tener buena aceptacion (Dias y Moraes., 2014). No obstante,
se desconoce el verdadero impacto medioambiental por lo que, antes de ser
comercializados como larvicidas, se deberia realizar mas bioensayos (Benelli, 2015). Un
ejemplo es el trabajo de Escartin y Mariani (2014) en el que ponen de relieve la
toxicidad para peces y larvas de anfibios del aceite del eucalipto limén
(Corymbia citriodora (Hook.))

3.5.2.3.2. Depredadores
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Una de las bases mas antiguas del control biol6gico ha consistido en la introduccién
de depredadores naturales en los lugares de cria de los mosquitos. Algunos
organismos como los peces, los anfibios, las larvas de odonatos, los copépodos e
incluso las larvas de otros mosquitos son depredadores naturales de larvas y pupas de
culicidos (Kumar y Hwang., 2006). Dado los particulares lugares de cria del mosquito
tigre, el uso de muchos de estos predadores se presenta como poco practico. Los peces
larvivoros, como los pertenecientes a la familia Cyprinodontiformes, especialmente
especies del género Gambusia Poey, 1854, han sido los mas ampliamente estudiados y
se ha demostrado su eficacia en multitud de ambientes (Chandra y cols., 2008; Griffin y
Knight., 2012), aunque se ha observado que su presencia en el agua induce una cierta
inhibicién de la oviposicion a Ae. albopictus (Zuharah y cols., 2016).

Los copépodos ciclopoides de ciertos géneros dulceacuicolas (Macrocyclops Claus,
1893, Mesocyclops Sars G.O., 1914, Acanthocyclops Kiefer, 1927) se han utilizado con éxito
como control biolégico de las larvas de mosquitos (Marten y Reid., 2007). Este método
ha sido especialmente util en regiones donde hay enfermedades transmitidas por
mosquitos. Por ejemplo, en Vietnam se consiguié reducir el dengue con una campafa
de inoculacién de especies de cyclopoides autdéctonas en los depésitos de agua de las
casas, para el control de larvas de Ae. aegypti (Kay y Nam, 2005; Vu y cols., 2012). En
Florida, la poblaciéon de Mesocyclops longisetus (Thiébaud, 1912) aument6 en los dos o
tres meses, después de ser introducidos en contenedores de dreas urbanas/suburbanas,
controlando a largo plazo las poblaciones de mosquitos en la zona (Soumare y Cilek,
2011). Sin embargo, los copépodos solo se alimentan de los primeros estadios larvarios
por lo que, tras ese periodo de crecimiento poblacional, el control de culicidos por los
copépodos no es total. Por ello, la combinacién con toxinas bacterianas (véase mas
adelante), inocuas para los copépodos, puede ser una opcién muy util para combatir
los estadios larvarios mas avanzados. No se conoce mucho acerca de la capacidad
predadora de muchas de las especies de copépodos europeos, a excepcion del trabajo
de Veronesi y cols.,, (2015) que presentaron resultados positivos del control de
Ae. albopictus en Italia con Macrocyclops albidus (Jurine, 1820).

3.5.2.3.3. Bacterias y hongos entomopatégenos

De forma natural, existen algunos organismos que resultan patogénicos para los
mosquitos y que también pueden ser considerados como estrategias de control
bioldgico.

Bacillus ~ thuringiensis Berliner, 1915, serotipo israelensis (Bti) se emplea
frecuentemente para el control de mosquitos. Se trata de una bacteria gram-positiva
que, durante el proceso de esporulacién, produce una serie de proteinas altamente
toxicas para las larvas acuaticas de culicidos y simtlidos, al ser ingeridas (Lacey, 2007).
La aplicacion continuada de Bti podria desencadenar la apariciéon de resistencia a la
toxina como se describi6é para Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Georghiou y cols., 1997).
Para evitar este tipo de problemas, puede combinarse Bti con Lysinibacillus sphaericus
(Neide, 1904)) (Lsph) (Guidi y cols., 2013; Boyce y cols.,, 2013). Esta especie
anteriormente era conocida como Bacillus sphaericus (Ahmed y cols., 2007). Esta especie
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también puede emplearse sola, puesto que posee propiedades parecidas al Bti pero con
persistencia de varias semanas. Se ha probado su eficacia frente a varias especies de
mosquitos invasores, incluido Ae. albopictus (Anderson y cols., 2011; Eritja, 2013).

Por otro lado, se conocen varios géneros de hongos entomopatégenos que producen
esporas infectivas (conidios) que se adhieren y penetran en la cuticula del insecto,
liberando toxinas que terminan por matarlo (Scholte y cols., 2004). La mayoria de
trabajos han demostrado el efecto patogénico de Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. y
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin sobre los principales vectores de malaria
(Knols y cols., 2010; Blanford y cols., 2005) asi como sobre Ae. aegypti (Paula y cols.,
2011) y, mas recientemente, sobre Ae. albopictus (Lee y cols., 2015). Son una alternativa
prometedora como método de control de mosquitos (Darbro y cols. 2012) ya que la
EPA (Agencia de Proteccion Ambiental Americana) ha sefialado que no existe riesgo
de intoxicacién humana por el uso de M. anisoplize ni efecto nocivo sobre otra
entomofauna beneficiosa (EPA, 2009). En estas dos especies de Aedes, se ha observado
tanto efecto larvicida como adulticida por parte de M. anisopliae (Scholte, 2007). La
actividad ovicida ha sido sefialada por Sousa y cols. (2013), sobre huevos de Ae. aegypti.

El potencial entomopatoégeno de B. bassiana se ha empleado en una trampa de
diseminacién de piriproxifeno (larvicida) para producir la posterior muerte de la
hembra diseminadora (Snetselaar y cols., 2014).

3.5.2.4. Liberacion de mosquitos modificados y seleccion de machos

A continuacién, se presentan una serie de nuevas técnicas de control biolégico
todavia en fase de desarrollo que se basan en modificar de alguna manera los
ejemplares de mosquitos. Estos, seran liberados para producir efectos de control en las
poblaciones de mosquitos intervenidas.

La mayoria de estas lineas de investigacién acttia sobre los machos, pero como la
separacion por sexos se hace en el estadio de pupa, existe un cierto riesgo de liberaciéon
de hembras fértiles. Machos y hembras difieren en el tamafio del cefalotérax pupal,
siendo mas grandes las hembras, por lo que se emplean tamices de tamafio de poro
calibrados (Bellini y cols., 2007; Mikery-Pacheco y cols., 2015). Pero este tamafio
corporal se conserva siempre que se mantengan estables diversas condiciones durante
la cria como la temperatura, la densidad poblacional, la dieta, etc..., ya que como se ha
indicado anteriormente, pueden afectar al tamafio de los individuos. Aun asi, se
produce un error del 5% o mas (Bellini y cols., 2007; Mikery-Pacheco y cols., 2015), que
parece insignificante pero, al liberar decenas de miles de individuos, podria contribuir
al aumento de la poblacién de mosquitos cerca del area de suelta.

Por otro lado, parte de los machos resultan dafiados, lo cual hace que la produccién
pierda eficiencia (Bellini y cols., 2007). Para evitar esto, se irradian las pupas con una
dosis lo suficientemente potente como para repercutir negativamente sobre la
fecundidad y fertilidad de las hembras pero que no afecte al potencial reproductor de
los machos (Zhang y cols., 2015). Desde el punto de vista de la epidemiologia de
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picaduras, este método seguiria siendo inadecuado, ya que aumentaria, al menos al
principio, el nimero de individuos picadores en las areas de suelta.

La maés reciente aproximaciéon al problema trata de manipular el factor que
determina la masculinidad (male determining factor) en Ae. aegypti (Hall y cols., 2015;
Adelman y Tu., 2016) de modo que se produzca una conversiéon de las hembras en
macho o produzca la muerte de las hembras.

3.5.2.4.1. La técnica del insecto incompatible (T1I)

La TII est4 basada en el efecto que tiene la bacteria endosimbionte Wolbachia pipientis
Hertig, 1936 sobre algunas especies de insectos. Esta presente de forma natural en otros
atrépodos y en nematodos. En el caso de los mosquitos, su presencia induce un
fenotipo con una caracteristica reproductiva conocida como incompatibilidad
citoplasmatica (IC). Esta se traduce en una inviabilidad de la descendencia cuando un
macho infectado copula con una hembra no infectada (IC unidireccional) o infectada
por otra cepa de Wolbachia (IC bidireccional). Sin embargo, cuando las hembras estan
infectadas si que pueden dar descendencia viable tanto con machos infectados como
con no infectados. En estos casos, la bacteria se transmite de una generacion a la
siguiente manteniéndose asi de forma natural la infeccién dentro de la poblacién
(Atyame y cols., 2016).

Esta es una linea de investigaciéon prometedora y se esta trabajando en nuevas cepas
con multiples infecciones (Zhang y cols., 2015). La infeccion natural por Wolbachia esta
descrita en algunas especies de mosquitos vectores de enfermedades como Culex
pipiens y Ae. albopictus (McGraw y O’'Neill, 2013) pero no en Ae. aegypti, aunque se han
conseguido machos infectados que no presentan problemas de viabilidad (McMeniman
y cols., 2009).

El uso de esta alternativa se torna atin més interesante puesto que se ha observado
que la infeccion de Wolbachia puede prevenir la transmisiéon de arbovirosis como el
dengue, chikungufa, fiebre amarilla, encefalitis japonesa, zika y algunas filarias
(Moreira y cols.,, 2009; Mousson y cols.,, 2012; Hoffman y cols., 2015) y mas
recientemente en Ae. aegypti del virus zika (Dutra y cols., 2016). El proyecto “eliminate
dengue” lidera las investigaciones que apoyan esta técnica para el futuro del control de
enfermedades (http:/ /www.eliminatedengue.com).

En Estados Unidos se ha aprobado recientemente el uso de esta técnica para liberar
machos infectados en 20 estados y en paralelo se esta desarrollando la técnica en China
(Waltz, 2017).

3.5.2.4.2. La técnica del insecto estéril (TIE)

La TIE es un método de lucha biolégica consistente en la cria masiva y suelta de
machos de insectos previamente esterilizados mediante irradiacion o con agentes
quimicos. La esterilizacién se produce tras generarse aberraciones cromosoémicas y
mutaciones letales dominantes en el esperma. Al copular con hembras silvestres, dan

lugar a la puesta de huevos inviables, evitando asi su descendencia.
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Esta técnica ha demostrado su éxito en el control de diferentes especies como el
gusano barrenador del ganado Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858) en los Estados
Unidos, México y América central, asi como Libia, la mosca tsetsé Glossina austeni
(Newstead, 1912) en Zanzibar (Vreysen y cols., 2014) y la mosca mediterranea de la
fruta Ceratitis capita (Wiedemann, 1824) en numerosos paises (Alphey y cols., 2010). En
términos de control de mosquitos, el uso de esta técnica elimindé con éxito a Culex
quinquefasciatus en una isla de Florida y Anopheles albimanus Wiedemann, 1820 en El
Salvador (Patterson y cols., 1970).

Sin embargo, es esencial que para que la TIE sea eficaz debe haber una
supervivencia y capacidad de cépula similar entre los machos estériles y los machos
silvestres (Oliva y cols., 2012). Para ello se han propuesto métodos de control de
calidad de la produccién (Balestrino y cols., 2017).

El Organismo Internacional de Energia Atémica (IAEA por sus siglas en inglés) y la
Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
promueven el uso de la TIE, dando soporte para investigar y solucionar los problemas
que conllevan su aplicacion (Lees y cols., 2015).

A pesar de las dificultades, algunos estudios preliminares llevados a cabo en Italia
sefialan que esta estrategia puede ser de gran utilidad para el control de Ae. albopictus
(Bellini y cols., 2013). En Espafa, la Consejeria de de Agricultura, Medio Ambiente,
Cambio Climatico y Desarrollo Rural de la Comunidad Valenciana y la empresa
TRAGSA, como participantes del proyecto internacional “Mosquito Handling, Transport,
Release and Male Trapping Methods”, estan realizando ensayos y actividades
preparatorias para un proyecto piloto de lucha contra esa misma especie, que se
desarrollard a lo largo de 2017 y 2018 (TRAGSA, 2017). Algunos autores también
apuestan por la combinacién de insectos estériles con otras técnicas como la infecciéon
con Wolbachia (Zhang y cols., 2015), la autodiseminacién de inhibidores del crecimiento
(Bouyer y Lefrancois, 2014) e, incluso, la diseminacién de densovirus en las
poblaciones silvestres con el fin de producir la muerte masiva de larvas descendientes
(Bouyer y cols., 2016).

3.5.2.4.3. Mosquitos genéticamente modificados

Por dltimo, existe otro método, la modificaciéon genética de mosquitos. Unas van
encaminadas al control de los mosquitos pero otras se centran en disminuir la
transmisiéon de las enfermedades vectoriales. Existen tres lineas principales de
investigacion.

En primer lugar, La mds conocida es la liberaciéon de machos portadores de un gen
dominante letal. La letalidad de tal gen se inhibe en presencia de tetraciclina, lo que
permite su cria. En libertad, al no disponer de una fuente de tetraciclina, los individuos
mueren en fase larvaria (Phuc y cols., 2007). Los machos genéticamente modificados
transmiten el gen letal cuando copulan con hembras silvestres, que originaran una
descendencia que morird en estadio larvario. Las cepas transgénicas de estos

mosquitos son propiedad de la empresa Oxitec (Oxitec Ltd, Abingdon, UK). La
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experiencia llevada a cabo en las Islas Caimédn demostré que la cepa OX513A de
Ae. aegypti compite eficazmente con machos salvajes y llegé a reducir un 80% la
poblacién local de la especie (Harris y cols., 2012). En Brasil, se realizaron experiencias
en la ciudad de Juazeiro (Bahia), llegandose a reducir un 95% la poblacién local de Ae.
aegypti (Carvalho y cols., 2015). A pesar de los resultados prometedores, todavia existe
mucha controversia acerca de la utilizacion de estas técnicas para el control de vectores
que transmiten enfermedades ya que se desconoce, en muchos casos, el impacto que
podria tener en las poblaciones silvestres debido a que la tetraciclina puede estar
presente en el agua, inactivando asi la modificacion genética de los machos (Bouyer y
cols., 2016). También se ha trabajado con hembras de Ae. albopictus y Ae. aegypti
portadoras de un gen letal dominante que las incapacita para volar, picar y copular
(Labbé y cols., 2012).

En segundo lugar, existe el método del RNAi (RNA interference) que pretende
mejorar la respuesta inmune del insecto reconociendo y degradando los virus de RNA
invasores. En Ae. aegypti, por el momento, se ha trabajado en genes resistentes al virus
dengue tipo 2 (Franz y cols., 2006; Blair y Olson, 2015).

Por dltimo, algunos investigadores trabajan en genes HEGs que codifican enzimas
endonucleasas, que reconocen y cortan regiones especificas del ADN. Los HEGs
pueden programarse para alterar genes relacionados con la competencia vectorial, la
fertilidad o la determinaciéon de sexos, seleccionando asi una poblacién con hembras
resistentes a patégenos o disminuyendo progresivamente las densidades
poblacionales. Hasta la fecha, se han modificado ejemplares de Ae. aegypti (Traver y
cols., 2009) y An. gambiae (Windbichler y cols., 2011).

Estas técnicas tienen todavia que demostrar su potencial como métodos de control
en campo, en condiciones naturales donde pueden enfrentarse a multitud de
pardmetros que inactiven los efectos de las cepas transgénicas.

Brown y cols. (2014) proponen lugares donde realizar de segura los ensayos en
campo con mosquitos genéticamente modificados. Deben hacerse de forma segura y
respetuosa con el medio ambiente y la OMS proporciona una guia de buenas practicas
para los ensayos con mosquitos genéticamente modificados (OMS, 2014). El Protocolo
de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio sobre la Diversidad
Biologica de 1999 (http://bch.cbd.int/ protocol/default.shtml) se debe aplicar sobre la
produccién de mosquitos genéticamente modificados (Marshall, 2010). Dentro del
marco del Convenio de sobre la Diversidad Bioldégica (https:/ /www.cbd.int), en 2010,
se cre6 un grupo de trabajo ex profeso de evaluacién y manejo de riesgos de mosquitos
genéticamente modificados (https:/ /bch.cbd.int/ onlineconferences /
mosquitoes_ahteg_ra.shtml) que generd una directriz al respecto. En 2015, se celebré
un congreso sobre las nuevas aproximacion del manejo de vectores (Translational
Considerations of Novel Vector Management Approaches) (Costero-Saint Denis y cols.,
2016) que concluy6 en diversos aspectos sobre la necesidad de regulacién y control de
estas metodologias.

43



Otros simbiontes
Transgénicos
Genes
antipatégenos

2 | | . o e
_| Hongos entomopatdgenos 1| Insecticidas moleculares y técnicas genéticas _

w
S Control de juveniles Control de Adultos
°
E Limpieza de recipientes (lejfa, vaciado) Pulverizacion ambiental
e p e e ; i i Ay
O Manipulacion de recipientes (cubrir, perlas de wc_<m:N.m\n_o: am_o_c_m_ cniintenores
ot roteccién persona
2 poliestireno) P
° Tratamiento de recipientes _‘ Pulverizacién ambiental: cafién de ULV, tratamientos en aeronaves \_
p— .7 .
.I.m Omm.ﬁ_OD.m\B—u_msﬁm_ _. Proteccion personal _._
= Legislacion
4] Tratamiento de recipientes -DEET
3 — a — Pulverizacién
o Insecticidas -Picaridin — c. Sl —
c -Temefos  -Diflubenzuron eguiErEs .ﬂmm_a.cm_ms
v -Novaluron -Bti ;  interiores
i -Spinosad _ Metopreno *
> _I Lejla I_ Piriproxifen P . . - -
wn
9 Bioldgicos V lyu _— lﬁ lyu ly
m | -Copepodos  peceslarvivoros | ’ ) ; - ’ ’ ’
7 Emergencia Copula Ingesta de azlcares  Ingesta de sangre Reposo  Puesta de huevos
=
% o
) Cebos Modificacion del "
_ _ Ovitrampas
< _- RIDLyfsRIDL .__l téxicos |_ comportamiento — letales _
> azucarados _. Cortinas ._ O
& Wolbachia IRS
i)
o)
-—
>
<
—
«
Yo
5
52

mosquitos. Modificado de Achee y cols., 2015

44



3.6. Estudios genéticos

Inicialmente, el estudio de la genética de Ae. albopictus estaba destinado al mejor
conocimiento de su cariograma. Los trabajos estaban enfocados a entender la
estructura genética y como ésta definia el sexo y el fenotipo de la especie. Asi, Rai
(1963) describié que Ae. albopictus posee tres pares de cromosomas metacéntricos con
un contenido de DNA haploide variable. El avance en las técnicas de trabajo molecular
con marcadores de tipo enzimatico permitié, en los afios 80 del siglo XX, describir
mutaciones y crear ciertas agrupaciones morfolédgicas de la especie (Tadano, 1984, 1987;
Yong y cols., 1981). Mas tarde, se trabajé analizando la variacion de alozimas con
muestras americanas lo que permitié6 describir las primeras observaciones de
diferenciaciéon genética a nivel local de las poblaciones de mosquito tigre (Black y cols.,
1988a, b). Los estudios genéticos se centraron, entonces, en tratar de relacionar las
poblaciones de mosquito tigre invasoras con el origen de éstas. Calcularon que
alrededor de un 75% de la variacion en las frecuencias alozimaticas de las poblaciones
americanas eran debidas a diferencias existentes en cada punto de muestreo de una
misma ciudad. Esto podria ser atribuible a la reciente colonizacién ocurrida en el pais,
con numerosos pequenos procesos fundadores en cada ciudad. Este hecho se pudo
corroborar poco después con muestras de Malasia en las que también se observaba un
patrén similar con una fuerte diferenciacion local con una relativa poca variacion
genética entre regiones geograficas (Black y cols., 1988b). Estos marcadores mostraron
muy buena resoluciéon y permitieron estudiar la relacién existente entre individuos y
poblaciones mundiales, asi como analizar la varianza genética existente en y entre las
poblaciones (Kambhampati y cols., 1991; Urbanelli y cols., 2000). Sin embargo, las
isozimas originaron problemas a la hora de detectar polimorfismos y, por tanto, su uso
se restringi6 a estudios mas descriptivos de la estructura de las poblaciones.

A principios del siglo XXI, se trabajé con nuevos marcadores de DNA como son los
RFLP (Restriction Fragment Length polymorphism), los RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), y en la dltimas décadas, con secuencias haplotipicas del DNA
mitocondrial (mtDNA) (Citocromo b, COI, ND5), DNA ribosomal (rDNA) con sus tres
subunidades altamente conservadas (18rDNA, 5.8rDAN y 28rDNA) separadas por dos
espaciadores (ITS1 e ITS2). Algunas de estas técnicas mostraron ciertas limitaciones
para detectar variabilidad genética y por ello, més recientemente, los microsatélites y
los SNP (Single nucleotide polymorphism) han ayudado a complementar los estudios para
esclarecer muchas de las incognitas acerca de los patrones de flujo génico y la
estructura genética de Ae. albopictus (Medley y cols., 2015). Estas técnicas han permitido
diferenciar poblaciones a escala local, e incluso continental, y han ayudado a entender
los procesos dispersivos de esta especie desde su area nativa original (Aguirre-
Obando, 2017). Hay que tener en cuenta que los datos de los distintos trabajos son
muy dispares como para proporcionar una sintesis de la historia demografica de este
mosquito (Goubert y cols., 2016).

Recientemente, Kotsakiozi y cols. (2017), utilizando SNPs, observaron que, a nivel
mundial, existen dos grandes grupos genéticamente distantes y que incluyen
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poblaciones de las areas de origen y de aquellas donde ha tenido lugar la invasion. Asi
describieron que por un lado existe un grupo (cluster 1) formado por poblaciones de
Japon, EEUU e Italia, confirmando lo que otros autores habian descrito (Urbanelli y
cols., 2000; Birungi y Munstermann, 2002). Por otro lado, el cluster 2, agrupa
poblaciones del sureste asiatico como Malasia, Singapur y Vietnam, con poblaciones de
Brasil, Africa y Grecia. Manni y cols. (2017), también sugirieron que Europa ha sufrido,
al menos, dos procesos invasores por poblaciones de Ae. albopictus genéticamente
diferentes.

Por otro lado, el interés por el mayor conocimiento de la estructura genética de esta
especie invasora va mas alld de la reconstruccioén de las rutas plausibles de dispersion
de Ae. albopictus a escala global. Se ha comprobado que el flujo génico de las
poblaciones puede interferir en la difusiéon de alelos clave para la codificaciéon de
resistencias a insecticidas (Hemingway y cols., 2004; Low y cols., 2015; Chen y cols.,
2016). Asi, las poblaciones de Grecia, Brasil y Singapur comparten la misma mutaciéon
kdr F1534C, que otorga resistencias a piretroides y DDT (Xu y cols., 2016; Aguirre-
Obando y Navarro-Silva, 2017), confirmando la posible agrupacién de Kotsakiozi y
cols. (2017) y mostrando la utilidad aplicada de los estudios de genética de poblaciones
de mosquito tigre.

De igual manera, la variacion genética afecta a la relacién de los mosquitos con los
patégenos que transmite y con el ambiente, de modo que distintas poblaciones
genéticas pueden mostrar diferencias en la dinamica epidemioldgica de dispersion y
transmisioén, lo que significa diferentes capacidades vectoriales (de Oliveira., 2003;
Fernandez y cols., 2004; Zouache y cols., 2014; Chouin-Carneiro y cols., 2016). Por lo
tanto, conocer el origen de las invasiones puede sin duda considerarse una herramienta
maés, que complemente los protocolos de actuacién de salud publica (Kotsakiozi y cols.,
2017).

Finalmente, la reciente secuenciacién del genoma completo de Ae. albopictus ha
generado una importante herramienta de trabajo para el futuro. INFRAVEC en
Europa, junto con un proyecto financiado por la Fundacion Nacional de la Ciencia de
China realizaron de forma independiente, pero casi simultanea, la secuenciaciéon del
genoma de poblaciones de Ae. albopictus criadas en laboratorio (Dritsou y cols., 2015;
Cheny cols., 2015).
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I. Distribucion de  Aedes albopictus
(Skuse, 1894) en Espana (2011-2016).
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I.1. Introducciéon

La distribucion de una especie se suele identificar con la situacion espacial de la
misma, aunque se debe también contemplar la variable temporal. A este respecto, se
han propuesto diversas clasificaciones de modelos ecolégicos, siendo la de Gertsev y
Gertseva, (2004) una de las mas aceptadas. Estos investigadores sefialan que la ecologia
es directamente dependiente del tiempo. Se pueden sefalar principalmente dos
variaciones temporales. Por un lado, la que se produce de manera histérica debido a
procesos como la expansion del rango de distribuciéon geografica asi como extinciones
locales. Por otro lado, estan aquellas que derivan de los cambios estacionales
producidos por las modificaciones de los parametros climaticos.

Desde el punto de vista de la Biogeografia, la expansién del rango de distribuciéon
en tiempo ecolégico (no en tiempo evolutivo) se contempla bajo dos procesos
fundamentales, la difusién o expansion en mancha de aceite y el salto dispersivo
(Morrone, 2009). El primero de ellos se refiere a aumentos graduales en el borde del
rango de distribucién. El salto dispersivo, también conocido como dispersion a larga
distancia, es un movimiento aleatorio en el que se aumenta el rango de distribucién
cruzando barreras y logrando el establecimiento de una poblacién en un area nueva.
En inglés, se diferencian los términos dispersion para los movimientos de los individuos
dentro del rango de distribucién de la especie, mientras que el término dispersal se
refiere al salto dispersivo. Al no haber estas diferencias en espafiol, se suelen producir
confusiones al tratar ambos procesos.

El estudio de la dindamica poblacional estacional se denomina fenologia. De forma
general, se observan periodos de minimos poblacionales en los periodos mas adversos,
generalmente el invierno por las bajas temperaturas (aunque puede haber minimos por
muy altas temperaturas y sequia) y maximos en los periodos favorables, con aumento
de temperatura y precipitaciones.

I.1.1. Factores que influyen en la distribucién

Aedes albopictus es la especie de mosquito invasor que mas rdpidamente se ha
dispersado por todo el mundo (Gratz, 2004; Benedict y cols., 2007; Kraemer y cols.,
2015). Originariamente zo6filo y asociado a los bosques tropicales del sureste asiatico,
inici6 su dispersion por los Océanos Indico y Pacifico (Delatte y cols., 2009) vy,
posteriormente, a los continentes americano y europeo (Medlock y cols., 2012;
Carvalho y cols., 2014). El éxito de su expansién geografica se debi6 a diferentes
factores. En primer lugar, la dispersiéon pasiva gracias a huevos resistentes a la
desecacion adheridos a mercancias (Reiter y Sprenger, 1987). En segundo lugar, el
transporte accidental de adultos en el interior de vehiculos (Flacio y cols., 2004; Eritja y
cols., 2017). Todo ello facilitado por su particular plasticidad fisiolégica, genética y
ecologica (Hawley, 1988). Por ejemplo, se ha sefialado la capacidad de adaptarse a
climas templados al inducir la diapausa en los huevos invernantes, existiendo
poblaciones tropicales sin esta facultad y poblaciones de zonas templadas que si la
realizan con diferentes fotoperiodos criticos (fotoperido que indice la diapausa al 50% de
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la poblaciéon) (Leinshman y cols., 2011; Ambruster, 2016). Este hecho interfiere en las
resistencias de dichas poblaciones a las bajas temperaturas de los huevos de diapausa,
siendo mas resistentes los de latitudes mas frias (Hawley y cols., 1989). También ha
conseguido colonizar multitud de lugares disponibles en 4reas urbanas y periurbanas.

La temperatura afecta de forma critica a la dindmica de poblaciones de mosquitos y,
por ser un factor limitante en el establecimiento, ha sido el factor mas empleado en los
modelos predictivos de nuevas areas de expansion. Se ha observado que la
temperatura media del mes mas frio (enero en el hemisferio norte) por debajo de entre
-10°C a -5°C (estudios de campo en varios paises) no permite el establecimiento de esta
especie (Waldock y cols., 2013), siempre y cuando se trate de las poblaciones de tipo
templado con capacidad de producir huevos de diapausa. Para las poblaciones
tropicales (sin capacidad de diapausa), éste umbral se eleva hasta la temperatura limite
que permite vivir a las larvas y pupas, que estd en torno a los 10°C (Waldock y
cols., 2013). Las bajas temperaturas también afectan a los adultos. Por debajo de 13°C,
las hembras interrumpen la basqueda de hospedadores. Por debajo de 9°C, cesan su
actividad (Roiz y cols., 2010). Por el contrario, se han estimado que las temperaturas
por encima de 40°C resultan letales para todas las fases del ciclo (salvo resguardos
microclimaticos) (Waldock y cols., 2013).

Otro factor climatico considerado, aunque mas recientemente, es la precipitaciéon. En
distintos lugares se ha observado una relacién positiva entre lluvia y los picos de
poblacién y el establecimiento de esta especie, pero en otros casos no se observa
(Waldock y cols., 2013; Roiz y cols., 2015). Este es un factor bastante complejo de
estudiar porque hay que identificar cual es la relacién entre la precipitacion y el
mosquito tigre. Porque, ademas, influye en la humedad relativa, la cual afecta a los
huevos y a los adultos (Dickerson, 2007; Murdock y cols., 2017). La hip6tesis mas
habitual es que las lluvias proporcionan los lugares de cria necesarios para el mosquito
tigre (poblaciones lluvia-dependientes), aunque evidentemente existen poblaciones no
lluvia-dependientes (Waldock y cols., 2013). S6lo una influencia negativa ha sido
seflalada en la relacion entre precipitacion y Ae. albopictus. En el caso de fuertes
precipitaciones, las lluvias torrenciales pueden arrastrar a los inmaduros (Dieng y
cols., 2012).

Con el tiempo, se ha podido comprobar que otros factores como el uso del suelo, del
agua, asi como factores socio-econémicos, pese a ser dificilmente cuantificables, deben
ser integrados en los modelos, para hacerlos mas realistas y por lo tanto mas ttiles
(Nagao y cols., 2003, Kraemer y cols., 2015).

I.1.2. Distribucién geografica conocida en Espaina 2004-2010.

Tras la primera deteccion en Europa (Albania en 1979), en muchos paises europeos
se comenzo la vigilancia entomoldgica por el miedo a su llegada. Actualmente, se ha
detectado en 28 paises, aunque solo se considera establecida en 21 (ECDC, 2017;
Marabuto y cols., 2018; Costa-Osorio y cols., 2018). La obvia situaciéon de riesgo de
colonizacién de la Peninsula Ibérica (Knudsen y cols., 1996; Eritja y cols., 2005) llevo, a
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partir de 2003, a realizar estudios prospectivos en el marco de la red cientifica
multidisciplinar EVITAR (Enfermedades Viricas Infecciosas Transmitidas por Artrépodos y
Roedores) pero no se obtuvieron evidencias de la presencia de Ae. albopictus (Roiz y
cols., 2007). Sin embargo, a raiz de un incremento de consultas en atencién primaria
por picaduras de insectos (Giménez y cols., 2006) en el municipio barcelonés de San
Cugat del Vallés, se realiz6 en 2004 un estudio de campo que confirmd, por primera
vez, la presencia de esta especie invasora en Espafa (Aranda y cols., 2006). El mosquito
tigre se expandié rdpidamente por la provincia y poco a poco al resto de Catalufa
(Torrell-Sorio y Fernandez-Rodriguez, 2008; Roiz y cols., 2007; Roiz y cols., 2008). De
forma puntual, se detecté en una urbanizacién de la costa de Orihuela (Alicante) a raiz
del aviso por parte de un turista que residia habitualmente en Barcelona (Roiz y
cols., 2007).

En 2007, entra en vigor el Reglamento Sanitario Internacional (OMS, 2005). En los
capitulos II, IV y el Anexo B, se incluye, entre otros aspectos, la obligacién por parte de
los Estados miembros de la Organizacion Mundial de la Salud de establecer un
programa de vigilancia y control de vectores en y alrededor de los potenciales puntos
de entrada (principalmente puertos y aeropuertos). En 2009, el Ministerio de Sanidad
incluye, dentro del “Plan nacional de vigilancia entomologica en aeropuertos y puertos frente
a vectores importados de enfermedades infecciosas exdticas, y vigilancia de potenciales vectores
autdctonos de dichas enfermedades”, el objetivo de realizar una basqueda de Ae. albopictus
por zonas potenciales de expansion en Espafia. Este estudio se realiza fuera de la
Comunidad Auténoma de Catalufia, la cual ya tenia establecido un programa propio
de seguimiento y control de la especie. En poco tiempo, se comprobé que el mosquito
tigre se habia establecido en el sur de la Comunidad Valenciana (Delacour y cols.,
2009). En 2010, el aviso de un vecino de Benicassim di6 lugar a un muestreo
entomoldgico que confirmo la presencia de la especie invasora, por primera vez, en la
provincia de Castellon (Delacour y cols., 2010). Esto puso en evidencia que las
poblaciones de mosquito tigre estaban en plena expansién por la cuenca mediterranea,
probablemente mediada por vehiculos a través de las principales carreteras como
anteriormente habia sido descrito en Estados Unidos, Italia y Francia (Moore y
Mitchell, 1997; Flacio y cols., 2004; Roiz y cols., 2007). Considerando que la distribucién
de Ae. albopictus estd estrechamente relacionada con las condiciones climéticas. Los
primeros modelos bioclimaticos predictivos basados en datos de temperatura y
pluviometria de las zonas donde el vector ya estaba establecido, consideraban
principalmente la cornisa cantabrica como area de posible expansion geogréfica de la
especie y no sefialaban al sureste de Espafia como un area especialmente sensible para
su asentamiento (ECDC 2009). Sin embargo, su comentada capacidad de adaptaciéon
hizo que, incluso en lugares con valores bajisimos de precipitacion anual, las hembras
encontraran acomodo a la hora de reproducirse (Eritja y cols. 2005, Roiz y cols. 2007).
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Figura 15.Distribucién conocida de Ae. albopictus en Espafia 2004-2010
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I.1.3. Mosquito tigre y salud ptablica en Espafia

El interés por un mejor conocimiento de la distribuciéon de esta especie radica en la
necesidad de controlarla, tanto por su cardcter de especie invasora (Real Decreto
630/2013, ultima modificaciéon 17/6/2016), como por su relacién con la salud publica.
Respecto a este segundo aspecto, es responsable de la considerable pérdida de calidad
de vida en ciertas zonas (Halasa y cols., 2014) a consecuencia de su agresividad y
marcada antropofilia. Pero el papel que ocupa como vector de enfermedades
reemergentes en Europa es la principal causa de preocupacion. Ae. albopictus esté
implicado en los recientes brotes de chikungufia y dengue acontecidos en paises
cercanos (Rezza y cols.,, 2007; La Ruche y cols., 2010; Grandadam y cols., 2011;
Marchand y cols., 2013; Delisle y cols., 2015; Manica y cols., 2017). Ademads, en los
altimos afios diversos estudios han sefialado que es competente para la transmision del
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virus zika aunque en menor grado que Ae. aegypti (Grard y cols., 2014; Di Luca y cols.,
2016; Jupille y cols., 2016; Chouin-Carneiro y cols., 2016; Heitman y cols., 2017; Liu y
cols., 2017), hasta que se detect6 en ejemplares de México (PAHO, 2016; Huerta y cols.,
2017). Considerando la estrecha conexién y cercania histérica, cultural y social que
existe entre América Latina y Espafia, no cabe duda de que los brotes epidémicos que
ocurren en paises endémicos pueden repercutir de forma directa en nuestro entorno
(Gonzélez y cols., 2017).

En 2016, se publicé el Plan Nacional de Preparacién y Respuesta frente a enfermedades
transmitidas por vectores (Dengue, Chikungufa y Zika) (CCAES, 2016). En él, se
recogen los aspectos a tener en cuenta para prevenir y/o controlar la transmision
autéctona de estas enfermedades emergentes mediante la puesta en marcha de
protocolos de vigilancia epidemioldgica y entomoldgica, hecho que requiere de una
gran coordinacién para que sean eficientes (Millet y cols., 2017). E1 CCAES (2016)
reporta datos que reflejan que, desde 2014, se ha incrementado el ntimero y el tipo de
arbovirosis importadas. Suelen notificarse mayormente en Catalufia y Madrid, como
también reportan Gonzalez y cols., (2017) y Millet y cols., (2017). Estos datos sefialan
que existe un riesgo real y considerable de apariciéon de brotes autéctonos, sobre todo
en aquellos lugares en los que coincidan pacientes en fase virémica (que hasta la fecha
han sido siempre casos importados) y el vector competente (Ae. albopictus). El riesgo
serd mayor en aquellas zonas que reciban mucho flujo de viajeros provenientes de
zonas endémicas y el mosquito tigre esté muy establecido y con altas densidades
poblacionales (Rocklov y cols., 2016). Este riesgo sera mayor, sobre todo, en los meses
de verano cuando aumenta la temperatura y, por consiguiente, la capacidad vectorial.

I.1.4. Justificacion y objetivos

Dado el impacto sanitario de estas enfermedades vectoriales, su rdpida dispersion a
nivel global y la ausencia de medidas profilacticas (vacuna) o terapéuticas (tratamiento
especifico) el conocimiento de la distribucién actual del vector en Espafia, es la base
para el disefio de estrategias para el control de transmision de dichas enfermedades
(Semenza y cols., 2014; Messina y cols., 2015). La generacion de mapas actualizados de
la presencia del vector puede mejorar los esfuerzos para entender la epidemiologia
espacial de las arbovirosis asociadas, asi como predecir como éstas pueden fluctuar en
el futuro (Kraemer y cols., 2015). De igual manera, la caracterizacion de la dindmica
estacional de las poblaciones, asi como los parametros medioambientales que la
modelan, serd esencial para controlar a los vectores y minimizar, por tanto, el impacto
de futuros brotes de enfermedades en Espaia.

Los objetivos de esta secciéon de la tesis doctoral corresponden con los dos primeros

planteados:

i. Estudio de la biogeografia de Ae.albopictus en Espafia: rango de distribucion y
modificacion del mismo a lo largo del tiempo.

ii. Conocimiento de la dindmica estacional de la especie en zonas geogréaficamente
distantes.
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I.2. Material y métodos

I.2.1. Descripcion del area de estudio

Espafia, ubicada al suroeste de Europa, comprende parte de la Peninsula
Ibérica (el 85% del territorio), los archipiélagos de las Canarias y de Baleares, asi como
las ciudades de Ceuta y Melilla, en Africa. Sus costas estan bafiadas al norte con el mar
Cantdabrico, al oeste con el océano Atldntico (comparte territorio peninsular con
Portugal) y al este y el sur por el mar Mediterraneo. Tiene una superficie de 506.030
km?, incluidos los territorios africanos e insulares. Se localiza aproximadamente entre
43° 47" 24” N. (Estaca de Bares) y los 36° 00" 03" S. (Punta de Tarifa) de latitud, y entre
los 7° 00" 29” E. (Cabo de Creus) y 5° 36" 40” O. (Cabo de Tourinam) de longitud.
(Instituto geografico Nacional, 2017).

El relieve de Espana se articula en torno a la gran Meseta Central que ocupa la
mayor parte del centro de la Peninsula Ibérica. Fuera de la meseta, estan la depresion
del rio Guadalquivir, situada al suroeste y la del rio Ebro, en el noreste. Las principales
cadenas montafiosas se encuentran al norte, Cordillera Cantdbrica y los Pirineos
(frontera natural con Francia), al este el Sistema Ibérico y Sierra Morena al sur (Aliaga,
2010).

Figura 16. Mapa fisico de Espafa (Gifex, 2009)
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Con la excepcioén de Suiza, Espafia es el pais mas elevado de Europa, con una altitud
media de 600 msnm. Una sexta parte del territorio tiene una elevacion de mas de 1.000
msnm, y mas de la mitad del mismo se encuentra entre 500 y 1000 msnm. Aunque
Espafia se encuentra en la zona templada, su accidentado relieve da lugar a una gran
diversidad de climas influidos también por los vientos, las precipitaciones y la
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temperatura. Se describen principalmente tres zonas climaticas: la mediterranea,
caracterizada por inviernos templados (salvo en el interior o las montafas) y veranos
muy calurosos, con pocas precipitaciones y déficit hidrico. La atlantica, con elevada
precipitaciéon y temperaturas templadas (inviernos suaves y veranos frescos). La
continental caracterizada por temperaturas mas extremas con inviernos muy frios y
veranos muy calurosos, aunque ultimamente se define como mediterrdnea de caréacter
continental. Canarias posee un clima subtropical, con temperaturas templadas y
precipitaciones variables segtn las islas, la orografia y la orientacion.

Las montafias del Cantabrico marcan la primera zona de division climatolégica bien
definida. Al norte de esta cadena, en la estrecha franja del norte, donde se sittan el Pais
Vasco, Cantabria, Asturias y Galicia, se encuentra lo que podriamos llamar la Espana
lluviosa, con un clima maritimo por excelencia, solamente con ligeras variaciones de
temperatura, suaves inviernos y veranos frescos, un cielo casi constantemente nublado
y frecuentes lluvias, aunque menores durante el verano. Al sur de la cadena cantébrica,
se encuentra la Espafia seca, con un clima extremadamente variable, siempre
caracterizado por escasas lluvias y mucho sol y tormentas ocasionales de corta
duracion (Instituto geografico Nacional, 2017).

La situacion geografica (entre la zona templada y la zona tropical), su orografia y su
posicién entre dos continentes y entre un mar y un gran océano, induce una gran
variabilidad climética. Por ello, en Espafia se pueden aplicar o adaptar clasificaciones
climaticas mundiales como la de Képpen (1918) y la de Walter (1977), aunque algunos
autores como Rivas-Martinez (1983) y Lopez-Fernandez y cols., (2008) han realizado
clasificaciones biocliméticas especificas para esta region.

1.2.2. Disefio general del estudio

En primer lugar, hay que destacar que los datos de los que se ha hecho uso
provienen de distintas fuentes, por un lado los resultantes del proyecto del Ministerio
de Sanidad, Asuntos Sociales e Igualdad, “Vigilancia entomoldgica en aeropuertos y
puertos frente a vectores importados de enfermedades infecciosas exdticas, y vigilancia de
potenciales vectores autoctonos de dichas enfermedades” y colaboraciones asociadas.

La colocacion de trampas y de recogidas periddicas de las tablillas se ha realizado
con la colaboracién de diferentes grupos de trabajo, como Universidades y centros de
investigacion, profesionales de control de plagas e, incluso, técnicos de los
ayuntamientos, vinculados directa o indirectamente con el estudio. Esto hace que el
protocolo de muestreo no se pueda contemplar como un método sistematico e
uniforme, sino que hay importantes variaciones debido a las limitaciones e intereses de
cada uno de estos participantes.

I.2.2.1. Seleccién de lugares de muestreo

El disefio del plan y la eleccién de municipios se vieron modificados a lo largo del
periodo de estudio.
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Inicialmente, la colocacién de trampas se plante6 respecto a las referencias de que,
pese a que el mosquito tigre es una especie de origen tropical que cria en huecos de los
arboles, se habia adaptado muy bien a ambientes urbanos y suburbanos. Entonces, en
el drea mediterranea, donde la urbanizacién estd muy concentrada al tiempo que se
combina con importantes manchas de vegetacion antropizada de distinta naturaleza
(jardines, huertas, patios con macetas, rotondas ajardinadas, etc.) se podria haber
producido una difusién gradual debido a su baja capacidad de dispersiéon propia. A
este aspecto de movilidad reducida se el afiadi6 la posibilidad de un desplazamiento

artificial mayor mediado por el transporte por carretera

De modo que, se procedié inicialmente a la colocaciéon de trampas en los
municipios positivos conocidos, asi como en sus colindantes, conectados por
principales vias de comunicaciéon; ademas de incluir Baleares (debido al intenso trafico
maritimo con Cataluna). En el transcurso de los afios, se fue abarcando cada vez mas
territorio tanto por la propia expansion del mosquito tigre como por el aumento de
colaboradores en el estudio.

Figura 17. Municipios estudiados en este trabajo (azul) y municipios
anteriormente detectados positivos en el periodo 2004-2010 (amarillo)
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A partir de 2013, tras confirmarse la presencia de Ae. albopictus en el suroeste de
Francia, justo en la zona fronteriza con el Pais Vasco
(https:/ /www .eidatlantique.eu/ page.php?P=153), se decidi6 iniciar la vigilancia en
zonas con cierto riesgo de introduccién mediante vehiculos, como era el caso del norte
de Espafia.

En 2014, un informe positivo a la presencia de Ae. albopictus en la provincia de
Malaga, por parte de la plataforma de ciencia ciudadana “AtrapaelTigre” (actualmente
“MosquitoAlert”), daba a entender que esta especie invasora estaba avanzando mucho
maés rapido de lo esperado. Este hecho se confirmaba un afio més tarde cuando,
también a través de este proyecto se sefialaba la presencia de la especie, por primera
vez, en territorios del interior de la peninsula, concretamente en Huesca. Asi, en 2016,
la Direcciéon General de Salud Puablica del Gobierno de Aragén, decidié poner en

marcha la vigilancia entomolégica en las tres provincias.

De acuerdo a la bibliografia (Roiz y cols. 2007; Carrieri y cols. 2011) y la propia
experiencia a lo largo del estudio, las zonas elegidas para la colocacién de las trampas
fueron principalmente, areas de servicio (por la constante parada de vehiculos que
pudieran transportar insectos en su interior), cementerios (lugares habituales de cria
del mosquito en floreros), complejos residenciales (con abundante vegetacion) asi como
zonas comunes en zonas urbanas como parques o viveros. Ademas, se tuvo en cuenta
las relaciones comerciales y turisticas, con zonas donde se conoce que existen
poblaciones de Ae. albopictus establecidas.

Asi, como se observa en la Figura 16, a lo largo del periodo comprendido entre 2011
y 2016, se trabajé en nueve comunidades auténomas y 21 provincias. Un total de 280
municipios fueron estudiados en los cuales se colocaron 7002 trampas repartidas en
3629 puntos.

I.2.2.2. Metodologia de captura y muestreo

Se emplearon trampas de ovoposicion, con frecuencia elegidas para la vigilancia de
vectores del género Aedes (Becker, 2003) y, en concreto, de Ae. albopictus (Romi y cols.,
2003) y otras especies cercanas, como Ae. aegypti (Bracks y cols., 2004), ya que las
mismas mimetizan los habitats naturales de cria (Di Luca y cols., 2001). La metodologia
consiste en la colocaciéon de un recipiente, generalmente de color oscuro, en cuyo
interior se sumerge en agua una tablilla de madera. La hembra depositaréd los huevos
sobre la tablilla, que se recogera y repondra periédicamente.

Cada una de las trampas se localizé anotando la direccién de la localidad y algunas
caracteristicas  ecoldégicas como la vegetacion cercana. Ademas, fueron
georeferenciadas mediante la utilizacion de GPS y Google Earth para facilitar la
elaboracion de mapas.

El periodo de muestreo no fue sisteméatico ni estandarizado. El inicio, el fin y la
duraciéon de los muestreos fue variable en funcién del drea de estudio debido a
deferentes circunstancias como la disponibilidad de personal asi como de
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presupuestos. Cada una de las estaciones se revis6 con periodicidad semanal o
quincenal, dependiendo de la zona. En este proceso, se retiraba cada una de las
tablillas, introduciéndose en bolsas de plastico correctamente identificadas y
remplazédndola por una nueva pieza de madera en la trampa. El agua era sustituida en
cada visita después de ser examinada en busca de larvas o pupas vertiéndola en una
bandeja de plastico. En caso de encontrarlas, se recogieron mediante una pipeta y se
almacenaron en alcohol de 70°, correctamente etiquetados.

1.2.2.3. Identificacion taxonémica

En el laboratorio, cada tablilla se examiné con estereomicroscopio a 30 aumentos en
busca de huevos. Si se encontraban, se procedia al recuento exacto. Cada una de las
caras de la tablilla era examinada, incluyendo los bordes, donde se puede localizar
presencia de huevos. Las tablillas positivas se guardaron a temperatura ambiente
(20°C) y se dejaron secar aproximadamente 7 dias. A fin de confirmar la identificacion
taxondémica, se realiz6 una eclosién controlada en laboratorio de bioseguridad 2. Para
ello, se sumergieron las tablillas en agua limpia libre de cloro siguiendo el protocolo de
Alarcon-Elbal y cols. (2010). La identificacién de los ejemplares resultantes fue por
identificacion en estado de adulto (sacrificados por congelacién) o mediante el
sacrificio de las larvas de cuarto estadio. Estas tltimas fueron fijadas en alcohol de 70°
para posteriormente ser montadas con liquido de Hoyer e identificadas al microscopio
siguiendo las claves taxonémicas de Schaffner y col. (2001). Al tratarse de un vector
invasor, se tomaron maximas precauciones para llevar a cabo la cria en laboratorio, con
el fin de evitar dispersion accidental. Después del estudio, todas las trampas de
oviposicion usadas, las bolsas y las tablillas se destruyen hirviéndolas (>100°C) durante
20 minutos para neutralizar los huevos, siendo luego incineradas.

La abundancia de trampas fue variable en funcién del tamafio del municipio asi
como de la disponibilidad de ambientes propicios para su colocaciéon. Del mismo
modo, el volumen de agua de cada trampa tampoco fue estindar dado que la
evaporacion varia en funciéon del drea geogréfica en la que se trabajo. Por ejemplo en el
Pais Vasco se trabaj6 con trampas de 250 ml de capacidad y en el resto de municipios
se empleo recipientes de, al menos, 700 ml.

1.2.2.4. Distribucion de los puntos de muestreo

Se utiliz6 el programa Google Earth, y su prestacion Street View, para
preseleccionar las zonas de cada municipio (puntos) més adecuadas para la colocacién
de las trampas. Una vez sobre el terreno, se situé cada ovitrampa en un microhdbitat
aparentemente adecuado (existencia de vegetacion o refugio para adultos, con
humedad y en sombra una buena parte del dia). Hasta 2013, se colocaban las trampas
en puntos separados de aproximadamente 50-100 metros, repartidos aleatoriamente
por zonas verdes del municipio. A partir de 2014, se decidi6 seguir las
recomendaciones de la guia del ECDC, (2012) y se procedi6 a colocar en cada punto al
menos dos estaciones de muestreo con el fin de obtener pseudoréplicas que aportasen
datos més precisos de la vigilancia. De este modo, también se pueden minimizar las
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pérdidas de informacién de un punto por desapariciéon de las muestras y los falsos

negativos por error de muestreo.

Tabla 2. Total de municipios muestreados a lo largo del periodo de estudio.
En rojo, aquellos muestreos derivados de la aplicaciéon de ciencia ciudadana
“Atrapaeltigre”, actualmente “MosquitoAlert”

CCAA PROVINCIA 2011 2012 2013 2014 2015 2016
. Castellon 3 12 23 5 1 1
Comunidzd  Vaenc o 15 1 o 2
Alicante 4 10 24 10 3 7
Islas Baleares Mallorca 1 6 1 17 17 26
Menorca 2
Region de Murcia Murcia 2 2 13 25 33 30
Almeria 9 14 14
Granada 4 8 8
. Maélaga 1 15 15
Andalucia Cadi 16 18
Sevilla 7 8
Huelva 3 6
Guipuzcoa 3 4 1 4
Pais Vasco Vizcaya 3 5
Alava 1 1 2 3
Huesca 1 7
Aragon Zaragoza 10
Teruel 5
Madrid Madrid 2
Castilla la Mancha Albacete 1

1.2.3. Analisis de datos

Con los resultados del estudio se tuvieron en cuenta tres variables poblacionales.
Por un lado, la presencia de Ae. albopictus como un valor dicotémico de presencia o
ausencia (positivo/negativo). En segundo lugar, el porcentaje de positividad,
expresado como el ndmero de veces que una estaciéon concreta fue positiva.
Finalmente, el nimero medio de huevos por trampa positiva. Aunque, como se
discutird més adelante, no siempre se produce una correlacion entre el nimero de
hembras y los huevos colectados en las ovitrampas, se suele elaborar una
pseudofenologia (término acufiado en Collantes y cols., 2015 para este concepto) con
estos datos que, de alguna forma tratan de reflejar las variaciones de densidad
poblacional a lo largo del tiempo.

Para la realizacién de los mapas, se utiliz6 el programa informético Quantum GIS y
para los diagramas de cajas del capitulo de distribucion se utiliz6 el programa Rstudio
V.1.423.
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I.3. Resultados

Los resultados detallados de la vigilancia en el periodo de estudio se encuentran el
la tabla 1 del anexo.

I1.3.1. Distribucion temporal

1.3.1.1. Provincia de Castellon

Aedes albopictus se detectd por primera vez en esta provincia en 2010. Hoy se
considera bien establecido. La Figura 26 muestra las densidades de huevos asi como el
porcentaje de tablillas positivas a lo largo de los dos afios que duré el estudio (2015-
2016). Se colocaron nueve trampas repartidas por el municipio, la recogida de las
tablillas fue quincenal.

El afio 2015, el seguimiento se inici6 ya a mitad de temporada, por lo que no se
tienen datos del inicio. El maximo de abundancia de huevos se observa en en la
semana 35 (agosto) y una mediana de huevos/trampa superior a 200. A partir de la
semana 37, se produjo una disminuciéon importante de la cantidad de huevos aunque
el porcentaje de puntos positivos se mantuvo muy elevado hasta que, en la semana 47
(mediados de noviembre), solo dos tablillas presentaron huevos. El fin de registros de
la temporada ocurrié en la semana 49 (diciembre de 2015). El porcentaje de muestras
positivas se relaciona con el grado de difusion de Ae. albopictus en el periodo de
maéaximo desarrollo de la poblacion, y no tanto con el namero de huevos/trampa, que a
su vez puede asociarse a la abundancia poblacional (Gavaudan y cols., 2011).

La actividad, en 2016, se reinici6 a finales de marzo (semana 12) con diez huevos en
la primera tablilla positiva. A partir de la semana 18 (mayo), se observa un aumento
gradual tanto de numero de huevos como de porcentaje de tablillas positivas. El
primer pico se registra en la semana 24, en junio (con una mediana cercana a los 100
huevos/trampa y el 100% de muestras positivas). Tras una bajada a mitad de verano,
el segundo pico y principal fue en septiembre, semana 38 (con una mediana de
aproximadamente 300 huevos/trampa y una difusién aparente del mosquito muy
elevada. Posteriormente, tuvo lugar un descenso brusco de actividad registrando la

tltima muestra positiva en la semana 46, (noviembre).

En ambos afios, los valores maximos se sitdan en septiembre (semana 35, 2015;
semana 37, 2016). El descenso se produce entre mediados de octubre y noviembre, lo
cual dependera de la llegada de las bajas temperaturas de final de otofo.

El porcentaje de muestras positivas parece acompasarse de forma general al
aumento de huevos. Entre junio y agosto se mantiene més del 70% de positivos, siendo
incluso el 100%.
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Figura 18. Abundancia de huevos de Ae. albopictus por trampa y porcentaje
de muestras positivas registradas a lo largo de los dos anos de estudio (2015
y 2016) en Benicassim
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Se ha observado una correlaciéon exponencial positiva entre el porcentaje de
muestras positivas y las medianas y medias de huevos por semanas con R2=0,8947 y
R2=0,895 respectivamente.

1.3.1.2. Provincia de Alicante

En el periodo de vigilancia de la especie en los Montesinos, iniciado en 2015 se
coloc6 una trampa y se hizo seguimiento quincenal mostrando dos picos de
abundancia de huevos en 2015, uno a finales de julio con 145 huevos y el segundo a
finales de septiembre con 260, siendo la dltima tablilla positiva el 22 de octubre con
mas de 100 huevos.

En 2016, el seguimiento fue semanal y se detect6 la primera puesta el 8 de marzo
con un unico huevo. No hubo mas actividad en la trampa hasta que en junio se
contaron 14 huevos en la tablilla, el mdximo de huevos se alcanzé en septiembre con 72
huevos, una cuarta parte que en 2015. La taltima tablilla positiva se recogio el 23 de
octubre.
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Figura 19. Numero de huevos de Ae. albopictus, contabilizados en el periodo
de estudio 2015 y 2016 en una trampa de Los Montesinos

Los Montesinos
250 —

200

150 —

Huevos

100

50 }'\\

0 N e ad -
CIRC I IR IRN) <’.) © o O O o o Q) © o ©o o O O o o O o o o o O
/\\'\ Q-}\ Q)\\ Q\’\ \'\ q/\'\ '\ ‘1/'\ '\ '\ &'\ (’;\ 9_) \’\ \'\ /\\'\ ,\\'\ ,\\'\ ‘b\\ Cb\\ Q)\'\ Q)\\ Q\’\ Q\ \'\ \'\ q>'\ (1>'\
& (1, QQ Cb'\ (0 %'\ (bQ Q ‘I, (’.)Q Q '\ Q Q,Q QQ QQ ({)Q Q Q 9.)0 0.)\ rb'\ Q)'\ '\ b‘\ o)
NN NT QP QT QY 9 rl/ 9 Q N7 %7 N ’1/ 'lz Q° 4”7 Q (1/ Q" WV

1.3.1.3. Provincia de Murcia

Cuatro afios después de la primera detecciéon de Ae. albopictus en la comunidad, se
decidi6 vigilar quincenalmente en la Era Alta, con la colocacién de una trampa de

manera continuada con el fin conocer mejor sus ciclos de actividad.

Figura 20. Namero de huevos de Ae. albopictus, contabilizados en el periodo
de estudio 2015 y 2016 en una trampa de la Era Alta
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Asi, la primera tablilla positiva en 2015 fue el 27 de abril y poco después tuvo lugar
un primer pico de abundancia de huevos, el 11 de mayo con 212 huevos. El segundo
pico se registr6 el 6 de julio con 637 huevos. Tras un considerable descenso, a partir de
mediado de agosto aument6 de nuevo la densidad de huevos y se mantuvo alta (>300)
hasta que a partir de octubre comenzé a disminuir dando un pequefio repunte a
principios de noviembre para después desaparecer.

En 2016, el seguimiento fue semanal y la primera puesta se registr6 el 2 de junio.
Posteriormente hubo un aumento gradual de la densidad de huevos con algunos picos
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pero con densidades mucho menores que el afio anterior. La dltima tablilla positiva
tenia un huevo y se recogio el 24 de noviembre.

Por otro lado, en Cartagena, se capturé de manera general con fecuencia quincenal.
En 2015 se colocaron 53 trampas en 38 puntos y, en 2016, 42 trampas en 21 puntos. A
diferencia de los otros seguimientos, en este caso se manejan datos de capturas de
todas las localidades estudiadas durante los afios 2015 y 2016 en el municipio de
Cartagena. Esto representa que no se alcanzé en ningtin momento el 100% de puntos
positivos simplemente porque no se partia desde un set de localidades anteriormente
ya positivas. En cambio, esto si ocurri6 con las otras dreas donde se estudiaron puntos
que a priori ya se sabia que eran positivos.

Figura 21. Abundancia de huevos de Ae. albopictus por trampa y porcentaje
de muestras positivas registradas a lo largo de los dos afios de estudio (2015
y 2016) en Cartagena
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El primer afio, la primera puesta se detecté en la semana 27, a principios de
julio y se observé un aumento gradual de huevos hasta alcanzar un pico en la
semana 36, a finales de agosto. La dltima tablilla positiva corresponde a la
semana 49, a finales del mes de noviembre. La mediana se mantuvo por debajo
de 50 huevos/trampa, sin embargo muchas trampas mostraron valores atipicos
y notablemente superiores al resto (aparecen como circulos en la Figura 21). La
mayor difusién del mosquito (mayor porcentaje de muestras positivas) se
alcanz6 en la semana 42 coincidiendo con la mediana mas alta de ese afno.

En 2016, los primeros huevos se contabilizaron en las tablillas de la semana
21, mediados de mayo, alcanzando un primer pico de abundancia en la semana
33, la primera de agosto. De manera general, se observé un aumento en la

mediana de huevos/trampa, asi como una mayor difusién de Ae. albopictus por
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el municipio alcanzandose un maximo de 80% de muestras positivas en la
semana 37, en septiembre, coincidiendo con el pico de maxima abundancia de
huevos/trampa. La dltima trampa positiva se registr6 en la semana 49, en

diciembre.

Se ha encontrado correlacién exponencial positiva entre el porcentaje de
positivos y el promedio de huevos con R?=0,8815.

I.3.1.4. Provincia de Malaga

En 2015 quedd confirmado que el mosquito estaba en pleno proceso de
expansion por Andalucia y de manera mas marcada en la provincia de Malaga.
Asi, con el fin de saber si las poblaciones en el sur seguian activas en invierno o
si el periodo de actividad era mayor, se inici6 el seguimiento en febrero de 2016.
Se hizo un seguimiento semanal durante dos afios. En Alhaurin de la Torre se

colocaron cinco trampas, cuatro en Torremolinos y ocho en Benalmédena.

Figura 22. Abundancia de huevos de Ae. albopictus por trampa y porcentaje
de muestras positivas registradas a lo largo de 2016 en Benalmadena
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Como se puede ver en la Figura 22, en 2016, la primera tablilla positiva en
Benalmadena fue en la semana 19, mediados de mayo. El primer pico de
densidad de huevos fue en la semana 28, en el mes de julio y el segundo pico
mas abundante de huevos fue en la semana 39, a finales del mes de septiembre,
coincidiendo con un elevado porcentaje de muestras positivas (>80%) y que
sugiere un el periodo de maxima difusién del mosquito en agosto. La tltima
tablilla positiva se recogi6 en la primera semana de diciembre (semana 49), con

14 huevos.
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Se encontré correlaciéon exponencial positiva entre el porcentaje de positivos y el

promedio de huevos con R?=(,9137.

Figura 23. Abundancia de huevos de Ae. albopictus por trampa y porcentaje

de muestras positivas registradas en 2016 en Alhaurin de la Torre
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Por oytro lado, en la Figura 23 se muestra la dindmica del mosquito tigre en
Alhaurin de la Torre. Se aprecia que las primeras puestas en 2016 se observaron en la
semana 16, en el mes de abril, y el 40% de las muestras fueron positivas. La abundancia
de huevos fue oscilando y se registraron las mayores densidades de huevos en las
semanas 26, 29 y 37, correspondientes a los meses julio y septiembre. El porcentaje de
muestras positivas se mantuvo elevado a lo largo de todo el periodo de actividad hasta
que en el mes de noviembre se produjo una brusca disminucién de la densidad del
mosquito, observandose la dltima tablilla positiva en la semana 46, a mediados de

noviembre.

Se encontré correlaciéon exponencial positiva tanto para la mediana como para la
media con el porcentaje de positivos con R?= 0,8268 y R?>= 0,8619 respectivamente.

En la Figura 24, se muestra la actividad en Torremolinos donde el inicio de
temporada fue abril del 2016 (semana 15). Sin embargo, las semanas posteriores
las muestras fueron negativas hasta que de nuevo en la semana 24, en el mes de
junio, se registré un primer pico de actividad. La dindmica de densidad de
huevos no mostré picos importantes, aunque si que se observé una tendencia
ascendente hasta alcanzar los méximos en el mes de septiembre (semana 38),
coincidiendo con el méaximo de muestras positivas. Posteriormente, la
abundancia fue disminuyendo, registrandose las tltimas tablillas positivas en la
semana 46, en noviembre. Hay que destacar que el alto porcentaje de muestras
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positivas en la semana 43 es un artefacto del muestreo pues se perdieron tres de
las cuatro trampas y la tnica tablilla encontrada fue positiva, de ahi que salga
un 100% de positivos. Lo esperable hubiera sido un porcentaje menor.

Figura 24. Abundancia de huevos de Ae. albopictus por trampa y porcentaje de
muestras positivas registradas en 2016 en Torremolinos
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Se encontré correlacién exponencial positiva entre el porcentaje de positivos y el

promedio de huevos con R?=(,8367.
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I.3.2. Distribucién espacial

1.3.2.1. Distribucion a nivel nacional

Como se puede ver en la Figura 25, 150 de los 280 municipios estudiados en el
periodo 2011-2016 fueron positivos en algin momento. Se comprobd asi que
Ae. albopictus estaba presente en seis de las ocho comunidades muestreadas. En el
16,1% de las 39.602 tablillas examinadas a lo largo de los 6 afios de trabajo se
contabilizaron huevos de mosquito tigre.

Figura 25. Municipios detectados positivos y negativos en el periodo 2011-
2016 (rojo/ verde). Positivos anteriores a este trabajo, 2004-2010 (amarillo)
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Como muestra la Figura 26, en el transcurso de los afios de estudio, se incrementd
en nadmero de municipios y provincias estudiados, quedando reflejado el aumento de
lugares positivos afio tras afio.
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Como muestra la Tabla 3, en los trabajos de 2011, se colocaron trampas en diez
municipios de la Comunidad Valenciana, Baleares y Murcia. Se detecté actividad de
mosquito tigre en cuatro nuevos municipios respecto a los conocidos en afios
anteriores confirmando asi que la especie se estaba dispersando.
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Tabla 3. Resultados por afios de los municipios estudiados y los positivos en
cada Comunidad Auténoma

TM (total municipios muestreados); NM (nuevos municipios detectados)

Com. , , ., |Castilla |
0”.‘ Baleares | Murcia Andalucia | P.Vasco | Aragdon | Madrid astifia '
CCAA Valenciana Mancha

™ NM|[TM NM |TM NM |[TM NM | TM NM |TM NM |TM NM | TM NM

2011 7 3 1 0 2 1

2012 32 9 |6 5 2 1

2013 62 29 |1 0 |13 3 4 0

2014 33 18 |17 6 |25 8 14 5 5 1 1 0
2015 10 3 119 6 |33 4 63 15 6 o |1 1

2016 10 1 (26 10 |30 7 69 6 12 0 |22 9 |2 O

2011-2016 | 90 63 |30 27 (39 24 |71 26 |12 1 (22 9 |2 O 1 0

En 2012, se trabaj6 en las mismas comunidades auténomas pero con un incremento
del total de municipios y trampas lo que permiti6 determinar que 22 de los 40
municipios eran positivos, siendo el 38% de éstos nuevas detecciones respecto al afio
anterior, afiadiendo Baleares a la lista de comunidades afectadas por Ae. albopictus
(Figura 27).

En 2013, se duplic6 en namero de localidades estudiadas y se confirmé la rapida
expansion geografica experimentada por este mosquito ya que se obtuvieron positivos
en 49 de los 80 municipios, considerdndose nuevos positivos el 40% del total
muestreado. La gran mayoria eran municipios valencianos debido a que el mayor
esfuerzo de muestreo tuvo lugar en las tres provincias de esta comunidad, debido al
riesgo de expansion desde zonas previamente positivas (Tabla 3). En este afio, Valencia
fue positiva por primera vez.

En 2014, se consider6 de interés conocer la situaciéon en Andalucia y Castilla la
Mancha, dada la proximidad con Murcia, dénde se habia podido comprobar que
Ae. albopictus se encontraba establecido y en plena expansion. Por lo tanto los 95
municipios en los que se trabajé estaban repartidos en seis comunidades, abarcando de
esta manera mayor territorio. Se pudo, asi, confirmar el establecimiento de la especie
en 14 municipios y se detectd por primera vez su presencia en 38 nuevas localidades
(40% del total). Destacando las primeras detecciones de Ae. albopictus en el Pais Vasco
(Guiptizcoa) y Andalucia (Almeria, Granada y Malaga). En el caso de esta comunidad,
como se ha indicado la primera deteccion se produjo en Alhaurin de la Torre, en un
muestreo de urgencia surgido a raiz de los indicios en AtrapaelTigre (Delacour y cols.
2014).

En 2015, se decidié aumentar el drea de estudio en las zonas de posible ampliaciéon
de rangoy, por lo tanto, se intensific6 el trabajo en Andalucia, Murcia y Pais Vasco. Asf,
el 21,96% de los municipios (29/132) fueron nuevos respecto al afio anterior y se
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detectd por primera vez mosquito tigre en Aragén (Huesca). Este caso también fue
originado por los datos de AtrapaelTigre (Delacour y cols., 2015).

Por ultimo, en 2016, el 18,75% (33/176) de municipios positivos fueron nuevas
detecciones, siendo destacable la expansion por las tres provincias aragonesas.

Figura 27. Afio de primera detecciéon en municipios estudiados en este
trabajo. Positivos anteriores a este trabajo, 2004-2010 (amarillo)
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Al final del periodo de estudio (2011-2016), el 53,57% (150/280) del total de
municipios muestreados fueron considerados como positivos a la presencia del
mosquito tigre.

Se registrd, por tanto, que en seis de las ocho comunidades estudiadas habia
poblaciones activas de Ae. albopictus en proceso de expansion, inicialmente por el arco
mediterraneo e invadiendo progresivamente el territorio hacia el interior y por el norte
de Espafia, posiblemente desde Francia.
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I.3.2.2. Resultados por Comunidades Auténomas
Dado que la intensidad de los muestreos asi como la disposicién de las trampas fue

variable en el tiempo, a continuacién se detallara por Comunidades Auténomas los
resultados obtenidos.

1.3.2.2.1. Comunidad Valenciana

Como se puede ver en la Figura 28A., al final del periodo de estudio (2011-2016), el
73,33% (66/90) de los municipios muestreados fueron positivos.

La presencia de Ae. albopictus en la Comunidad Valenciana ocurri6 en 2005, al
detectarse ejemplares en la costa de Orihuela (Alicante)(Roiz y cols., 2007). Este era el
primer punto positivo fuera de Catalufia y muy alejada de la zona conocida hasta ese
momento. A partir de 2009, comenzé a encontrarse en mas localidades (Delacour y
cols., 2009). Se constaté la rdpida dispersiéon de la especie tras encontrar en 2010,
ejemplares en la provincia de Castellon, concretamente en Benicassim. Por tanto, el
objetivo inicial de este estudio fue determinar la situacién de mosquito tigre en los
municipios considerados positivos en afios anteriores, asi como en sus &reas de

influencia.

En la Figura 28B aparece la secuencia temporal de nuevas detecciones del muestreo
como detallamos a continuacién.

Asi, en 2011 se trabajé en siete municipios, seis de ellos fueron positivos, siendo tres
nuevas detecciones; Guardamar del Segura y Pilar de la Horadada (Alicante) y
Oropesa (Castellon).

En 2012, se repartieron 715 trampas en 32 localidades de las tres provincias,
incluyendo Valencia por primera vez. El 46,87% de los municipios fueron positivos
siendo nueve de éstos nuevas detecciones, cuatro en Alicante y cinco en Castellon.
Siempre municipios colindantes con otros ya considerados positivos, confirmando asi
la difusién progresiva del mosquito tigre.

En 2013, el vector mostr6 una dispersion por la provincia de Castelléon con 15
nuevos municipios positivos. La mitad sur de los municipios costeros de Alicante
fueron estudiados y 11 resultaron positivos. Ese afo, se produjo la primera detecciéon
en la provincia de Valencia en tres localidades alejadas de municipios positivos
conocidos hasta la fecha, sugiriendo de nuevo la dispersién por transporte pasivo en
algtn tipo de vehiculo. Bueno-Mari y cols., (2013) también lo hallaron, este afio, en esta
provincia. Asi, el 22,37% de las tablillas estudiadas en 2013 contenian huevos,
confirmando actividad del mosquito en el 53,07% de los puntos seleccionados para el

trabajo.

En 2014, hubo un cambio de estrategia de trabajo pues se consideré que el mosquito
estaba establecido en aquellos municipios considerados positivos durante varios afos.
Por tanto, éstos positivos se dejaron de muestrear con el fin emplear los limitados
recursos en abarcar mayor territorio y conocer, asi, la situacion en localidades nunca

74



antes muestreadas. Se trabajé con mayor intensidad en la provincia de Valencia, y se
pudo confirmar ocho nuevos municipios positivos. En Alicante, continué la expansiéon
y se registraron principalmente hacia el norte de la provincia, nueve nuevos
municipios conectados por carretera con Valencia y cerrando asi el corredor
mediterraneo junto con el nuevo municipio detectado al sur de la provincia de
Castellon. En 2014 el 57,04% de los puntos repartidos en 33 municipios fueron
positivos.

Figura 28. A. Positivos detectados y negativos en la Comunidad Valenciana;
B. Afio de primera deteccién en municipios de la Comunidad Valenciana
estudiados en este trabajo (2011-2016). Positivos anteriores a este trabajo,
2004-2010 (amarillo)
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Tabla 4. Datos de municipios y puntos totales muestreados a lo largo del
periodo de estudio en la Comunidad Valenciana

Comunidad municipios puntos

Valenciana totales total positivos nuevos positivos totales % positivos
2011 7 6 3 48 70,83
2012 32 15 9 93 37,63
2013 62 42 29 181 53,04
2014 33 21 18 95 54,74
2015 10 8 3 55 72,73
2016 10 8 1 67 40,30
2011-2016 90 66 63

A partir de 2015, los esfuerzos de muestreo en esta comunidad se redujeron para
redirigirlos a la vigilancia en otras provincias (Tabla 4). A pesar de ello, en 2015 se
detectaron tres nuevos municipios positivos en la provincia de Valencia, con un 72,73%
de los puntos positivos. En 2016, el 40,3% de los puntos fueron positivos, repartidos en
ocho municipios, siendo uno de ellos nuevo positivo en la provincia de Alicante. Se
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confirmaba asi el establecimiento de la especie en el 72,22% de los municipios en los
que se trabajé en la Comunidad Valenciana.

Tabla 5. Datos de ntimero de trampas y municipios estudiados en cada
provincia durante el periodo de trabajo en la Comunidad Valenciana

MPositivos (Municipios positivos)

. Castellon Valencia Alicante tablillas

Comunidad| , ivos/ MPositivos/ MPositivos/

Valenciana Totales  trampas | Lt o trampas| Tt o trampas totales % pos.
2011 2/3 110 0 0 4/4 170 958 20,67
2012 7/12 255 0/10 290 8/10 170 2510 5,62
2013 21/23 316 3/15 260 18/24 305 1913 22,37
2014 1/5 33 9/18 143 10/10 119 1035 19,13
2015 171 9 5/6 68 2/3 50 438 40,41
2016 11 9 2/2 18 517 116 1050 23,14

2011-2016 29 732 27 779 34 930 7904 17,52

1.3.2.2.2. Islas Baleares

Los primeros muestreos llevados a cabo en las Islas Baleares fueron en la Base aérea
de Son Sant Joan y en el puerto de Palma de Mallorca con resultados negativos. Sin
embargo, a partir de 2012, se incrementé el nimero de municipios muestreados vy,
como se puede ver en la Figura 29A., al final del periodo de estudio (2011-2016), se
confirmé la presencia de Ae. albopictus en el archipiélago, detectdndose principalmente
en la isla de Mallorca y, en menor medida, en Menorca, donde no se pudo trabajar de
manera continuada por diversas aspectos. Concretamente, en el 90% de los municipios
muestreados se contabilizaron huevos en las trampas. Se trabaj6 en 28 localidades de la
isla de Mallorca y dos de Menorca. El aumento de tablillas positivas observado a lo
largo del periodo de estudio, podria deberse a un incremento de las densidades
poblacionales de mosquito tigre que habrian favorecido la rapida dispersién por las
islas Baleares.

En 2012, tras las quejas de los ciudadanos se realizé6 un muestreo intensivo y se
colocaron trampas en 202 puntos repartidos en seis municipios. El 34,65% de éstos,
seleccionados en los municipios de Calvia, Palma, Bunyola, Esporles y Marratxi, fueron
positivos, confirmando la presencia de Ae. albopictus por primera vez en la isla de
Mallorca (Mikel y cols., 2013).

En 2013, solo se trabaj6 en el puerto y aeropuerto de Palma confirmando el
establecimiento de la especie en el municipio.

A partir del afio 2014, con la ayuda de varias colaboraciones, se pudo aumentar el
nimero de municipios estudiados a 17. Considerando el entorno se eligieron 269
puntos para la colocacién de trampas (298). Se detectd la presencia de mosquito tigre
en el 31,23% de los puntos muestreados, correspondiente a 12 municipios, siendo seis
de ellos nuevas detecciones.
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Figura 29. A. Positivos detectados y negativos en las Islas Baleares; B. Afio de
primera deteccién en municipios baleares estudiados en este trabajo

Il Positivo A
[ Negativo

-~
- 0 20 40 60 80 100 km
éi\.\i)

B 2012
B 2014

B 2015 B
I 2016 }
[ Negativo

V4

0 20 40 60 80 100 km

i

Y

La dispersion de la especie se hizo particularmente notable a partir de 2015 cuando
se registr6 que el 82,68% de los puntos con trampas eran positivos, correspondiente a
17 de los 19 municipios estudiados. Lo destacable fue la detecciéon en Mahén (Menorca)
por primera vez, confirmando la dispersién entre islas.

Finalmente en 2016, 10 municipios mds pasaron a ser positivos tras contabilizarse
huevos en el 46,91% de las tablillas examinadas.



Tabla 6. Datos de municipios y puntos totales muestreados a lo largo del
periodo de estudio en las Islas Baleares

Baleares municipios puntos

totales | total positivos | nuevos positivos | totales | % positivos
2011 1 0 0 2 0,00
2012 6 5 5 202 34,65
2013 1 1 0 2 50,00
2014 17 12 6 269 31,23
2015 19 17 6 254 82,68
2016 26 25 10 226 84,96

2011-2016 30 27 27

Tabla 7. Datos de

provincia durante el periodo de trabajo en las Islas Baleares

NM (No Muestreado)

namero de trampas y municipios estudiados en cada

Mallorca Menorca tablillas
Baleares . . "
municipios trampas | municipios trampas | totales % positivas
2011 1 16 NM 64 0,00
2012 6 202 NM 710 NC
2013 1 40 NM 199 0,50
2014 17 298 NM 2877 11,82
2015 17 265 2 10 2663 40,71
2016 26 235 NM 2543 46,91
2011-2016 29 1056 2 10 9056 28,91
I.3.2.2.3. Region de Murcia

Como se puede ver en la Figura 30A., al final del periodo de estudio (2011-2016), se
confirmé la presencia de Ae. albopictus en el 64,1% (25/39) de los municipios
muestreados, que comprenden casi todos los de la mitad sur de la comunidad.

Figura 30. A. Positivos detectados y negativos en la Regién de Murcia; B. Ano
de primera deteccion en municipios murcianos estudiados en este trabajo
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Aedes albopictus fue detectado por primera vez en forma de adulto en la Era Alta,
una pedania perteneciente al municipio de Murcia en 2011 (Collantes y Delgado, 2011).
Sin embargo, San Pedro del Pinatar, el primer municipio murciano fronterizo con la
provincia de Alicante, fue negativo ese mismo afio, reforzando la idea de que la
dispersion del mosquito tigre también ocurria mediante saltos de dispersion.

Un ano mas tarde, en 2012 se confirmo la presencia de huevos en dos tablillas de las
29 colocadas en San Pedro del Pinatar por lo que la difusién de este vector desde la
provincia de Alicante también se produjo de manera progresiva. El 16,28% de las
tablillas fueron positivas correspondiendo al 44,12% de los puntos repartidos en las dos
localidades en los que se trabaj6. La mayoria de las trampas se colocaron en el
municipio de Murcia debido a su gran extensién. De esta manera se pudo determinar
el grado de dispersion de la especie desde la Era Alta.

A vpartir de 2013, se increment6 el esfuerzo de muestreo, seleccionando
seleccionando 296 puntos para la colocacién de trampas (329), repartidas en 13
municipios. Se detectaron tres nuevos municipios respecto al afio anterior, siendo el
25,23% de los puntos positivos.

En 2014, se trabaj6 en 13 nuevos municipios colocando 589 trampas repartidas en 492
puntos. El 52% de los municipios fueron positivos, siendo ocho de ellos nuevas
detecciones. El 33,13% de los puntos fueron positivos.

En 2015, algunos de los municipios estudiados en afios anteriores y considerados
positivos se eliminaron del muestreo y se afiadieron 11 nuevos. Asi, se colocaron 341
trampas en un total de 33 municipios. El 39,39% fueron positivos, siendo cuatro de

ellos nuevas detecciones en la comunidad.

Finalmente, en 2016, se trabajé en 30 municipios, dos de ellos por primera vez. El
50% de las localidades fueron positivas, registrandose huevos por primera vez en siete
municipios y confirmdndose la dispersion y establecimiento de la especie por la

comunidad.

Tabla 8. Datos de municipios y puntos totales muestreados a lo largo del
periodo de estudio en la Region de Murcia

municipios puntos
Murcia totales tqt?l nuevos totales | % pos
positivos positivos
20M 2 1 1 4 25,00
2012 2 2 1 34 4412
2013 13 6 3 329 25,23
2014 25 13 8 492 33,13
2015 33 13 4 263 31,94
2016 30 15 7 222 35,14
2011-2016 39 25 24
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Tabla 9. Datos de nimero de trampas y municipios estudiados durante el
periodo de trabajo en la Regién de Murcia

P -

Murcia municipios trampas | tablillas totales A’ tap!lllas

positivas
2011 2 15 51 0,00
2012 2 44 129 16,28
2013 13 296 732 13,11
2014 25 589 4153 15,36
2015 33 341 2944 12,13
2016 30 438 3160 20,13
2011-2016 39 1723 11169 15,65

1.3.2.2.4. Andalucia

Los resultados obtenidos en los muestreos de otras comunidades en el periodo
comprendido entre 2011 y 2013, sugirieron que Ae. albopictus se estaba dispersando a
una velocidad mayor de la esperada y abarcando mucho maés territorio. Se decidié por
tanto iniciar en 2014 la vigilancia en Andalucia.

La primera deteccion fue fruto de los avisos de la plataforma AtrapaelTigre, por lo
que se realiz6é un muestreo de urgencia, a finales de julio/ principios de agosto de 2014
en Alhaurin de la Torre (Mélaga), confirmandose asi su presencia (Delacour y cols.,
2015). En cuanto a la planificaciéon del muestreo, se trabajé principalmente en la
provincia de Almeria, donde se colocaron 103 trampas en nueve municipios. También
se inicié la vigilancia en cuatro municipios de Granada con la colocaciéon de 36
trampas. Asi, como se puede apreciar en la Figura 31B., se detectaron cinco nuevos
municipios, dos en Almeria, dos mas en Granada y uno en Malaga. Este hecho
confirmaba una vez mas, que Ae. albopictus ya estaba mas ampliamente distribuida de
lo que se pensaba.

Figura 31. A. Positivos detectados y negativos en Andalucia; B. Afio de
primera deteccién en municipios andaluces estudiados en este trabajo
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Como se observa en la Tabla 10, al final del periodo 2014-2016, se trabaj6é en 71
municipios, siendo 26 de ellos positivos a la presencia de Ae. albopictus (Figura 31A). Al
final del periodo de trabajo, 2014-2016, se ha detectado en todas las provincias
andaluzas de la costa mediterrdnea (Figura 31B).

Tabla 10. Datos de municipios y puntos totales muestreados a lo largo del
periodo de estudio en Andalucia

municipios puntos
Andalucia totales | total positivos nuevos totales | % pos
positivos
2014 14 5 5 67| 17,91
2015 63 19 15 204 | 19,12
2016 69 24 6 296 | 25,34
2014-2016 71 26 26

En 2015, se afadieron tres provincias mds a la vigilancia, aumentando a 63 el total
de municipios muestreados. El 30,15% de los municipios fueron positivos, siendo 15 de
ellos nuevas detecciones, principalmente en la provincia de Mélaga y, por primera vez,
en la provincia de Cadiz. Hay que destacar que el plan de muestreo, dedicado casi
exclusivamente a municipios costeros, incluy6 el municipio de Granada capital por

indicios de la presencia de mosquito tigre, donde fue capturado en 2015.

Finalmente en 2016, se trabaj6é en 69 municipios y 24 de ellos fueron positivos, seis
mas que el afio anterior. En el 25,34% de los puntos se registr6 actividad reproductora

del mosquito tigre.
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Tabla 11. Datos de ntiimero de trampas y municipios estudiados en cada
provincia durante el periodo de trabajo en Andalucia

NM (No Muestreado); MPositivos (Municipios Positivos)

Andalucia 2014 | 2015 | 2016 | 2014-2016

Almeria MPositivos/Totales 2/9| 4/14| 5/14 13
trampas 103 70 86 259

Granada MPositivos/Totales 2/4 3/8 5/8 8
trampas 36 78 84 198

Malaga MPositivos/Totales 11| 11/15| 12/15 15
trampas 10 115 129 254

Cadiz MPositivos/Totales NM| 1/16| 2/18 18
trampas 114 134 248

Sevilla MPositivos/Totales NM o/7 0/8 9
trampas 34 37 71

Huelva MPositivos/Totales NM 0/3 0/6 7
trampas 6 13 19

tablillas totales 494 1002| 1680 3176
% positivas 3,24| 10,18 | 22,26 15,49

Cabe destacar que la localidad de Polopos en Granada, fue positiva en 2014 pero no
se contabilizaron huevos en las trampas en los dos afios posteriores de muestreo. De
igual manera, el municipio de El Algarrobo, en Malaga, fue positivo en 2015 y negativo
en 2016. Por tanto, es posible que la especie se transportada de manera pasiva pero no

llegase a establecerse.

1.3.2.2.5. Pais Vasco

La vigilancia en el Pais Vasco se inici6 en 2013 pero los resultados fueron negativos
hasta que, en 2014, se contabilizaron huevos en dos tablillas correspondientes a un
tnico punto del municipio de Iran (Guiptzcoa) (Tabla 12). Al final del periodo 2013-
2016, se trabaj6é en 16 municipios repartidos en las tres provincias pero no se detectd
dispersion de la especie por la localidad ni municipios colindantes (Figura 32). Se pudo
confirmar que la especie estaba establecida en el municipio pero como muestra la tabla
13 el nimero de tablillas positivas no fue muy elevado, lo que sugiere que el mosquito
no alcanzaba densidades importantes, hecho que junto a los tratamientos puntuales
realizados, probablemente limit6 su dispersion.

Tabla 12. Datos de municipios y puntos totales muestreados a lo largo del
periodo de estudio en el Pais Vasco

municipios puntos
Pais Vasco | totales | total positivos | nuevos positivos | totales | % pos
2013 4 0 0 4 0,00
2014 5 1 1 10 10,00
2015 6 1 0 11 18,18
2016 12 1 0 21 9,52
2013-2016 16 1 1
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Figura 32. Positivos detectados y negativos en el Pais Vasco

oy

B Positivo 2014

ar

o

[ Negativo

40 50 km

Ny
.

- Sy

Tabla 13. Datos de ntimero de trampas y municipios estudiados en cada
provincia durante el periodo de trabajo en el Pais Vasco

. Alava Guipuzcoa Vizcaya tablillas
Pais Vasco
municipios trampas | municipios trampas | municipios trampas | totales % pos

2013 1 10 3 28 NM 410 0,00
2014 1 10 4 60 NM 630 0,32
2015 2 8 1 48 3 16 768 1,95
2016 3 40 4 110 5 50 3301 0,15
2013-2016 4 68 6 246 6 66 5109 0,43

1.3.2.2.6. Aragon

Tras el aviso de un ciudadano, mediante la aplicacion de moévil AtrapaelTigre, en

septiembre de 2015, se realiz6 el primer muestreo de Ae. albopictus en la Comunidad

Auténoma de Aragén. Se pudo confirmar, tras cuatro semanas de muestreo y el

estudio de 29 tablillas, que la especie estaba presente por primera vez en la provincia

de Huesca (Delacour y cols., 2016).

Tabla 14. Datos de municipios y puntos totales muestreados a lo largo del
periodo de estudio en Aragén

municipios puntos
Aragén totales | total positivos | nuevos positivos | totales | % pos
2015 1 1 1 1 100,00
2016 22 9 9 113 21,24
2015-2016 22 10 10 114 21,93

Tabla 15. Datos de ntimero de trampas y municipios estudiados en cada
provincia durante el periodo de trabajo en Aragon

Huesca Zaragoza Teruel tablillas
Aragon MPositivos/ Mpositivos/ Mpositivos/ 0
Totales trampas Totales trampas Totales trampas |totales % pos.
2015 171 10 29 16,67
2016 317 89 4/10 87 2/5 45 2374 3,83
2015-2016 4 99 4 87 2 45 2404 4,03
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Figura 33. A. Positivos detectados y negativos en Aragén; B. Afio de primera
deteccion en municipios aragoneses estudiados en este trabajo
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Como se puede ver en la Tabla 14, en 2016, se inici6 un plan de vigilancia en las tres
provincias y se trabajé en 22 municipios, nueve de los cuales fueron positivos por
primera vez, afiadiendo asi Teruel y Zaragoza a la lista de provincias afectadas por
mosquito tigre (Figura 33A).

Cabe destacar que en ninguna de las 16 trampas repartidas por la ciudad de Huesca
en 2016 se contabilizaron huevos de mosquito tigre (Tabla 15) y, por lo tanto, sugiere
que la poblacién detectada anteriormente no llegé a establecerse o estaba muy
localizada y fue eliminada mediantes las intervenciones que se realizaron
inmeditamente.

1.3.2.2.7. Otras comunidades

A lo largo de los seis afios de trabajo de campo, se ha realizado estudios de menor
extension o puntuales en otras provincias. En 2014, tras recibir el aviso por parte de un
ciudadano residente en Murcia pero destinado en el municipio de Socovos (Albacete),
se realizd un muestreo mediante la colocaciéon de 10 trampas en dicho municipio. No se

contabilizaron huevos en ninguna de las 88 tablillas que se recogieron del estudio.

Por otro lado, en Madrid, englobado en el plan nacional de vigilancia entomolégica
en puertos y aeropuertos, se colocaron cuatro trampas en el aeropuerto Madrid Barajas
y cuatro en la Base aérea de Torrejon, con resultados negativos en las 88 tablillas
estudiadas.
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I.3.3. Publicaciones derivadas de este apartado

Dado que este es el apartado mds desarrollado del trabajo de tesis, gran parte de sus

resultados han sido ya publicados por nuestro grupo y colaboradores en distintas

revistas cientificas:

Delacour-Estrella y cols. (2010). Boletin de la Sociedad Entomoldgica Aragonesa.
Alarcon-Elbal y cols. (2013). Anales de Biologia.

Alarcon-Elbal y cols. (2014). Memodrias do Instituto OSwaldo Cruz.

Collantes y cols. (2014). Anales de Biologia.

Delacour y cols. (2015). Anales de Biologia.

Collantes y cols. (2015). Parasites & Vectors.

Barcel6 y cols. (2015). Journal of the European Mosquito Control Association.
Delacour-Estrella y cols. (2016). Boletin de la Sociedad Entomologica Aragonesa.
Delacour-Estrella y cols. (2016). Anales de Biologia.

Bengoa y cols. (2016). Journal of the European Mosquito Control Association.
Collantes y cols. (2016). Acta Tropica.

1.4. Discusion

Este trabajo ha permitido recopilar la evolucién temporal del area de distribucién

de Ae. albopictus en Espafia. Desde 2011, los datos insintian una aceleracion del proceso

de dispersion. Pero lo que es evidente es que doce afios después de su deteccién en la

provincia de Barcelona, esta especie se encuentra presente y establecida en 17 nuevas

provincias de las 23 estudiadas, incluyendo algunas del interior y sur del pais, donde

algunos modelos predictivos sugerian era muy improbable que la especie se
estableciera (ECDC 2009, 2012, Caminade 2012, Fischer y cols., 2014; Cunze y cols.,

2016).

La mayoria de detecciones de Ae. albopictus, fuera del &mbito de Catalufia, han sido

realizadas en el marco o en relacion a este trabajo (Figura 34). Ademas, otros

investigadores han realizado primeras detecciones, simultdneas o ligeramente

posteriores a las nuestras:

e Catalufia: Diversos municipios en cuyo estudio intervino la Generalitat de
Catalunya, DIPSALUT Girona o Mosquito Alert.

e Comunidad Valenciana: Provincia de Valencia (Bueno-Mari y cols.,

2013)(simultanea); Real de Gandia (Valencia)(Bueno-Mari y cols., 2013)(primera

deteccién; Picanya (Valencia)(Bueno-Mari y cols., 2014)(primera deteccién); El

Campello (Alicante)(Bueno-Mari y cols., 2014)(simultdnea); Valencia (Bueno-Mari &
Quero de Lera, 2015)(simultanea).

¢ Region de Murcia: Mazarrén (Bueno-Mari y cols., 2012) (primera deteccion).
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¢ Andalucia: Mojacar (Bueno-Mari & Gracia-Mdjica, 2015) (simultanea).

¢ Baleares: Ibiza (Isla de Ibiza, Baleares) (Barcel6 y cols. 2015) (primera deteccién); Sant
Antoni de Portmany, Sant Joan de Labritja, Sant Josep de sa Talaia Ibiza (Isla de
Ibiza) y Formentera (Consejos Insulares de Ibiza y Formentera, Enpresa TRAGSA)

(Collantes y cols., 2016) (primera deteccion).

Algunos de estos datos, pese a no ser parte de nuestro trabajo, fueron publicados
junto a nuestros resultados en publicaciones cooperativas como son Collantes y cols.
(2015, 2016).

Figura 34. Municipios detectados positivos hasta 2016 (excepto Catalufia).
Anteriores a este trabajo, 2004-2010 (amarillo). En el periodo de realizacién de
este trabajo: Positivos detectados en muestreos coordinados o en relacién al
proyecto del ministerio (rojo) y primeros positivos detectados por otros
investigadores o entidades (azul).

200 300 400 500 km
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Como se ha detallado anteriormente en la metodologia y ha quedado reflejado en
los resultados presentados, la vigilancia entomolégica no se realiz6 de manera
sistematica. La falta de presupuesto para trabajar por todo el territorio nacional de
forma uniforme obligd a trabajar por sectores. Los resultados obtenidos cada afio
fueron la base para la elaboraciéon de los planes de trabajo de afios posteriores. Por
tanto, el esfuerzo de muestreo no fue uniforme ni constante en el tiempo. En la
actualidad, asumimos que en los comienzos del presente trabajo, muy posiblemente, la
distribucién real de Ae. albopictus era mayor de la sospechada. Por ello, se ha optado
por el empleo del término “distribucién conocida” de la especie en lugar de,
sencillamente, distribucién. De hecho, a lo largo de los tltimos afios de vigilancia, se
han publicado referencias de la distribucién del mosquito tigre en lugares no incluidos
en nuestro estudio y que por lo tanto ponen de manifiesto que la especie estaba
ampliamente distribuida (Bueno-Mari y cols., 2012; 2013; 2014; Barcel6 y cols., 2015). Es
posible que, dada su plasticidad ecoldgica, el mosquito tigre esté presente en otros
lugares desconocidos hasta la fecha. Algunos autores sugieren que su presencia no se
hace notar hasta aproximadamente dos afios después de su llegada (com. pers. R.
Eritja). Recientemente, el mosquito tigre ha llegado a las provincias de Madrid (Melero-
Alcibar y cols., 2017), Vizcaya y Sevilla (Temporada de muestreo de 2017, datos atin no
publicados), por lo que parece que su dispersion continda, tanto por el sur como por el
norte de la peninsula.

La utilizacién de trampas de ovoposicion es frecuente en los planes de vigilancia,
dada la buena relacion coste-beneficio (ECDC, 2012). Permiten por tanto muestrear
mayor territorio que con trampas mdas costosas o complejas. A lo largo de una
temporada, se puede observar como la trampa de un punto arroja resultados positivos
de forma discontinua en el tiempo. En algunas ocasiones esto se puede deber a bajas
densidades de mosquitos, al colocar la ovitrampa cerca de una planta repelente o a la
presencia de contenedores con agua en el drea de estudio. De modo que, como otros
autores han sefialado (Krockel y cols., 2006; Becker y cols., 2013; Fonseca y cols., 2015,),
las ovitrampas puede subestimar las poblaciones de mosquito tigre. Por este motivo, a
lo largo de la evolucién de los planes de muestreo, parecié mas eficaz concentrar
trampas en menos puntos del municipio que dispersarlas a lo largo de éste (muchos
puntos con una sola trampa). Pudimos observar esto, al tener dos patrones de
distribucién de trampas solapados en el municipio de San Pedro del Pinatar (Murcia)
(Alarcon-Elbal y cols., 2014). La red de 16 puntos con trampas individuales resultd
negativa mientras que dos puntos con cinco trampas cada uno fueron positivos
(aunque no las mismas trampas en todas las ocasiones). Las trampas de un mismo
punto, se comportan como pseudorréplicas. Pero no se trata del clasico error de
muestreo sefialado en ecologia por Hurlbert (1984), sino que se busca a propoésito esos
valores repetidos para ese punto. Esta opcién, reduce la posibilidad de falsos negativos
y las consecuencias de la pérdida de muestras.

Sin embargo, hay que ser cuidadoso en la interpretacién de los datos derivados del
contaje de huevos en las trampas de ovoposicién. Manica y cols. (2017) concluyen que
las ovitrampas son eficaces para caracterizar un municipio como negativo o positivo
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pero no hay que extrapolar los datos de cantidad de huevos a la densidad de adultos,
debido a que se subestimaria la abundancia real de mosquitos. La relacién entre
abundancia de huevos y cantidad de hembras picadoras puede verse afectada por las
condiciones climéticas (temperatura, pluviometria, viento, etc.) (Hawley, 1988;
Waldock y cols., 2013; Vallorani y cols., 2015), ecoldgicas (presencia de lugares
alternativos donde ovopositar) (Davis y cols.,, 2015), demogréficas (densidad
poblacional de humanos u hospedadores alternativos) (Manica y cols., 2017), incluso
estacionales (Fonseca y cols., 2015).

De forma general, se asume que estas variables pueden ser determinantes para el
establecimiento de esta especie y, es posible, que a gran escala puedan llegar a ser
utiles en el disefio de modelos de riesgo sanitario y/o adecuaciéon ambiental. Sin
embargo, la realidad a escala local es muy distinta pues existe una gran cantidad de
variables que, a este nivel local siguen sin estar claras. Asi, en Collantes y cols. (2014)
sefialamos, por ejemplo, la influencia de la gestiéon que se hace del agua en Espana. Por
tradicion y ante las importantes sequias que experimentan ciertas regiones del pais, se
suele acumular el agua de lluvia en recipientes, para riego en las épocas maés
desfavorables. Este puede ser un factor determinante para el establecimiento de nuevas
poblaciones de mosquito tigre en ciertas zonas.

Por otro lado, Caminade y cols. (2012) sugirieron que las propiedades del terreno
(tipo de suelo, vegetacidn,...) también pueden influir de manera significativa en la
aparicion de lugares de cria y, por lo tanto, ser determinantes en el establecimiento del
mosquito. De igual manera, estos autores sugieren incluir factores socioeconémicos
como cambios en el comercio internacional o el turismo. En este contexto, analizamos
los datos de distribucién en dos municipios colindantes y de caracteristicas climéaticas
similares (Collantes y cols., 2016). Uno de ellos, Terreros (poblacion en el municipio de
Pulpi, Almeria) es ocupado principalmente durante los meses de verano. El otro,
Aguilas (Murcia), tiene una poblacién residente estable todo el afio, con modificaciones
en verano. Al tiempo que Ae. albopictus se mantiene presente en septiembre y octubre
en Aguilas, las trampas dejan de ser positivas en Terreros, encontrando explicacién en
la ausencia de hospedadores veraneantes de los que alimentarse. Entonces, es
importante seleccionar correctamente los meses en los que llevar a cabo la vigilancia en
cada lugar. En este sentido, el estudio de la fenologia en distintos lugares distantes
geogréficamente, nos ha permitido observar los momentos de mayor abundancia de
trampas positivas y la extensiéon temporal de la época activa de Ae. albopictus. Estos
datos podrian ser de gran utilidad para tareas de control de la especie pues podrian
servir para crear planes de gestion de la especie en momentos concretos del afio.

El recuento de huevos en distintos municipios espafioles, ha mostrado que
Ae. albopictus se mantiene activo durante al menos nueve meses al afio. Las primeras
puestas de huevos se observaron en el mes de marzo en los municipios de Benicassim
y Los Montesinos. En Francia, Lacour y cols. (2015) recogieron las primeras larvas ese
mismo mes y relacionan la primera eclosién de larvas, con temperaturas superiores a
10,5°C y 11,25 horas de luz. Considerando que el desarrollo larvario desde que

88



eclosiona la L1 hasta la pupa puede tener una duraciéon de unas tres semanas a
temperaturas entre 14 y 18°C (Hawley 1988), se podria asumir que, en Espafia, los
primeros huevos hibernantes salen de la diapausa entre febrero y marzo, quedando
probablemente quiescentes hasta que se dan las condiciones climaticas adecuadas para
la eclosién y desarrollo larvario. De hecho, el aumento de densidad de huevos no se
hace notable en la mayoria de localidades hasta los meses de mayo o junio que
coincidiria con las observaciones de Lacour y cols. (2015). Estos investigadores,
observaron que las primeras generaciones anuales pueden quedarse largos periodos de
tiempo en estadios inmaduros. Concretamente entre 20 y 26 semanas en estadio de
huevo y aproximadamente siete semanas en estadios larvarios.

Por otro lado, los tltimos huevos se registran en el mes de diciembre en Cartagena,
coincidiendo con las pseudofenologias de Barcelona y Mallorca (Collantes y cols., 2015)
y que coincide ademds con los datos de Italia publicados por Toma y cols. (2003). Las
altimas tablillas positivas en el resto de municipios se observaron en noviembre
coincidiendo con estudios realizados en Portugal (Costa-Osoério y cols., 2018). Ademas,
hay que tener en cuenta que ya se han registrado en Murcia actividad reproductora
invernal, aunque con pocos efectivos (Collantes y cols., 2014).

Boyer y cols. (2014), en La Reunién, sugieren que el verano es el periodo de mayor
riesgo de alcanzar las densidades maximas de mosquitos. Asi, nuestros resultados
reflejan varios picos de densidad de huevos, uno en julio/agosto y el segundo en
septiembre/octubre, coincidiendo con datos de otros estudios realizados en Europa
(Toma y cols., 2003; Lacour y cols., 2015; Bonacci y cols., 2015). Los niveles maximos de
prevalencia de muestras positivas aparecen en los mismos periodos que tienen lugar
los picos de huevos y tienden a disminuir a final de temporada. Los estudios llevados a
cabo por Lacour y cols. (2015), darian explicacién a esas observaciones ya que
determinaron, en laboratorio, que el fotoperiodo critico del mosquito tigre, (namero de
horas de luz que recibe la hembra y que induce la diapausa en el 50% de los huevos)
era de 13,5 horas. En campo, sin embargo, ese fotoperiodo corresponderia a finales de
agosto pero sus observaciones situaron a mediados de septiembre el momento en que
la mitad de los huevos ya estdn en diapausa. Ciertas diferencias pueden deberse
también a variaciones climéticas, ambientales o, como mencionan algunos autores
(Hawley y cols., 1987, 1989), al polimorfismo en la respuesta de las poblaciones al
fotoperiodo, que también se ve afectado por variaciones geograficas, concretamente en
la latitud de la zona estudiada. A pesar de que nuestros resultados no parecen mostrar
ningdn patrén diferente de norte a sur, si que ha quedado patente que los picos en
verano no son fijos. Las densidades de huevos disminuyen justo después de éstos,
quizés debido a que, por el cambio en el fotoperiodo y por efecto de ese porcentaje
creciente de huevos que entran en diapausa, tenga lugar una menor eclosién de
hembras que repercuta negativamente sobre la abundancia de huevos.

Es posible que las variaciones en las condiciones climaticas (pluviometria,
temperatura,....) entre afios pueden variar adelantando/atrasando la salida/entrada de
los huevos de diapausa y, por lo tanto afecte a las dinamicas de las poblaciones, como
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hemos observado en nuestros registros (Lacour y cols., 2015). Incluso, la efectividad de
una misma ovitrampa puede variar dependiendo de la mayor o menor existencia de
contenedores que actimulen agua derivados de las precipitaciones, que pueden
desviar a las hembras gravidas hacia multitud de otros lugares donde poner los huevos
y, por tanto, disminuiria la abundancia de huevos en las trampas (Richards y cols.,
2006; Fonseca y cols., 2012).

El esfuerzo poco sistematico en nuestro estudio dificulta poder hacer comparaciones
entre municipios, ya que no se han empleado el mismo nimero de trampas ni la misma
periodicidad. No obstante, los datos obtenidos han ido en la misma linea sugiriendo
que las poblaciones de Ae. albopictus en Espaha se comportan de manera similar.
Lacour y cols. (2015) consideran que las ovitrampas son inapropiadas para el estudio
de dinamica anual del mosquito tigre, o mas concretamente para el estudio del inicio
de la actividad anual de éste. En algunos de nuestros puntos de seguimiento, la
utilizacién de un nimero demasiado reducido de trampas, ha ocasionado muy
probablemente pérdidas de informacién. No obstante hemos obtenido datos que sirven
de punto de partida para el disefio de estudios mas concretos de fenologia de esta
especie invasora en Espafia.

Sin embargo, hay que gestionar los datos obtenidos de las ovitrampas con cautela
para no confundir abundancia de huevos con densidad de poblacién. En este sentido,
no podemos saber cémo ha dispersado una hembra su puesta de huevos o cuantas
hembras han visitado una ovitrampa. Sin embargo, Richards y cols., (2006) sugieren
que cuanto mayor es la densidad de huevos, mayor deberia ser la abundancia de
hembras en las proximidades de la trampa. Pero la productividad de un lugar de cria,
bien sea una trampa o un foco natural, tiene un valor intrinseco que no es constante a
pesar de que las condiciones climaticas no varien (Boyer y cols., 2014). La propia
biologia del mosquito tigre hace que las hembras tiendan a dispersar (Rozeboom y
cols., 1973), pero algunos investigadores han observado patrones distintos en funcién
del momento del ciclo anual estudiado. Asi, Fonseca y cols. (2015) observaron, que en
verano (fotoperiodo largo), las hembras tienden a distribuir la puesta en diferentes
recipientes, preferentemente con ausencia de previas puestas. Sin embargo, en otofio
(fotoperiodo corto), prefieren acumular los huevos hibernantes o en diapausa, junto
con los de otras hembras.

Podemos sefalar dos patrones en el proceso de ampliacién de rango de dsitribucién
del mosquito tigre en Espafia. En primer lugar, se observa una secuencia de ocupacién
del mosquito, desde que se cité6 por primera vez en Catalufia, con un patrén de
colonizacién progresiva por difusién desde municipios positivos desde la costa hacia el
interior (Collantes y cols., 2015). Este hecho podia encontrar explicacién en la difusiéon
natural del insecto, considerando su limitado rango de vuelo. Sin embargo, la
velocidad del proceso dispersivo, asi como la detecciéon del mosquito en Orihuela
(Alicante), sugiri6 un patron de dispersion mediante saltos aleatorios asociado al
transporte pasivo de ejemplares en vehiculos. Algo similar parece haber ocurrido con
algunos casos de Andalucia. Recientemente, un estudio ha encontrado evidencias que
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apoyan esta hipotesis en Espafia. Eritja y cols. (2017) sefialaron que solo en la provincia
de Barcelona entre tres y 16 coches, de mil estudiados, transportan al menos un
mosquito tigre en su interior. Esto implica que a diario decenas de miles de coches
transportan mosquitos, facilitando asi el rapido desplazamiento de Ae. albopictus. Por
tanto, el aumento de afio en afio de municipios positivos, implica la aparicién afio tras
afio de nuevas regiones exportadoras de mosquitos, hecho que explicaria la aparicién
de nuevos puntos positivos aleatorios en la geografia. Como hemos mencionado
anteriormente, el establecimiento dependerd de la combinacién de mdultiples factores
locales dificiles de predecir.

En cuanto al aspecto de la salud publica, Ae. albopictus es particularmente agresivo
con las personas por lo que su presencia en una determinada regién se traduce
rdpidamente en una reduccién de calidad de vida de sus habitantes (Curcé y cols.,
2008; Abramides y cols., 2013; Halasa y cols., 2014). Ademas de ser un reconocido
vector de arbovirosis reemergentes en Europa (dengue y chikunguha). En este
contexto, las CCAA deben adaptar a su region el Plan Nacional de Preparacion y
Respuesta Frente a Enfermedades Transmitidas por Vectores (MSSSI, 2016) y estimar la
situacion del vector y su abundancia, asi como identificar las variables que permiten
evaluar el riesgo para la salud humana. Son cada vez mas, los organismos oficiales
preocupados por la salud publica en su regién, los altimos incorporados a la vigilancia
de Ae. albopictus en Espafia son la Comunidad de Madrid, Castilla la Mancha, Navarra,
La Rioja y Galicia. Hasta la fecha, no hemos tenido que lamentar casos autéctonos de
dichas enfermedades, pero el registro creciente de casos importados, acentta la
necesidad de tener claros los planes de actuaciéon y respuesta rdpida para evitar la
aparicion de brotes epidémicos. Como mencionaron Millet y cols. (2017), debe existir
una buena coordinaciéon entre epidemidlogos, entomoélogos, microbidlogos y médicos
clinicos para evitar la aparicion de brotes epidémicos de zika (y de cualquier otra
enfermedad transmitida por mosquitos). Habria que sumar a los servicios de control
de mosquitos a esta lista ya que serfan la pieza clave en la gestion de las poblaciones de
vectores que originarian la epidemia.

En este sentido, el control de esta especie en Espafa sigue siendo un tema
complicado. La tinica estrategia nacional para su gestion es el plan general pero, en
realidad, casi toda la responsabilidad de la ejecucién pasa a ser competencia municipal.
La mayoria de municipios nunca han realizado control de mosquitos y, por lo tanto, las
empresas encargadas suelen carecer de la experiencia necesaria para la gestion eficaz
de esta especie invasora. No obstante, con el paso del tiempo y el aumento del
territorio afectado por el mosquito tigre, son cada vez mds numerosas las localidades,
conscientes de que los tratamientos en zonas publicas no son suficientes, que han
incorporado a sus planes, estrategias de concienciacién ciudadana para la eliminacién
de focos en propiedades privadas. Este es un hecho clave para la reducciéon de
poblaciones adultas de mosquito tigre como varios estudios han podido demostrar
(Abramides y cols., 2011; 2013). Es probable que, debido a la falta de estrategias
eficaces de deteccién temprana y control del mosquito tigre, éste siga abarcando
nuevos territorios ocupando asi gran parte de Espafia y la peninsula.
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II. Estructura genética de poblaciones
de Aedes albopictus detectadas en
Espana (2011-2015).
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I1.1. Introduccion

El mosquito tigre, Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse 1894) (Diptera: Culicidae) es
una especie originaria de los bosques tropicales del sudeste asiatico. Durante afios, su
rango de distribucién se limit6 a este continente. Sin embargo, en las tltimas décadas,
debido a que esta especie posee una notable capacidad de adaptacion a diversos
escenarios ecolégicos, se ha observado una expansion dréstica a través de las regiones
tropicales y templadas del mundo. En la actualidad, se conoce que esta presente en
todos los continentes, a excepcién de la Antartida.

Mientras que en su rango nativo, Ae. albopictus habita en areas boscosas, criando en
lugares naturales como oquedades en &rboles tocones de bambt y otros acamulos
naturales de agua en plantas (fitotelma), en sus nuevos asentamientos es capaz de
cerrar su ciclo en recipientes de origen antrépico en dreas urbanizadas. Delatte y cols.
(2013) caracterizaron ecoldgica y genéticamente las poblaciones de mosquito tigre de
Isla Reunién y evidenciaron una cierta estructura genética asociada al habitat. Los
adultos de Ae. albopictus tienden a elegir ambientes urbanos (donde encuentran con
mayor facilidad huéspedes de los que alimentarse y recipientes donde ovipositar), pero
prefieren los ambientes naturales para resguardarse.

A pesar de existir una cierta difusion local, a nivel global la dispersién no se ha
producido de forma natural ya que el mosquito tigre tiene un limitado rango de vuelo
de unos cientos de metros (Hawley, 1988, Honorio y cols., 2003). Su expansiéon
geografica y consecuente intercambio genético entre poblaciones a gran escala
(Failloux y cols., 1997) ha sido posible mediante el transporte de huevos, larvas y
adultos en vehiculos de distinta indole. Como se ha sefialado en la introduccién, la
expansion de este mosquito por Europa coincide con la ola de introducciones de
especies invasoras en el continente, que comenzé hace 30 afios como resultado de la
globalizacion.

I1.1.1. Diversidad genética y las invasiones bioldgicas

La variabilidad genética o diversidad genética, en sentido amplio, es el componente
mas basico de la biodiversidad y se define como las variaciones heredables que ocurren
en cada organismo, entre los individuos de una poblacién y entre las poblaciones de
una misma especie (Pifiero y cols., 2008).

A menudo se presupone que las poblaciones invasoras estdn sujetas a efectos
fundadores (colonizacién por pocos individuos y, por ende, con limitado namero de
alelos) que conducen a medio/largo plazo a una reduccién de la diversidad genética en
el rango de invasién (Handley y cols., 2011). Pero una invasion biolégica es algo
diferente a un proceso de dispersiéon natural. Se producen tres fases que implican la
dispersion inicial, el establecimiento de poblaciones y la propagaciéon (Kolar y Lodge,
2001; Lockwood y cols., 2005). En la fase inicial de dispersion, se produce lo que se
denomina la presiéon de propagulo (Kolar y Lodge, 2001; Lockwood y cols., 2005), que
viene determinada y modulada por la cantidad de invasores y la frecuencia de
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introducciéon (Handley y cols., 2011; Bock y cols., 2015). Cuando el ntmero de
propagulos es alto y, sobre todo, si viene de una gran variedad de lugares, no tiene que
producirse una situaciéon de efecto fundador porque la diversidad de partida no es
baja, la inmigracién real tampoco lo es y, al no haber mucho aislamiento real, la deriva
genética se ve disminuida.

Existen pocos trabajos que hayan observado como estos aspectos han interferido en
el proceso de dispersion de Ae. albopictus y en la reduccién de la variabilidad genética
(Gourbet y cols., 2016). De hecho, mas bien ha tenido lugar lo contrario. Muchos de los
estudios genéticos actuales llevados a cabo con muestras de diferentes paises han
justificado que no ha podido ocurrir una dispersion progresiva de esta especie desde
su area nativa (Asia), sino que han acontecido diferentes procesos de dispersion a lo
largo del tiempo, desde mdltiples origenes, mediados principalmente por actividades
humanas (Roche y cols., 2015; Manni y cols., 2015). Este hecho, proporciona sin duda
un aporte continuo de variabilidad genética a las poblaciones y podria influir en la
capacidad de adaptacién a cambios ambientales y en la dispersion y acabar teniendo
consecuencias evidentes sobre la salud publica (Manni y cols., 2015; Battaglia y cols.,
2016; Maynard y cols., 2017; Kotsakiozi y cols., 2017; Sherpa y cols., 2018).

II.1.2. La genética de poblaciones como herramienta de gestion

La investigacion sobre las caracteristicas genéticas de una poblacién de mosquitos
puede proporcionar una informacién tutil para su gestion. En primer lugar, la
identificacion de las rutas de dispersion del mosquito tigre es crucial para limitar su
diseminacioén y disefar estrategias preventivas y de control (Manni y cols., 2017). En
segundo lugar, distintos autores han asociado el origen geografico con mutaciones
genéticas asociadas a resistencias a insecticidas, por lo que puede tenerse en cuenta a la
hora en las campafias de control del vector (Xu y cols., 2016; Chen y cols., 2016;
Aguirre-Obando y cols., 2017). En tercer lugar, existen trabajos que asocian el origen
geografico de las poblaciones con diferencias en cuanto a la interaccién entre el vector
y patégeno (de Oliveira., 2003; Zouache y cols., 2014; Chouin-Carneiro y cols., 2016). En
Europa, ya se ha relacionado a esta especie con los recientes brotes autéctonos de
dengue y chikungufia acontecidos en Francia e Italia.

I1.1.3. Estudios genéticos de Ae. albopictus

La eleccion de los marcadores moleculares, por lo general, viene determinada por
los objetivos concretos de cada estudio. En muchos casos, ante la necesidad de plantear
diferentes incégnitas y dado que un buen marcador genético se caracteriza por tener
suficiente variabilidad, los autores optan por combinar diferentes tipos de marcadores
con el fin de obtener mayor resolucién y respuesta a sus hipotesis. La revisiéon de
Aguirre-Obando y Navarro-Silva (2017) recopila que en los estudios moleculares de Ae.
albopictus se han empleado isoenzimas/alozimas, ADN genémico y ADN mitocondrial,
con diversas métodos como RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA), microsatélites, y el estudio concreto de los
genes de la citocromo oxidasa, subunidad I, (COI)(ADNmt), la NADH deshidrogenasa
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5 (ND5)(ADNmt) y espaciadores de ADNr, en concreto los espaciadores transcribibles
internos (ITS=Internal transcribed spacer )(ADNg).

La detecciéon de Ae. albopictus en Estados Unidos en los afios 80 fue el punto de
partida del estudio de genética de poblaciones de esta especie (Goubert y cols., 2016).
El estudio continuado de la estructura y diversidad genética de este mosquito
mediante el uso de distintas técnicas moleculares en constante evolucién, esta
ayudando a entender mejor el proceso dispersivo acontecido en las altimas décadas, al
identificar los origenes y la frecuencia de las introducciones de la especie en distintos
puntos del planeta (Urbanelli y cols., 2000; Mousson y cols., 2005; Zitko y cols., 2011;
Kamgang y cols., 2011; Porretta y cols., 2012; Zhong y cols., 2013; Shaikevich y
Talbalaghi., 2013), Manni y cols., 2015; Battaglia y cols., 2016; Manni y cols., 2017;
Kotsakiozi y cols.,, 2017; Maynard y cols., 2017). Estos trabajos han evaluado la
distribucién de las poblaciones asi como la velocidad y la direccién de la dispersion.
Son estudios que han apoyado la hipétesis de mdultiples y aislados procesos de
dispersion a escala global de la especie desde su &rea nativa. Inicialmente Urbanelli y
cols. (2000) demostraron la afinidad genética entre las poblaciones de Japén, Estados
Unidos e Italia. Afios mas tarde, Ayres y cols. (2002) y Birungi y cols. (2002) justificaron
que las poblaciones de Brasil derivaban de un proceso invasivo independiente y no de
una expansion desde Estados Unidos. Posteriormente, Lounibos y cols. (2003)
asociaron este evento de dispersién con aspectos biolégicos de las poblaciones.

Las secuencias del ADNmt, y concretamente las del gen de la COI), han sido muy
utilizadas para el estudio de poblaciones debido a que su rdpida tasa de mutacién
permite diferenciar poblaciones y especies cercanamente emparentadas. De esta forma,
las relaciones entre poblaciones distantes geogréaficamente se valoran por medio de la
herencia del linaje materno (Loaiza y cols., 2012). Algunos autores sefalan que es
posible que existan patrones genéticos en el COI de poblaciones de Ae. albopictus, con
respuesta a un determinado fotoperiodo y que podria contribuir al aumento del flujo
génico asi como al éxito de la invasion entre regiones climaticamente similares (Birungi
y cols., 2002; Mousson y cols., 2005).

Asi, Zhong y cols. (2013) observaron que las muestras procedentes de ejemplares
capturados en Los Angeles (EEUU) en 2001 que compartian haplotipos con Singapur
no se detectaban en las muestras de mosquitos capturados en 2011, sugiriendo que solo
los genotipos procedentes de climas templados consiguen establecerse en los Estados
Unidos. En Africa central, Kamgang y cols. (2011) plantearon que las poblaciones de
Camerdn eran mas afines a poblaciones de origen tropical (India, Tailandia, Vietnam y
Brasil) que a poblaciones templadas (Francia, Grecia y Estados Unidos), apuntando
también a la posibilidad de multiples eventos de invasién. En Australia, los trabajos de
Beebe y cols. (2013) mostraron como la afinidad genética entre poblaciones puede
ayudar a reconstruir la historia demografica. Pudieron diferenciar genéticamente las
poblaciones de las islas Torres Strait (mas afines a las de Indonesia) de las poblaciones
mas antiguas ya establecidas en Paptia Nueva Guinea. Con este hecho, descartaron el
proceso de dispersién geogréfica por proximidad y los autores relacionaron el proceso

96



con la intensa actividad de pesca furtiva en la zona. De hecho, Manni y cols. (2017)
citan al transporte maritimo presente en el este de Asia como responsable histérico de
la difusién de propagulos en los mares de China (mar de China oriental y mar de
China Meridional) (Schottenhammer., 2012).

El disefio de nuevos primers para el COI y el mayor conocimiento de la variabilidad
existente en distintas partes de Asia, permitié detectar que existe una gran diversidad
genética en el area de origen de Ae. albopictus (Porretta y cols., 2012; Zhong y cols.,
2013). Battaglia y cols. (2016) realizaron analisis filogenéticos utilizando mitogenomas,
y detectaron que las muestras de origen asiatico se agrupaban en cinco clusters, pero
tan solo tres de ellos estaban involucrados en los procesos recientes de expansion
global.

Shaikevich y Talbalaghi, (2013) simultanearon el estudio de COI y ITS2 ribosomal.
Este dltimo, es un marcador polimérfico que ha resultado muy dtil para determinar la
diferenciaciéon entre poblaciones y dentro de las poblaciones de mosquito tigre, asi
como para llevar a cabo estudios filogenéticos (Aguirre-Obando y Navarro- Silva,
2017). Manni y cols. (2015) lo utilizaron junto con el estudio de microsatélites, para
estudiar la diversidad genética asi como las dinamicas de dispersién de la especie entre
zonas de reciente colonizacién y zonas con poblaciones ya establecidas. Sugirieron que
la difusion global no fue fruto de una expansién progresiva desde su origen sino que
recientemente se han producido constantes propagulos caéticos asociados a las
actividades humanas.

I1.1.4. Justificacién y objetivos

Por la ausencia de trabajos sobre genética de poblaciones de Ae. albopictus en Espafia
y la necesidad de esta informacion para los planes de gestion, se consideré de gran
interés describir por primera vez la estructura genética de dichas poblaciones tras
varios afios de dispersion. Se traté de determinar el o los origenes de las poblaciones
espafiolas de mosquito tigre, asi como comprender los patrones de distribuciéon y
dispersion a lo largo de los afios en Espaia.

Combinando informacién genética con datos georeferenciados, se pretendié
determinar cémo los factores geograficos pueden estructurar las poblaciones de
Ae. albopictus en Espafia y si las caracteristicas del paisaje como pueden ser las
carreteras influyen en el flujo génico entre poblaciones de esta especie. La estructura
genética puede estar determinada espacialmente, en primera instancia, por la
distribucién de las poblaciones en el espacio y la distancia entre éstas. La presencia de
infraestructuras antropogénicas como carreteras y areas urbanizadas asi como barreras
naturales como pueden ser las condiciones climaticas, pueden determinar la
variabilidad genética existente entre poblaciones de una misma especie Asi, el
intercambio de genes entre poblaciones debido a la migracion de los individuos de un
lugar a otro, es un factor importante de cambio genético (Garrido-Gardufio y Vazquez-
Dominguez., 2013). Conocer por tanto la dindmica de dispersién asi como la estructura
genética de las poblaciones de mosquito tigre detectadas en Espafa podria ayudar a
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entender la afinidad genética entre ellas asi como con las de otros lugares del mundo.
Todas estas observaciones contribuirian a evaluar los riesgos asociados a la presencia
de este vector en nuestro pafs.

Estas motivaciones corresponden con el objetivo 3 de este trabajo de tesis doctoral,
Conocer la estructura genética de algunas de las poblaciones detectadas en Espaiia, que podria
concretarse en dos subobjetivos especificos:

i. Conocer la estructura genética de las poblaciones de Ae. albopictus detectadas en
Espafia.

ii. Interpretar el proceso de dispersiéon por Espafia, temporal y geograficamente,
asociado a su estructura genética.

I1.2. Material y métodos

I1.2.1. Obtencién del material entomolégico

Se estudiaron 477 individuos de Ae. albopictus procedentes de toda el area de
distribucién conocida de la especie en Espana (figura 2.1.). A lo largo del proceso de
muestreo, descrito en el capitulo 1, se obtuvieron tablillas con huevos de diferentes
localidades a lo largo de los afios 2011-2015.

Figura 35. Geolocalizacién de las muestras de mosquitos analizadas

genéticamente
10°9’W 8°OI’W 6°q’W 4"OI’W 2°0I’W 0°0’ 2°0'E 4°0'E

6°0'W 4°0'W 2°0'W 0’ 2°0'E

Los circulos amarillos simbolizan las ubicaciones de las muestras centradas, con un radio proporcional
al nimero de mosquitos muestreados en cada ubicacién. Los diamantes azules indican la ubicacién de los
principales puertos comerciales en Espafia (puertos con més de 50,000 TEU, basados en los datos de 2013
del AAPA (American Association of Port Authorities)).
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También se obtuvieron muestras de Catalufa a partir de la campafia de captura de
mosquito tigre organizada por el Centre d’Estudis Avangats de Blanes (CEAB-CSIC).
Ademads, como datos complementarios, se analizaron 40 individuos de dos regiones
diferentes de Francia (Niza, N 43° 38 '32"-E 7° 5' 27", y Montpellier, N 43° 40' 39"-E 4° 2
'35") y cuatro individuos de una regién de Grecia (4rea de Pylaia, en Salénica, N 40° 27'
22"-E 23°13 '20").

Los huevos se llevaron al insectario del Departamento de Patologia Animal de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, donde se llevé a cabo su
eclosion y cria de los individuos, obteniéndose larvas o adultos para el estudio, segtn
las recomendaciones de Alarcén-Elbal y cols. (2010). Todas las muestras se
almacenaron en etanol absoluto y se mantuvieron a -20°C hasta su posterior anélisis.

I1.2.2. Analisis genéticos

El procesado de las muestras, la extraccion de ADN vy realizacion de la PCR
cuantitativa (qPCR) se llev6 a cabo en el Centre d’Estudis Avancats de Blanes (CEAB-
CSIC).

I1.2.2.1. Extraccion, amplificacién y secuenciacion de ADN

La extracciéon del ADN se hizo a partir de los ejemplares enteros (larvas o adultos).
Se siguié el protocolo HotShot (Montero-Pau y cols., 2008), utilizando 125pL de
Alkaline lysis buffer y 125pL de Tris-HCI para neutralizar la reacciéon. Los extractos se
conservaron a -20°C.

Se llevé a cabo la amplificacion de una parte del COI, con la técnica de qPCR
(Polimerase Chain Reaction) y se obtuvo un volumen total de reaccién de 25pL por
muestra, que contenia 2pL de ADN extraido y 23pL de Master Mix Solution [16,2125pL
de mQ-H2O esterilizada con luz UV; 2,65pL de 10x Reaction Buffer (NoMgCl2,
Silverstar Eurogentec); 0,775pL de 50 mM MgCl2; 2,125uL de 2,5mM dNTPs; 0,2125pL
de 5puM TaQ Polimerasa; 0,525pL de cada cebador con una concentraciéon de 10pM].
Los cebadores fueron el LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAA GATATTGG-3") y el
HCO2198 (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) segin Folmer (1994); o los
cebadores degenerados de Prosser y cols. (2013) ZplankF1_M13 (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGTTCTASWAATCATAARGATATTGG-3') vy Zplank
R1_M13 (5'-CAGGAAACAGCTATGACTTCAGGRTGRTG RCCRAARAATCA-3).

También se amplific el fragmento ITS2 del ADN nuclear, obteniendo un volumen
total de reaccion de 25puL por muestra que contenia 7pL de ADN extraido y 18pL de
Master Mix Solution (11,2125pL de mQ-H2O esterilizada con luz UV; 2,625pL de 10 x
Reaction Buffer (NoMgCl2, Silverstar Eurogentec); 0,775pL de 50 mM MgCl2; 2,125pL
de 2,5mM dNTPs; 0,2125pL de 5pM TaQ Polimerasa y 0,525puL de cada cebador con
una concentracién de 10pM. Los cebadores fueron el ITS-CP-P1IA (5'-
GTGGATCCTGTGAACTGCAGGA CACATG-3') situado en el gen 5.85 y el ITS-CP-
P1B (5'- GTGTCGACATG CTTAAATTTAGGGGGTA-3') situado en el gen 285 (Porter
& Collins 1991).
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Las amplificaciones se realizaron con un termociclador Primus 96 Plus (MWG AG
Biotech, Germany) o 2720 thermal cicler (Applied Biosystems, UK) siguiendo los
programas de PCR especificos para cada cebador (Tabla 16).

Tabla 16. Programacion detallada de la PCR para los cebadores utilizados

Marcador Cebadores Programacién PCR

ZplankF1_M13

ZplankR1_M13 39 ciclos (1'a95°C, 2'a 37°Cy 1" a 72°C)

col LCOMg0 5 a 95°C, 5 ciclos (1' a 95°C, 90" a 45°C y 45" a
HC02198 72°C), 30 ciclos (45" a 95°C, 45” a 50°C y 45" a
(Folmer, 1994)  72°C) y una elongacion final de 7’ a 72°C
CP-P1A 1" a 94°C, 5 ciclos (40” a 94°C, 40” a 94°C, 2’ a 37°C
ITS2 (B y 1" a 72°C), 35 ciclos (40" a 94°C, 40" a 51°C y 1’ a

72°C) y una elongacion final de 6’a 72°C
La comprobaciéon de las amplificaciones se realiz6 mediante una electroforesis en

gel de agarosa al 1% (1g de agarosa en 100mL 0.5x tampén TAE (Tris, acetato y EDTA)
a lo que se aflade 5 pL de Red gel para poder visualizar el ADN mediante los
programas Molecular Imager® - Gel Doc™ XR Imaging System asi como Quantity One.

Los productos de PCR que se amplificaron correctamente fueron purificados y
enviados a secuenciar a Macrogen (Setl, Corea).

I1.2.3. Analisis de datos

Las secuencias resultantes de los genes COI e ITS2 se alinearon manualmente con
las secuencias de cada gen disponibles para la especie Ae. albopictus en GenBank
mediante el programa MEGA 6 (Tamura y cols., 2013). Para permitir la correcta
comparacion de estudios, las secuencias disponibles en bases de datos deben tener un
tamafio similar asi como compartir, al menos, parte de la regién del gen en cuestion
estudiado.

Existen hoy en dia gran cantidad de métodos descritos en la literatura sobre
genética de poblaciones para estimar la diferenciacién y la estructura genética. Las
distintas medidas de estructura genética estan relacionadas entre si y se basan en
analizar las diferencias en las frecuencias alélicas. Algunas pruebas mas sencillas
comparan estas tltimas estadisticamente. Otras, en cambio, estiman la proporcién de
variacion genética que se encuentra dentro y entre las poblaciones determinando la
estructura genética poblacional de las mismas. Para ello, se suele emplear el indice de
fijacion (FST), o sus andlogos, que permite comparar cuantitativamente la
diferenciacion existente entre poblaciones de distintas localidades geograficas de una
misma especie. Estos estimadores no sélo sefialan las diferencias, sino que también
ofrecen una estimacién de la deriva genética y el flujo génico.

Por otro lado, existen diferentes maneras de medir las distancias genéticas entre
pares de poblaciones. Se puede evaluar el namero de sustituciones nucleotidicas en el
ADN o se pueden utilizar las distancias genéticas entre pares de poblaciones para
reconstruir sus genealogias.
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En nuestro estudio, la diversidad genética se calcul6 con el programa DnaSP v5
(Librado y Rozas, 2009) aplicando el indice de diversidad haplotipica o
heterocigosidad (Hd), la estimaciéon de la diversidad de pares de nucleétidos o
diversidad nucleotidica (1), el contenido de G+C y el nimero de haplotipos y de sitios
(loci) variables. Se realizaron estimaciones genealdgicas y se transformaron los arboles
filogenéticos tradicionales en genealogias de haplotipos (Salzburger y cols., 2011). Para
ello, primero se seleccion6 el modelo mas apropiado de evolucién de nucleétidos
mediante el jModelTest (Posada, 2008) bajo el criterio de informacién Akaike (AIC). Se
introdujeron las secuencias de COI o ITS2 obtenidas de cada individuo, que fueron
posteriormente representadas en forma de haplotipos. Las secuencias en las que se
observaron bases ambiguas no se incluyeron en los andlisis. La red de haplotipos se
construy¢ finalmente con el programa Haploviewer (Salzburger y cols., 2011) en base
al mejor arbol obtenido.

La historia demogréfica de una poblaciéon también deja huella en los genomas
actuales (Perfectti y cols., 2009). Existen diferentes metodologias para estimar patrones
demogréficos usando secuencias de ADN. En el presente trabajo se realizaron pruebas
de neutralidad con los estadisticos D de Tajima (Tajima, 1989) y Fsde Fu (Fu, 1997), con
10.000 permutaciones en el programa Arlequin v.3.5 (Excoffier y Lischer, 2010)
mediante distribuciones pareadas (mismatch distributions) utilizando el programa
DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009). El estadistico D compara dos estimas de la cantidad
de variacién genética de un grupo de secuencias. El test de Fu también calcula las
diferencias entre secuencias, pero se basa en el hecho de que las mutaciones se
acumulan de manera diferente en una filogenia, asi las mutaciones puramente
neutrales se observan a lo largo de toda la filogenia mientras que las que son deletéreas
lo haran tnicamente en las ramas externas indicando que tuvieron lugar de manera
reciente ya que la seleccion habra tenido tiempo de eliminar aquellas mutaciones mas
antiguas (Perfectti y cols., 2009). El test de Fu puede detectar un exceso de alelos raros.
Asi, se asume que la identificacion de patrones de seleccién no neutrales con alto
namero de polimorfismos se puede corresponder con expansiones poblacionales
recientes (valores negativos de los indices D y Fs) que pueden o no estar asociadas a
procesos de barrido selectivo (selective sweep) o cuello de botella (bottleneck).

La diferenciacién genética debida al aislamiento por distancia entre poblaciones se
evalué6 mediante un analisis espacial de la varianza molecular (SAMOVA) con el
programa SAMOVA versiéon 2.0 (Dupanloup y cols.,, 2002). Esta aproximacién
identifica grupos de poblaciones que son genéticamente y geograficamente
homogéneos y los diferencia de otros. El método requiere de la definicion a priori del
namero de grupos de poblaciones (=K, en nuestro caso provincias espafiolas) y
genera estadisticos F. Se prueban diferentes combinaciones de grupos (K) y la
simulacién permite identificar cual de las combinaciones de esos K grupos maximiza
el indice Fcr (la proporcion de la varianza genética total debida a las diferencias entre
los grupos de diferentes provincias espafolas), y a su vez ver céomo las distintas
provincias se van diferenciando jerarquicamente mostrando parte de la historia de
colonizacién en Espafia. Se realiz6 el test simulando desde dos a doce grupos (K=2
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hasta K=12). Los valores de Fcr para cada grupo (K), se obtuvieron a partir de 100
condiciones iniciales aleatorias que se repitieron con la particiéon diferente de las
poblaciones en los K grupos.

I1.3. Resultados

I1.3.1. COI

En el caso de Ae. albopictus, existen multitud de secuencias del COI en GenBank. Sin
embargo, la mayoria s6lo comparten una pequefa region de 295pb (Goubert y cols.,
2016). Este hecho dificulta, en ocasiones, la posibilidad de comparar los resultados de
los estudios. El genoma mitocondrial del mosquito tigre tiene una longitud de 16.665pb
(GenBank). En éste, se dispone el gen COI que tiene une longitud de 1536pb, que se
sittia entre las posiciones 1436-2972pb del genoma.

Con el fin de tratar de determinar el origen geografico, asi como las relaciones
filogenéticas de las poblaciones de Ae. albopictus detectadas en Espafia, se alinearon las
424 secuencias obtenidas de las muestras recogidas en el periodo 2011-2015 (longitud
de 513 pb) con aquellas secuencias del mundo compatibles descargadas del GenBank.
Con todas ellas se pudo construir una red de haplotipos mundial (Figura 36). Esta
permite deducir las relaciones existentes entre las secuencias analizadas, ya que la red
estd disefiada a partir de la relacién filogenética de los distintos haplotipos. Asi, en
nuestro estudio, como se puede apreciar en la Figura36, se han representado 41
haplotipos. En Espafia, se han descrito 18 de ellos (en color gris de la Figura 36), pero
cabe mencionar que tan solo tres son compartidos con otros paises y los otros 15 son
haplotipos tinicos que hasta la fecha, solo se han descrito en Espafia.

Al estudiar con detalle la red de haplotipos del marcador COI, se observa que la
mayoria de haplotipos representados derivan del H2, que es el mas frecuente y
abundante, tanto en las muestras de Espafa (de todos los afios) como en el resto de
paises (Francia, Italia, Grecia, Holanda, Alemania, Albania, Jap6n, Tailandia, Isla
Reunién, Madagascar, Marruecos, Costa Rica, Panaméa y Estados Unidos América).
De este haplotipo ramifican el resto, con distintos cambios nucleotidicos. Dos
haplotipos en Espafia, con un cambio nucleotidico cada uno respecto al H2,
relacionan las poblaciones espafiolas con las de Madagascar e Isla Reunion.
Concretamente, el H12 muestra afinidad de dos secuencias de Andalucia de 2015
(reciente expansion en Espafa) con una secuencia de Isla Reunién y cinco de
Madagascar. El H13 incluye tres secuencias de Gerona de distintos afios, una de
Barcelona de 2015 y una de Madagascar.
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Figura 36. Red de haplotipos para el gen COI
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Los circulos muestran los distintos haplotipos y su didmetro es directamente proporcional a la
abundancia de secuencias incluidas. Las lineas que unen los circulos expresan las distincias
genéticas y cada marca en la linea supone el niimero de mutaciones entre haplotipos conectados.
Los distintos colores permiten reconocer que haplotipos estin descritos en cada pais. A pesar de
que Isla Reunion pertenece politicamente a Francia, hemos diferenciado las muestras con distinto
color debido a la relevancia de las distancias geogrificas en los estudios.

Otros haplotipos en la red relacionan otros paises entre si. El segundo haplotipo
maés abundante, que solo varfa con un cambio respecto a H2, el H10 que agrupa
secuencias de Pakistan, Isla Reunién, Madagascar y Holanda. El H3 relaciona Brasil,
Holanda, Vietnam, India, Tailandia y Pakistdn. Con solo un cambio nucleotidico de
éste ultimo, el haplotipo H4 relaciona las secuencias de EEUU con Italia y Tailandia. El
H7, con tres cambios respecto al H2, agrupa secuencias de Awustralia, Taiwén y
Tailandia. Por altimo, el H1 relaciona las muestras de EEUU con las de Italia. El resto
de haplotipos representados son exclusivos de cada pais de referencia.

Como se puede ver en la Tabla 17, se pudo detectar mas de un haplotipo en 8 de las
regiones estudiadas de Espafia. A pesar de ello, la diversidad genética (Hd) de las
secuencias analizadas del COI fue muy baja, siendo 0 en algunas provincias donde solo
se detecto el haplotipo H2. En Alicante, se obtuvo la Hd mas elevadla, con 4 haplotipos
y la mayor diversidad nucleotidica (7). Esta tltima, en general fue muy baja también.
Era de esperar estos valores bajos, puesto que se observaron muy pocos lugares
polimérficos durante los alineamientos, con un maximo de 10 en la provincia de

Barcelona, que es el lugar donde mayor nimero se secuencias se analizaron.
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Tabla 17. Resultados estadisticos de la diversidad genética encontrada en el gen COI

Provincia anio N S Haplotipos Fh Hd (media* SE)
Barcelona 2004 104 10 E?ﬂgfg?ﬁgy*”& 0,077 0,262 0,0008 + 0,0003
Gerona 2008 80 5 H2,H6H8H13,H15H20 0,075 0,233 0,0005 + 0,0003
Tarragona 2005 7 1 H2,H8 0,286 0,286 0,0006 + 0,0005
Mallorca 2012 40 2 H2,H8,H16 0,075 0,145 0,0003 + 0,0002
Huesca 2015 3 0 H2 0,333 0,000 0,0000
Castelon 2010 7 1 H2,H5 0,286 0,286 0,0006 + 0,0005
Valencia 2013 20 0 H2 0,050 0,000 0,0000
Alicante 2006 16 4 H2,H23,H18H21 0,250 0,350 0,0014 + 0,0007
Murcia 2011 110 2 H2,H17,H21 0,027 0,240 0,0005 + 0,0004
Malaga 2014 20 1 H2H12 0,100 0,190 0,0004 + 0,0004
Granada 2014 4 0 H2 0,250 0,000 0,0000
Almeria 2014 7 0 H2 0,143 0,000 0,0000
Guipizcoa 2014 6 1 H2 0,333 0,190 0,0000

aflo = primera deteccién, N= ntiimero de secuencias, S= n°de lugares polimérficos,

Fh= frecuencia haplotipica, Hd= diversidad genética, m= diversidad nucleotidica,

I1.3.2. ITS2

La region del ITS2 se encuentra entre los genes 5,85 y 285 del DNA ribosomal. Se
secuenciaron 424 individuos de las muestras recogidas en el periodo 2011-2015, en
diferentes provincias de Espafia. Se alinearon con aquellas secuencias del ITS2 del
mundo compatibles del GenBank, con una longitud de 287pb. Actualmente, no se
dispone de muchas secuencias de ITS2 de Ae. albopictus debido a existen pocos trabajos
en los que se haya empleado este marcador para estudiar esta especie.

Posteriormente, se construyé una red de haplotipos mundial de este marcador que
cuenta con 124 haplotipos (Figura 37). De los 78 que se han descrito en Espafia, 70 son
tnicos y nunca antes citados. Al estudiar con detalle la red de haplotipos del ITS2, se
aprecian cinco haplotipos abundantes, siendo el H1 el dominante y del cual ramifican el
resto. Este haplotipo esta presente en Espafia pero también se ha encontrado en Francia,
Italia, Grecia, Japon, Tailandia e Isla Reunion. En segundo lugar en abundancia y con un
tnico cambio o mutacién respecto al anterior, observamos el H2. Incluye secuencias de
varios afios de vigilancia en Espafia junto a otras de Francia, Italia, Isla Reunién y
Tailandia. El tercero es el haplotipo H5, con una sola mutacion respecto al H1, y que se
ha encontrado en Espafia y Grecia. Con tres cambios nucleotidicos, el haplotipo H4,
obtenido en Espafia, Italia e Isla Reunién. El H12 presenta 7 cambios respecto al H1 y ha
sido hallado en Gerona, Italia y Japon. El quinto en abundancia (H13), con 4 cambios
respecto al el H2 (6 desde el H1) se ha obtenido en Espafia, Francia, Italia, Isla Reunién,
Japon y Tailandia.
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Figura 37. Red de haplotipos del gen ITS2
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Cabe destacar dos haplotipos que, a pesar de no ser de los mas abundantes, pueden
resultar muy informativos. El primero (H10) se ha encontrado tanto en Gerona cémo
en Tailandia y el otro (H44) se ha encontrado tanto en Mallorca (muestras de 2015)
como en Italia.

Como se puede ver en la Tabla 18, el anélisis del ITS2 ha permitido observar que
existe mayor diversidad genética (Hd) y nucleotidica que en el COI, debido a que
detecta mucho mejor los polimorfismos, por lo que se obtiene mucha més informacién
de las relaciones genéticas de la especie entre regiones. Aparentemente, no existe
ninguna estructura genética definida en las poblaciones espafiolas, en cuanto a que los
haplotipos se encuentran a menudo mezclados en las diferentes provincias
muestreadas. Asi, destacan las poblaciones de Guiptizcoa con dos haplotipos
diferentes, y un ntimero elevado de polimorfismos, y las poblaciones de Malaga, donde
la Hd es elevada, con nueve haplotipos encontrados en 10 secuencias estudiadas.

Tabla 18. Resultados estadisticos de la diversidad genética encontrada en el
gen ITS2

Provincia afno N S Haplotipos Fh Hd = (mediat SE)

H1,H2,H4,H5,H6,H9,
H10,H11,H13,H14,H15,
Barcelona 2004 104 32 H16,H17,H18,H19,H20, 0,231 0,693 0,005 + 0,001
H21,H25,H28,H29,H48,
H52,H55,H56,H59

H1,H2,H4,H5,H10,H12,
H13,H14,H15,H19,H23,
H24,H26,H27,H30,H46,
H52,H57,H60

Tarragona 2005 4 2 H1,H5,H58 0,750 0,833 0,004 + 0,002

H1,H4,H5,H13,H31,H32,
H33,H40,H41,H42,H43,
H44,H45,H46,H47,H48,

Gerona 2008 84 54 0,238 0,628 0,006 + 0,002

Mallorca 2012 33 35 0,545 0,847 0,012+0,003

H49,H50
Huesca 2015 5 10 H1,H51,H52,H53,H54 1,000 1,000 0,014 +0,005
Castellon 2010 7 5 H1,H65H6E6 0,714 0,524 0,007 0,003

Valencia 2013 18 17 H1,H5,H34,H35,H62, H63 0,333 0,490 0,006 + 0,002

H1,H2,H3,H4,H5,He,
H7,H8,H9,H61
H1,H2,H4,H5,H15,H22,
Murcia 2011 111 15 H36,H37,H38,H67,H70, 0,117 0,658 0,004 + 0,002
H71

H1,H2,H4,H13,HE68,
H72,H73,H74,H76

Alicante 2006 34 17 0,294 0,729 0,005 0,002

Malaga 2014 10 26 0,900 0,978 0,020 £ 0,005

Granada 2014 6 14 H1,H69,H75H78 0,667 0,800 0,022 + 0,007
Almeria 2014 6 4 H1,H2H77 0,500 0,600 0,005 + 0,002
Guipuzcoa 2014 2 19 H39,H64 1,000 1,000 0,064 +0,016

aflo= primera deteccion, N= ntimero de secuencias, S= n° de lugares polimérficos,

Fh= frecuencia haplotipica, Hd= diversidad genética, n= diversidad nucleotidica,
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II.3.3. Analisis poblacionales

Con el objetivo de probar la hipétesis de si las mutaciones observadas en los
haplotipos son selectivamente neutrales, se realizaron las pruebas de Tajima (Tajima,
1989) y de Fu (Fu, 1997). . En nuestro estudio, los valores significativamente negativos
de los test de Tajima (D=-2,26485) y Fu (Fs=-28,60775) con el gen COI indican una
desviacién de la neutralidad, debido a un exceso de polimorfismo de baja frecuencia
(exceso de haplotipos raros). Como se ha indicado, los valores significativamente
negativos se asocian a expansiones recientes.

En el caso del ITS2, los resultados de los test de Tajima (D= -2,33008) y de Fu (Fs= -
26,06584) también fueron significativamente negativos y son el reflejo de un exceso de
polimorfismos a frecuencias intermedias, que puede ser una consecuencia de la
hibridacién entre poblaciones o del crecimiento poblacional.

Respecto al andlisis con el COI de distribuciones de diferencias de las frecuencias
alélicas (mismatch distribution), se obtuvo una curva unimodal con un bajo ntiimero de
diferencias, indicando un buen ajuste al modelo de expansiéon espacial y expansion
demogréfica reciente (Figuras 34A y 34B).

Figura 38. Resultado del andlisis de desajuste (mismatch) basado en dos
modelos distintos de cambios bruscos en el tamafio poblacional, un cambio
réapido en el tiempo (A y C) o un cambio en el espacio (B y D) para los
fragmentos de los genes COI (A, B) y ITS2 (C, D)
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En cambio, en el caso del ITS2 sélo el modelo de una expansion en el espacio predijo

las frecuencias observadas (Figura 34D), hecho que reforzaria la dindmica descrita por

Eritja y cols. (2017) de dispersion acelerada del vector a través de vehiculos.
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Tabla 19. Resultados de SAMOVA con el gen ITS2

K Fer P Agrupaciones poblacionales

2 0.574 <0.001 (Guipuzcoa), (Barcelona, Gerona, Tarragona, Alicante,
Almeria, Castellén, Granada, Huesca, Malaga, Mallorca,
Murcia, Valencia, Alpes maritimos, Herault)

3 0497 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Barcelona, Gerona, Tarragona,
Alicante, Almeria, Castellon, Granada, Huesca, Mallorca,
Murcia, Valencia, Alpes maritimos, Herault)

4 0.432 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Barcelona, Gerona,
Tarragona, Alicante, Almeria, Castellén, Huesca, Mallorca,
Murcia, Valencia, Alpes maritimos, Herault)

5 0.386 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Huesca), (Barcelona,
Gerona, Tarragona, Alicante, Almeria, Castellén, Mallorca,
Murcia, Valencia, Alpes maritimos, Herault)

6 0.345 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Huesca), (Tarragona),
(Barcelona, Gerona, Alicante, Almeria, Castellén, Mallorca,
Murcia, Valencia, Alpes maritimos, Herault)

7 0.301 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Huesca), (Tarragona),
(Castelldn), (Barcelona, Gerona, Alicante, Almeria, Mallorca,
Murcia, Valencia, Alpes maritimos, Herault)

8 0.264 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Huesca), (Tarragona),
(Castellon), (Alpes maritimos), (Barcelona, Gerona, Alicante,
Almeria, Mallorca, Murcia, Valencia, Herault)

9 0.238 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Huesca), (Tarragona),
(Castelldn), (Alpes maritimos), (Herault), (Barcelona, Gerona,
Alicante, Almeria, Mallorca, Murcia, Valencia)

10 0.219 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Huesca), (Tarragona),
(Castellon), (Alpes maritimos), (Herault), (Almeria),
(Barcelona, Gerona, Alicante, Mallorca, Murcia, Valencia)

11 0.183 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Huesca), (Tarragona),
(Castellon), (Alpes maritimos), (Herault), (Almeria),
(Valencia), (Barcelona, Gerona, Alicante, Mallorca, Murcia)

12 0.152 <0.001 (Guipuzcoa), (Malaga), (Granada), (Huesca), (Tarragona),
(Castellon), (Alpes maritimos), (Herault), (Almeria),
(Valencia), (Barcelona, Gerona, Alicante, Mallorca, Murcia)

K=n° de grupos, Fcr= proporcion de la varianza genética total debida a la diferencia entre grupos

Primeras detecciones: 2004: Barcelona; 2005/2009: Alicante, Alpes Maritimos, Tarragona; 2008:
Gerona; 2010: Castellon; 2011: Murcia, Herault; 2012: Mallorca; 2013: Valencia; 2014: Almeria,
Granada, Mélaga, Guiptzcoa; 2015: Huesca.

Los analisis de la SAMOVA con el ITS2 (Tabla 19) destacaron que la mejor particién
de la diversidad genética se obtenia cuando las 12 provincias se agrupaban en 2
subgrupos (Fcr= 0,574, P<0,001) en los que se separan las muestras de Guiptizcoa de
las del resto de Espafa, sugiriendo una introduccién independiente de la ocurrida en la
costa Mediterrénea.
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Si observamos el resto de las agrupaciones poblacionales, la diversidad genética
mayor no ocurre entre regiones distantes geograficamente. En el caso de Granada y
Malaga, provincias muy préximas la una a la otra y conectadas por un eje importante
de carreteras, estan separadas en dos grupos distintos con un Fcr significativo igual a
0,432, hecho que podria explicarse por procesos de dispersién distintos. Cabe destacar
que las provincias que se separan primero por grupos independientes son las de
reciente deteccion, quedando agrupadas aquellas derivadas de la dispersiéon por la
vertiente mediterranea, incluyendo las muestras del sureste de Francia, por lo tanto
parece reflejar una cierta sefial temporal y espacial de la expansion de Ae. albopictus por
Espafia.

I1.4. Discusion

Este estudio ha permitido caracterizar mediante la combinacién de dos marcadores
moleculares diferentes la estructura genética de las poblaciones de Ae. albopictus
detectadas en Espafia tras varios afios de procesos dispersivos. Los resultados
obtenidos han permitido constatar que la diversidad genética (m, Hd) del gen
mitocondrial COI es mucho menor que la obtenida con el gen ribosomal ITS2,
coincidiendo con estudios previos en otros paises (Aguirre-Obando y Navarro-Silva.,
2017).

La relativamente baja variabilidad genética del marcador COI es, sin embargo, la
esperada por un marcador codificante como es este gen mitocondrial, siendo
aproximadamente de 2-4% por cada millon de generaciones (e.g. nimero de Brower;
Brower 1994). Teniendo presente la extraordinaria tasa de dispersion de esta especie, el
hecho de observar una baja diversidad genética implica directamente que el nimero de
haplotipos que han colonizado el mundo es reducido. Por el mismo motivo, la
deteccion de distintos haplotipos en nuestro conjunto de datos seria consistente con la
hipétesis de que en Espafia han ocurrido (o estdn ocurriendo) multiples episodios de
colonizacion. Los bajos niveles de diferenciacién genética pueden ser atribuidos a una
rdpida expansion de los haplotipos mediante el transporte a través de vehiculos, un
modo pasivo de dispersion que Lucientes-Curdi y cols. (2014) sugieren que ocurrié en
Espafha a través de la autopista del Mediterraneo (Collantes y cols., 2015).
Recientemente, Eritja y cols. (2017) por primera vez han encontrado evidencias, con
datos especificos de capturas en vehiculos privados, de que existe un flujo de
mosquitos asociado a este medio de transporte y que este proceso ha acelerado
considerablemente la dispersion de la especie en Espana. Estimaron la probabilidad de
introduccién o exportacion de mosquitos tigre desde y a las distintas provincias
espafiolas, siendo Alicante, Murcia, Malaga y Barcelona las que transportan con mayor
probabilidad mosquitos tigre en los vehiculos. Entonces, los haplotipos mas
abundantes en esas provincias son los que mayor probabilidad tienen de ser
exportados, aumentando su frecuencia en los lugares de destino y disminuyendo asi la
diversidad genética. Esta hipétesis explicaria la frecuencia del H2 presente en todas las
provincias estudiadas. Cabe también mencionar que el tamafio y la frecuencia de los
propagulos pueden influir en el éxito del establecimiento de una nueva poblacién asi
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como modificar, mediante hibridacién, la estructura genética de las poblaciones ya
establecidas en la zona. Considerando que el mosquito tigre de forma natural no suele
desplazarse grandes distancias, la dispersién en Espafia probablemente ha tenido lugar
mediante dos tipos de procesos, la difusién y el salto dispersivo. La difusién es una
expansion local y progresiva, con velocidad de dispersiéon baja que limita el flujo
genético. El salto dispersivo representa dispersion rdpida y a larga distancia mediada
por transportes que produce un intercambio genético intenso.

De este modo, puede haber toda una gradaciéon de probables diferencias entre una
nueva poblacion generada por difusién, donde serd practicamente igual al origen, a las
del salto dispersivo donde se producirdn efcetos fundador mas o menos marcados.
Cuando se trate de nuevas fundaciones a partir de huevos adheridos a neumaticos u
otros materiales, se pueden combinar descendientes de varias hembras. Pero si la
nueva poblacién proviene de una sola hembra fecundada en origen, que llega
transportada por un vehiculo, la diversidad se reduce notablemente. Si porta los alelos
maés frecuentes en origen tendré cierta similitud con éste, pero la diferencia puee ser
enorme si se trata de una hembra con los alelos méas raros del origen.En nuestras
muestras, hemos encontrado numerosos haplotipos tnicos de baja frecuencia, que
sugiere que o bien éstos no llegan a fijarse en las poblaciones y por lo tanto
desaparecen, o no lo hacen con suficiente intensidad como para permitir ser detectados
varios afios o ser exportados a distintos puntos de la geografia espafiola, aumentando
asi su frecuencia haplotipica en la zona. Sin embargo, la aparicion de haplotipos raros
puede también deberse a introducciones continuas de ejemplares genéticamente
dispares (Kamgang y cols., 2011; Beebe y col,, 2013; Zawani y cols., 2014; Ismail y cols.,
2015; Manni y cols., 2015) como se ha observado que ocurre en Guiptzcoa. En el caso
concreto del gen COI, surge una problemética descrita por algunos investigadores que
explica una pérdida de variabilidad importante debida a la infeccién de los mosquitos
por la bacteria endosimbionte Wolbachia, que causa incompatibilidad citoplasmaética,
feminizacién y distorsiéon de la sex-ratio de las poblaciones (de Albuquerque y cols.,
2011; Minard y cols., 2015). Un estudio reciente ha descrito que las poblaciones de Ae.
albopictus recogidas en Catalufia muestran una superinfecciéon por distintas cepas de
este endosimbionte (100% de los ejemplares positivos (Talavera y cols., 2017)), hecho
que podria ser el motivo por el cual la Hd del COI no es mayor.

Sin embargo, el estudio con el ITS2, ha permitido detectar un mayor polimorfismo
en nuestras muestras. La elevada diversidad genética de este fragmento de ADN
puede explicarse como resultado de que es una zona del ADN nuclear no codificante y,
por tanto que debido a su baja presiéon de seleccion presenta a menudo una elevada
tasa de mutacion (Song y cols., 2012). A diferencia del COI, la alta diversidad de
haplotipos del ITS2 podrian derivar de un proceso de generacion in situ de nuevos
haplotipos a partir de procesos mutacionales ocurridos y fijados a partir de los
distintos eventos de colonizacién y aislamiento. Estudios previos han mostrado una
diferenciaciéon de las poblaciones (grupos de individuos) o de los propios individuos
entre si dentro de una misma poblacion, hecho que Delatte y cols. (2013) describieron
en Isla Reunién. Mas tarde Manni y cols. (2015) observaron algo similar con muestras
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procedentes de Tailandia e Italia. Asi, el ITS2 en esta especie puede utilizarse como un
indicador de la variabilidad genética posterior a la colonizacion.

El analisis de la varianza molecular del ITS2 a nivel espacial (SAMOVA) ha
permitido evidenciar que las poblaciones de Guiptizcoa, son significativamente
diferentes de otro gran grupo que muestra mayor afinidad genética entre las
provincias conectadas por el eje mediterrdneo. Este patrén sugiere que (a) muy
probablemente fueron introducidas en el Pais Vasco por carretera desde Francia y que
(b) el flujo génico entre las poblaciones mediterraneas es mucho mas intenso. Sin
embargo considerando todo el conjunto del andlisis de la varianza molecular, las
similitudes genéticas entre provincias dentro de los grupos (K) no se relacionan con la
proximidad geografica de las mismas como, también observaron Manni y cols. (2015)
con el ITS2 y, recientemente, otros autores con microsatelites y SNPs (Maynard y cols.,
2017; Kotsakiozi y cols., 2017).

Tras el estudio de la red de haplotipos internacional, los dos genes han sido
informativos representando cierta afinidad de las poblaciones espafiolas con otras a
nivel mundial. A pesar de la relativa baja diversidad genética del COI, hemos podido
relacionar poblaciones de Gerona, Barcelona y Mélaga con algunas de Madagascar e
Isla Reunién, sugiriendo que la introduccién de nuevos ejemplares puede tener lugar a
través de las principales ruta maritimas comerciales. Es un hecho relevante si se
considera el hecho de que los puertos de Barcelona, Valencia y Algeciras se sitian entre
30 principales puertos del mundo segtn la revista especializada Lloyd’s List (2016). La
presencia espafiola en Madagascar se relaciona con la flota pesquera que faena en sus
aguas al amparo del acuerdo de pesca con la UE. La flota atunera cerquera comunitaria
opera en el Océano Indico (principalmente espafiola, francesa y portuguesa),
especialmente en la época de pesca en el Canal de Mozambique (marzo a mayo)
(Ministerio de Asuntos exteriores, 2017)

En los dltimos afios, a consecuencia de la fuerte expansiéon geografica
experimentada a escala mundial por Ae. albopictus, se han sucedido numerosos
trabajos de investigaciéon tratando de ahondar en el conocimiento de la estructura
genética y la historia demografica de la especie a nivel global. Paralelamente, se ha
producido un cambio en el orden econémico mundial y las grandes potencias (EEUU y
Canad4, Europa, Australia, Nueva Zelanda, Japén y Corea del Sur), perdieron parte de
su liderazgo para dejar lugar a las potencias emergentes como Brasil, Rusia, India y
China, asi como potencias emergentes secundarias como Sudafrica, y sudeste asidtico
(www.bancomundial.org). Siendo a menudo relacionados los procesos de dispersion
de especies exéticas invasoras con los procesos de globalizacion, cabria la posibilidad
de que la aceleracion del proceso dispersivo del mosquito tigre a escala global, hubiera
sido una consecuencia del aumento de exportaciones comerciales desde su area nativa.
Los primeros trabajos sobre los origenes de las poblaciones de Ae. albopictus por el
mundo, describieron una baja diversidad genética en el area nativa de la especie
(Goubert y cols., 2016). Estos datos posteriormente se atribuyeron al tipo de muestras
utilizadas para los andlisis, en ocasiones lineas criadas en laboratorio, asi como por el
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tipo de marcador. Con la utilizacién de nuevas técnicas moleculares y la ampliacion del
namero y tipo de muestras de diferentes origenes, se obtuvo una visiéon mas adecuada
de la variabilidad genética de esta especie invasora. En Asia, Porretta y cols. (2012) y
mas tarde Zhong y cols. (2013) mostraron una elevada diversidad genética de las
poblaciones de mosquito tigre con una reducida estructura genética. En otras palabras,
plantearon el hecho de que hubiera tenido lugar un proceso de expansion progresiva
de poblaciones genéticamente diferentes pero interconectadas que podrian estar en el
origen de la estructura genética actual en el area continental nativa de esta especie. Mas
tarde, Battaglia y cols. (2016) identificaron cinco clusters de poblaciones asiaticas,
aunque solo tres de ellos estaban implicados en los procesos de dispersiéon a nivel
global.

Por otro lado, algunos trabajos antropolégicos realizados con muestras de Isla
Reunién, Madagascar y otras islas del Océano Indico, asociaron la introducciéon de Ae.
albopictus a través del comercio de especias desde Asia durante el siglo XVIII (Delatte y
cols., 2011). Manni y cols. (2017) diferencian dos poblaciones italianas, una relacionada
con Norte América y la otra con Isla Reuniéon. Ninguna de las secuencias obtenidas de
muestras en Espafia, muestran afinidad con EEUU pero si con Italia e Isla Reunioén.
Concretamente cuatro de los ochos haplotipos compartidos lo son con Isla Reunion,
Tailandia e Italia. Emilia-Romania, situada en la costa oeste del mar Adriatico, tiene un
importante puerto (Ravenna) con intenso intercambio comercial con Isla Reunién y
Mauricio, por lo que no se puede excluir la hipétesis de que la introduccién de
ejemplares tenga lugar a través de esta via (http://www.cargorouter.com). Por otro
lado, la deteccion de un haplotipo que se comparte Gnicamente entre muestras de
Mallorca y de Italia, asi como otro haplotipo tinicamente repartido entre Espafia y
Grecia, sugieren también la posibilidad de la introduccién a través de ferris (Barcel6 y
cols., 2015). Otros autores (Manni y cols., 2017; Kotsakiozi y cols., 2017) observaron
diferencias entre las poblaciones de Italia y las de Grecia y sugieren que en Europa se
produjeron al menos dos frentes de invasién por parte de mosquitos con genotipos
diferentes.

A nivel intracontinental, como hemos sefialado anteriormente existen evidencias de
que la dispersion en Espafia se produce siguiendo los principales ejes de carreteras.
También en Europa se han descrito procesos similares (Becker y cols., 2013; Medlocky
cols., 2017) y esto podria explicar la gran afinidad de las secuencias encontradas en
Espafa con las de Francia e Italia.

La evidencia de poblaciones que permanecen activas todo el afio en Espafia
(Collantes y cols., 2014) podria encontrar explicacién en genotipos tropicales o
subtropicales de algunas poblaciones. De hecho, considerando nuestros resultados,
aparentemente en Espafia existe una combinacién genotipica de poblaciones templadas
(Francia, Italia, Grecia y Japon), subtropicales (Madagascar e Isla Reunién) y tropicales
(Tailandia). A pesar de que la diapausa fotoperiddica, tiene una base genética
demostrada y parece ser un componente importante de la adaptacién climatica y del
éxito invasivo (Urbanski y cols., 2012; Poelchau y cols., 2013) no se puede descartar que
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exista flujo genético entre las poblaciones de origenes tropical y templado. De hecho,
Maynard y cols. (2017) sugieren que las poblaciones de isla Reunién descienden de
poblaciones ancestrales de origen templado, lo que explicaria que se detectasen en
Europa haplotipos comunes con estas islas. Pero un reciente estudio ha demostrado la
ausencia de flujo génico contemporaneo entre poblaciones europeas e isla Reunion.
Sugieren que las establecidas en las islas del Océano Indico no estén adaptadas a las
condiciones climéticas europeas y por lo tanto a pesar de ser introducidas, no
consiguen establecerse y, por lo tanto sus genotipos no llegan a fijarse entre los
europeos (Sherpa y cols., 2018). Sin embargo Battaglia y cols. (2016) sefialan la
posibilidad de que los distintos genotipos ancestrales coexistan en la actualidad en
muchas de las zonas recientemente colonizadas y que hayan surgido nuevas
combinaciones genémicas que podrian ser una de las causas de la creciente capacidad
invasora de Ae. albopictus.

Debido a la importancia epidemioldgica y también a su estatus de especie invasora,
Ae. albopictus deberia ser considerado una especie modelo de invasién exitosa. Sin
embargo, muchos investigadores sugieren que se deberia estandarizar los métodos de
muestreo y de genotipificacién para evitar la dispersion de datos que finalmente
resultan irrelevantes para la inferencia global. La disponibilidad de marcadores mas
informativos (micro-Satélites, SNPs) y grandes colecciones de muestras, incluyendo
diferentes periodos de tiempo, harfa posible la investigacion y modelizacién de rutas
de invasion (Cristescu, 2015) y el estudio integral de la estructuracion genética del
vector a nivel global. La reciente secuenciaciéon del genoma completo de Ae. albopictus
(Dritsou y cols., 2015; Chen y cols., 2015) esta aportando informacién acerca de la
localizaciéon de marcadores ya existentes. Probablemente, permitird disefiar nuevos
marcadores para el estudio de la estructura genética de esta especie, considerando
variaciones geograficas y temporales de la misma.
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III. Susceptibilidad de Aedes albopictus a
la infecci6n por hongos entomopatogenos.
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II1.1. Introduccién

Histéricamente, las campafias de control de mosquitos estaban enfocados hacia la
eliminacion de las fases larvarias mediante la gestion ambiental, aplicacién de
inhibidores del crecimiento o juvenoides, Bti, depredadores naturales, etc., dejando
durante afios como tnica herramienta de control de adultos la utilizaciéon de
insecticidas quimicos convencionales que, en la Unién Europea sélo pueden ser
piretroides (http://echa.europa.eu/ web/guest/information-on-chemicals/ biocidal-
active- substances). El uso indiscriminado de ciertos de estos productos ha derivado en
la contaminacién ambiental, toxicidad de algunos productos para los humanos y otros
organismos beneficiosos, ademds de la apariciéon de resistencias. Todo ello ha puesto
en evidencia la necesidad de nuevas estrategias de control integrado que contribuyan,
de una forma sostenible, al control de vectores de enfermedades emergentes en Europa
como son la malaria, el dengue o el chikunguna.

Los hongos entomopatégenos (HE) estdn demostrando ser una alternativa muy
prometedora como método de control de insectos y de mosquitos en particular. Poseen
una buena relacién coste/beneficio (Lacey y cols., 2001; Scholte y cols., 2004) y otras
ventajas como son la capacidad de infectar por contacto (no requieren de la ingestion)
con una produccién de toxinas durante el proceso de infeccién que terminan siendo
letales para el insecto. Ademas, la presion de seleccion de resistencias es menos intensa
si la comparamos con la de los insecticidas de acciéon rapida. De hecho, se prevé que la
evolucion de resistencias a los hongos sea mas lenta que la evolucién de las resistencias
a insecticidas.

Hay descritas méas de 1000 especies de hongos reconocidos como agentes causantes
de enfermedades en artréopodos. La gran mayoria de trabajos realizados con hongos se
han orientado al control biolégico de plagas agricolas o forestales y, en menor medida,
de mosquitos vectores de enfermedades. Los géneros Lagenidium Schenk, Coelomomyces
Kellin y Culicinomyces Couch, Romney & B. Rao han sido muy estudiados como
patoégenos de larvas de mosquitos por su marcada virulencia. No obstante, la
aplicacion de estas especies de hongos no ha sido exitosa en el biocontrol de mosquitos,
porque su ciclo biolégico involucra mas de un huésped y porque las esporas flageladas
son de vida corta y muy susceptibles a la desecacion. Este altimo aspecto dificulta la
producciéon comercial rentable y efectiva. Otros hongos con potencial mosquitocida
pertenecen a los géneros Beauveria Vuill. y Metarhizium Sorokin, pero han sido
evaluados basicamente contra las formas larvarias . La mayoria de los conidios son
hidréfobos pero los de éstos dos géneros presentan unas hidrofobinas (proteinas que
forman una pelicula en la superficie del conidio) que facilitan la adhesién primaria,
produciendo una especie de mucosidad (Holder y cols., 2007; Zhang y cols., 2011).
Algunos trabajos de control de adultos han mostrado resultados muy prometedores
como alternativa de biocontrol, debido a que las micosis pueden causar epizootias que
rdpidamente diezman las poblaciones. Ademas, resultan interesantes por el bajo coste
de produccién en masa y el buen mantenimiento de la virulencia, en condiciones
apropiadas de humedad y temperatura. A penas se han descrito efectos nocivos sobre
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la mayoria de vertebrados y otros invertebrados debido a su especificidad (Vega y
cols., 2012)

La temperatura, humedad ambiental y radiacion ultravioleta son factores limitantes
que afectan de forma importante a la viabilidad y eficiencia de estos micoinsecticidas
en condiciones naturales (Scholte y cols., 2004).

Los HE pueden vivir en forma parasitica sobre los insectos y como enddfitos,
ademas de en forma saprofita facultativa, sobre material vegetal en descomposiciéon
(Boomsma y cols., 2014) (Figura 38). En el crecimiento saprofito se forman conidi6éforos
que producen conidios y desarrollo micelar, de modo que el hongo puede ser cultivado
en el laboratorio utilizando técnicas de produccién en masa de bajo costo.

Figura 39. Ciclo de vida de hongos entomopatégenos del orden Hypocreales.
Modificado de Boomsma y cols., 2014
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II1.1.1. Clasificacion taxondmica

Los géneros Beauveria Vuill. y Metarhizium Sorokin, son hongos anamorfos
tilamentosos facultativos ya que son saprobios e hipogeos que infectan a insectos por
medio de conidios resultantes de su reproduccion asexual (Humber, 2007). Sus
telomorfos, formas sexuales, corresponden con los géneros Cordyceps Fr. y
Metacordyceps G.H.Sung, ].M.Sung, Hywel-Jones y Spatafora, respectivamente (Sung y
cols., 2007). Se han mantenido los distintos nombres a pesar de conocerse ahora
mediante técnicas moleculares y estudios evolutivos, que son el mismo organismo pero

en distintas formas (sexuales y asexuales).

Las especies més representativas y con las principalmente se ha trabajado en control
de culicidos, son Metarhizium anisopline (Metchnikoff) Sorokin vy Beauveria bassiana
(Bals.-Criv.) Vuill. Ambas especies son cosmopolitas y ubiquistas, componentes de la

microbiota de suelos.
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Metarhizium anisopliae

Clasificacion taxonémica (Bischoff y cols., 2009)

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Deuteromycetes
Orden Hypocreales

Familia Clavicipitaceae
Género Metarhizium Sorokin

Especie Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin.

Este hongo tiene un amplio rango de insectos huéspedes en la naturaleza (més de
200 especies), entre las cuales no se encuentran los mosquitos. Sin embargo, se ha visto
experimentalmente que pueden ser muy virulentos contra las larvas de culicidos

(Scholte y cols., 2004).

La morfologia de M. anisopliae se caracteriza por ser un micelio verde del que nacen
los conididforos, irregularmente ramificados con dos a tres ramas en cada septo (en
racimo), miden de 4 a 14pm de longitud x 1,5 a 2,5pm de diametro (Figura 40). Las
tidlides son cilindricas en forma de clava, adelgazadas en el apice, miden de 6 a 13pm
de longitud y de 2 a 4pm de didmetro. Los conidios son unicelulares, con extremos
redondeados y agrupados en cadenas regulares debido a la agregacion por elongacion,
hialinos a verde oliviceo, miden de 3,5 a 9pm de longitud x 1,5 a 3,5pm de didmetro
(Caftedo y Ames, 2004). Los insectos muertos por este hongo son cubiertos
completamente por micelio, el cual inicialmente es de color blanco pero se torna verde

cuando el hongo esporula (Monzén, 2001).

Figura 40. Morfologia macroscopica (A) y microscopica (B) de M. anisopliae Pik-
Kheng y cols., 2009
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Beauveria bassiana

Clasificacién taxonémica (Bischoff y cols., 2006)

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Clavicipitaceae

Género Beauveria Vuill.

Especie Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

Se trata de un hongo con un amplio rango de insectos hospedadores (mas de 500
especies sobre todo de coledpteros, lepidépteros y hemipteros). Pocos trabajos reflejan
su actividad sobre mosquitos, pero su virulencia sobre larvas de culicidos, hace de B.
bassiana un candidato interesante para control, sobre todo porque, a pesar de no
haberse descrito en la naturaleza sobre adultos de mosquitos, parece ser muy virulenta
en ensayos de laboratorio (Scholte y cols., 2003).

La especie B. bassiana se caracteriza por presentar colonias en placas de PDA (Potato
Dextrosa Agar), a los 14-15 dias, de color blanco (Figura 41A), de aspecto algodonoso
(por la abundancia de conidios) que se vuelve polvoriento y amarillo en el centro. El
reverso es rojizo en el centro y amarillento en los bordes. Las células conidiégenas de
los conidiéforos suelen estar agrupadas en grupos numerosos y compactos (aunque
puede haber solitarias). Tienen forma de botellita en cuyo raquis, algo doblado, se
generan los conidios. Los conidios son unicelulares, hialinos, esféricos o subesféricos y
menores de 3pm de longitud. (Cafiedo y Ames 2004, Gerénimo-Torres y cols., 2016).

Figura 41. Morfologia macroscépica (A: Echeverria, 2006) y microscopica (B:
Luque, 2011) de B. bassiana

A

Los insectos infectados por especies de B. bassiana presentan una cubierta blanca
muy densa formada por el micelio y las esporas del hongo (Habid y Andrade 1977).

Gomez (1982) y Alves (1986) senialan que los insectos atacados por este hongo
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presentan una sintomatologia caracteristica: el cuerpo permanece con su forma normal,
pero su interior estd lleno de un micelio muy apretado. Las estructuras reproductoras
del hongo emergen generalmente a través de las partes blandas del exoesqueleto y le
dan el aspecto caracteristico que facilita su clasificacion.

I11.1.2. Mecanismo de infeccion

El proceso patogénico se llama micosis y comprende mecanismos toxicos-
mecanicos. Comienza cuando ocurre la adhesiéon de conidios a la epicuticula del
insecto. Se ha sugerido que iones divalentes, como el Ca*2 y el Mg*?, reducen las
fuerzas de repulsion electrostatica de la superficie del insecto, por lo que pueden
afectar su hidrofobicidad y promover la adhesiéon pared celular fungica-cuticula,
creando condiciones favorables para el establecimiento de la espora y la subsecuente
invasion del insecto (Pucheta- Diaz y cols., 2006). El hongo penetra a través de la
cuticula por accién mecénica y efectos enzimaticos, ya que los conidios forman un tubo
germinal que mediante un complejo de exoquitinasas, proteasas y lipasas, digieren
azucares y lipidos de la procuticula (exocuticula y endocuticula) (Boomsma y cols.,
2014). Posteriormente, las hifas atraviesan la epidermis y se produce la invasion del
hemocele y de otras estructuras del insecto, como tejido muscular, cuerpos grasos,
tubos de Malpighi, etc. El hongo se nutre de la trehalosa de la hemolinfa y secreta
toxinas (destruxinas, beuvericinas, etc.) que matan al huésped por inanicién,
deshidratacion y dafios mecanicos (Pucheta-Dias y cols., 2006).

Figura 42. Estructura y composicién de la cuticula de insectos y forma de
penetracion de hongos entomopatégenos” Modificado de Vega y cols., 2012
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Cuando la hifa ha llegado al hemocele, se pueden producir diferentes reacciones de
defensa del insecto frente a un cuerpo extrafio: fagocitosis, encapsulaciéon celular y
formaciéon de compuestos antimicrobianos como las lisozimas, aglutininas y

melanizacién. El hongo debe superar al sistema inmunolégico del hospedador antes de
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invadir el hemocele y desarrollarse dentro del insecto (Vilcinskas y Gotz, 1999; Ortiz-
Urquiza y Keyhani, 2013). Si el hongo sobrepasa la defensa inmune del insecto, el
insecto empieza a mostrar sintomas fisiolégicos, como convulsiones, carencia de
coordinacion y cambios de conducta (deja de alimentarse o moverse), entra en un
estado letargico y finalmente muere (Alean- Carrefio, 2003). La muerte puede ocurrir
relativamente rapida o en unos pocos dias, dependiendo del grado de infeccién.

II1.1.3. Antecedentes sobre el uso de M. anisopliae y B. bassiana como
biocontroladores de culicidos

Estas dos especies de hongos entomopatégenos son muy efectivas frente a muchos
tipos de insectos y, en los tltimos afios, se ha profundizado en el desarrollo de técnicas
que implican la infeccion de culicidos. La mayoria de estos bioensayos se han realizado

con M. anisopliae y, en menor medida, con B. bassiana.

Los primeros experimentos sobre culicidos con B. bassiana fueron realizados sobre
larvas y adultos de Culex tarsalis Coquillett, 1896, Culex pipiens L., 1758,
Anopheles albimanus Wiedemann, 1820 (Clark y cols., 1968) y Aedes (Jarnellius) sierrensis
(Ludlow, 1905) (Pinnock y cols., 1973). Posteriormente, Scholte y cols. (2003); indicaron
que los adultos de Anopheles gambiae Gilles, 1902 también eran susceptibles y morian al
ser expuestos a telas con tratamiento fangico. Aunque recientemente Heinig y Thomas,
(2015) vieron un potencial limitado de esta especie de hongo para el control del
paludismo. En los tltimos afios, se han realizado diversos estudios para evaluar su
potencial contra Ae. aegypti (Paula y cols., 2008; Pereira y cols., 2009; Darbro y cols.,
2012). Carolino y cols. (2012) anotaron ademads sus efectos negativos sobre la

fecundidad y el patrén de alimentacion.

Por otro lado, el interés por el empleo de M. anisopliae resurgié al presentar
actividad adulticida contra vectores de malaria y reduciendo la capacidad de transmitir
los esporozoitos de Plasmodium responsables de desencadenar la enfermedad (Scholte y
cols., 2003, 2005, 2008; Blandford y cols., 2005; Thomas y Reed, 2007). Respecto a la
mortalidad, se observé un TLsy para An. gambiae expuesto a 1,6 x 107 o 1,6 x 100
conidios/m? es de 9,7 y 5,9 dias, respectivamente (Scholte y cols., 2003). Ademas del
porcentaje de mortalidad producida, las hembras infectadas por M. anisopliae reducen
la ingesta de néctar y de sangre, por lo que presentan menor fecundidad (Scholte y
cols., 2006; Blanford y cols., 2012; Ondiaka y cols., 2015) asi como menor capacidad de
transmitir los esporozoitos de Plasmodium (Blanford y cols., 2005).

En relaciéon a los vectores del virus del dengue, los trabajos sobre imagos son
escasos y la gran mayoria de trabajos recientes se realizan sobre fases larvarias de Ae.
aegypti (Santos y cols., 2009; Pereira y cols., 2009; Gomes y cols., 2015) y, puntualmente,
sobre Ae. albopictus (Bilal y cols., 2012; Lee y cols., 2015). El primer trabajo donde se
evalu6 la infeccion sobre ejemplares adultos de Ae. aegypti y Ae. albopictus por M.
anisopliae fue realizado por Scholte y cols. (2007). Aplicaron 1,6 x 1010 conidios/m?
sobre una manta de color negro como sitio de reposo para adultos en jaulas. Hubo una

mortalidad de 87% en Ae. aegypti y de 89% en Ae. albopictus. El TLs fue de 3,1 y 4,1 dias
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para machos y hembras de Ae. aegypti, respectivamente. Para Ae. albopictus se
obtuvieron los valores respectivos de 17,7 y 19,7 dias.

Garza-Hernandez y cols., (2015) describen algunos estudios que inducen la infeccion
de hembras por machos de Ae. aegypti mediante la copula. Ademas, la micosis que se
deriva sobre las hembras puede frenar el periodo de incubacién extrinseca del virus del
dengue (Garza-Hernandez y cols., 2013).

II1.1.4. Justificacién y objetivos

Los hongos entomopatdgenos, y mds concretamente las especies M. anisopliae y B.
bassiana, poseen varias caracteristicas que hacen interesante su estudio en campo para
el control integrado de mosquitos. La produccién y mantenimiento de cultivos a nivel
industrial presenta algunas dificultades debido a la sensibilidad de éstos a la variacién
de las condiciones climéticas como las temperaturas extremas, la desecaciéon y luz
ultravioleta (Vega y cols., 2012). Sin embargo, la mayoria de estos inconvenientes
pueden ser resueltos mediante la modificacion de las formulaciones. Los hongos
anamorfos son mdas recomendables para este tipo de producciéon debido a que las
formulaciones pueden presentarse en spray, polvo o granulado. La aplicaciéon puede
hacerse directamente sobre la plaga a tratar o sobre el suelo, las hojas o superficies
como mosquiteras (Lacey, 2017). Tienen una persistencia bastante rentable (Paula y
cols., 2013). Las formulaciones de base oleosa presentan potencial puesto que mejora la
protecciéon de los conidios, facilitan la adherencia a las superficies hidrofébicas del
tegumento de algunos insectos y aumentan la tolerancia de los conidios a las
variaciones de los factores abiédticos (Carolino, 2012).

Al ser cosmopolitas y componentes naturales de la entomofauna del suelo, no
contaminan el medio ambiente, poseen una gran especificidad y, por lo tanto, un
menor riesgo frente a organismos beneficiosos que los insecticidas convencionales y no
afectan a vertebrados, incluido el hombre. Por todo ello, los HE han sido clasificados

como sustancias de bajo riesgo (Chandler, 2017).

Ademas, su modo de accién por contacto es muy ventajoso y les diferencia de otros
agentes biol6gicos como bacterias, virus, nematodos o protozoos que requieren de la
ingestion para ser efectivos. El contagio de un tarso con conidios basta para infectar
todo el cuerpo del mosquito (Scholte y cols., 2007). De forma general, los insecticidas
biol6gicos no suelen matar instantaneamente, pero se ha descrito que la sinergia de HE
con insecticidas (Farenhorst y cols., 2010) o aceites vegetales (Gomes y cols., 2015)
puede contribuir a medio o largo plazo a reducir las densidades poblacionales de
mosquitos desde el inicio del periodo de actividad de éstos, menguando asi la

probabilidad de aparicion de brotes de enfermedades vectoriales.

La escasez de estudios sobre enemigos naturales frente a Ae. albopictus supone una
oportunidad para el estudio de los micoinsecticidas como método de biocontrol. Asi,
este apartado del trabajo corresponde con el objetivo general 4: Estudio de Ia
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susceptibilidad de adultos de Ae. albopictus a la aplicacion de hongos entomopatégenos como
método de control bioldgico, del que se derivan los objetivos especificos:

i. Estudiar por primera vez en Espafa la actividad patogénica de distintas cepas de
B. bassiana y M. anisopliae sobre una poblacion de Ae. albopictus originaria de Barcelona
y mantenida en laboratorio.

ii. Describir los efectos de la infecciéon por hongos entomopatégenos sobre la
fecundidad y fertilidad de las hembras de esta especie invasora.

II1.2. Material y métodos

II1.2.1. Insectos empleados en el estudio

Los ejemplares empleados en este estudio se obtuvieron de la colonia de
Ae. albopictus libre de patdgenos establecida desde 2009 en el Laboratorio de
Parasitologia y Enfermedades parasitarias de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Zaragoza. Estos ejemplares provienen de trampas de oviposicion
colocadas en Barcelona, en el afio 2009. Para la metodologia de cria se siguieron los

protocolos descritos por Alarcon-Elbal y cols. (2010).

Para la seleccion de adultos, diariamente se recogieron las pupas en botes que se
mantuvieron en el interior de jaulas entomolégicas (BugDorm-1 Insect cage) de
30x30x30 cm. Con el fin de tener un control de la edad de los imagos, cada dos dias se
retiraron los botes con las exuvias y las pupas restantes, de modo que los adultos de las
jaulas tenian edades concretas y similares para los bioensayos.

Los mosquitos se mantuvieron en una camara climatizada a una temperatura de
25+1°C, humedad relativa de 80+5% y fotoperiodo 12/12 mediante el uso de
iluminaciéon artificial fluorescente con ldmparas de luz blanca de 40W. Se les

proporcioné una solucién azucarada al 10% ad libitum.

II1.2.2. Hongos empleados en el estudio

Los hongos estudiados como posibles agentes de control pertenecen a dos de las
especies fungicas mas representadas dentro del dmbito de los bioplaguicidas. Se
trabajo con cuatro aislados de Beauveria bassiana y uno de Metarhizium anisopliae (Tabla
19); todas ellas pertenecientes a la Coleccion de Hongos Entomopatégenos del Centro

de Ecologia Quimica Agricola de la Universidad Politécnica de Valencia.

Cada cepa fue sembrada en placas Petri con Potato Dextrosa Agar (PDA) como medio
de cultivo y se incub6 a 26+1°C en oscuridad durante 15-16 dias.
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Tabla 20. Aislados de las especies de hongo empleadas para los estudios

Hongo Nombre Aislamiento

Beauveria bassiana rf Rhynchophorus ferrugineus Olivier, 1790
Beauveria bassiana tom1 Tomicus destruens (Wollaston, 1865)
Beauveria bassiana tom?2 Tomicus destruens

Beauveria bassiana bbcom Adquirido comercialmente

Metarhizium anisopliae ma Edafico

Los conidios fueron cosechados y suspendidos en una solucién estéril de
polisorbato 80, Tween 80, (0,02%) en agua destilada. Posteriormente, se centrifugé la
suspension a 3.600 rpm durante 5 min. Tras descartar el sobrenadante, se realiz6 un
recuento para el calculo de la concentracién de conidios en cdmara de Neubauer
(Hausser Scientific®, Horsham, PA) utilizando un microscopio en objetivo 40X (Nikon
Eclipse 80i). Finalmente, la dosis experimental para los ensayos se ajusté a 1x10°
conidios/ml. La suspension control fue una solucion de Tween 80 (0,02%) y agua

destilada sin conidios.

II1.2.3. Puesta a punto de los bioensayos

Las aplicaciones de las distintas cepas de hongos se realizaron utilizando una torre
de Potter para pulverizaciones de precisién (Potter, 1952), dispuesta en una cdmara de
extraccion con sistema de esterilizaciéon por medio de luz ultravioleta germicida (A 254

nm).

Previamente a las pulverizaciones sobre mosquitos, se realizaron una serie de

controles de pesada, de esterilidad y concentracién como se detalla a continuacién.

Para tener una mayor constancia de las condiciones de trabajo, se establecid el
protocolo de trabajo con la torre de Potter:

e Se dispuso que la placa Petri se encontrara a una distancia de 10 cm (en posicién de
trabajo).

e Se utiliz6 un volumen de 2 ml para cada pulverizacion y una presion de aire de 15
psi. Esta presion se consiguié mediante un compresor de aire Burkard, modelo 0523-
703 Q-R32 X.

e Con estas condiciones, sobre la plataforma de pulverizaciéon se aplicé un peso de
pulverizado de aproximadamente 300 mg. La realizacién de un control de pesada
antes de cada ensayo mediante la pulverizaciéon de 2 ml de Tween 80 (0,02%) sobre
placa de Petri permiti6 evaluar la cantidad exacta pulverizada y de esta forma
descartar errores.
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Figura 43. A: Torre de Potter. B: Zona de pulverizacion sobre la placa Petri

Antes de realizar los ensayos con una nueva cepa de hongo se limpid
exhaustivamente la torre de Potter mediante varios pases de agua, agua con jabén y
alcohol. Posteriormente se mantuvo la cabina de extraccién con la torre de Potter en su
interior, sometida a luz ultravioleta germicida durante 1h30, para la esterilizacién de
la sala y del material a emplear en el siguiente bioensayo.

Antes de cada bioensayo, para tener certeza de que no habia contaminacion residual
en la torre de Potter, se pulverizé 2 ml de Tween 80 (0,02%) en placas de PDA que
fueron incubadas en estufa a 26+1°C en oscuridad. A las 96h se observé si habia
crecimiento de algin agente contaminante, bien bacteriano o fungico que pudiera
falsear los resultados del estudio.

Por altimo, se realizé el control de concentracién mediante la pulverizaciéon de 2 ml
de suspension de cada cepa de hongo a 102y 5x102 conidios/ml sobre placas con PDA.
Se incubaron a 26+1°C en oscuridad y se conté manualmente el nimero de colonias.
Esta valoraciéon de la concentracion permiti6, ademds, evaluar el porcentaje de
viabilidad de las esporas empleadas en cada experimento.

Se realizaron varias pruebas previas para determinar las condiciones mas adecuadas
para la sedacion con éter de los insectos. Tras probar distintos tiempos de exposicion,
asi como cantidades de éter, finalmente se consideré que las condiciones que menos
afectaban a la supervivencia y comportamiento de los mosquitos eran mediante
anestesia en un tubo de ensayo de vidrio con 20 ul de éter empapado en algodén
durante 45 segundos, tiempo suficiente para que los mosquitos queden sedados
durante aproximadamente cinco minutos.
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I11.2.3.1. Bioensayo 1: Susceptibilidad de Ae. albopictus a los hongos
entomopatogenos.

Se realizaron tres repeticiones de cada ensayo por cepa de hongo. Los controles
fueron mosquitos pulverizados con Tween 80 (0,02%) sin hongo. Los testigos fueron
mosquitos del mismo lote a los que no se les realiz6 ninguna manipulacién.

Las inoculaciones se hicieron por pulverizacién con torre de Potter (2 ml de 1x108
conidios/ml) sobre una placa Petri de 9 cm de didmetro con aproximadamente 16
hembras adultas de Ae. albopictus, de 5-6 dias de edad, s6lo alimentadas con solucién
azucarada (Figura 44).

Figura 44. Detalle de la pulverizacién sobre los mosquitos

Posteriormente, se introdujeron los ejemplares en recipientes de pléstico de 5,5 cm
de diametro y 14 cm de alto para que fueran despertando progresivamente. Se les
proporciondé una solucion azucarada al 10% ad libitum. Los botes se mantuvieron en
una camara climatica a 26+1°C, 80+5% HR y fotoperiodo de 16:8h.

Figura 45. Detalle de M. anisopliae sobre una hembra de Ae. albopictus
F . K
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Figura 46. Detalle de B. bassiana sobre una hembra de Ae. albopictus

Se realizé un seguimiento diario registrando la mortalidad a lo largo de 15 dias.
Para evitar contaminacion, se retiraron diariamente los caddveres de los mosquitos
(Figuras 45 y 46). Se sembraron en una placa Petri de 5 cm de didmetro con un papel de
tiltro htimedo y se incubaron en estufa a 26°C para confirmar el crecimiento micelar.

I11.2.3.2. Bioensayo 2: Efecto de la infeccion fangica sobre la fecundidad y fertilidad
de hembras de Ae. albopictus

Por otro lado, también se realizaron pulverizaciones de precisién (torre de Potter, 2
ml a 5x108 conidios/ml) con el fin de evaluar el efecto de la infeccion por hongos sobre
la fecundidad y fertilidad de las hembras de Ae. albopictus. Se anestesiaron con éter
hembras copuladas, de 7 dias de edad, alimentadas con sangre a través de membrana
de pollo 24 horas antes de los tratamientos, mediante la utilizacién del sistema
Hemotek® 5W1 (Discovery Workshops, Accrington, Lancashire, UK). Se empled
sangre de perros control negativo procedentes del proyecto 2011/0093, aceptado por la
comision ética de la Universidad de Zaragoza. La extraccion se llevé a cabo en vena
cefalica o yugular y almacenada en tubos con heparina-litio (HL).

Se emplearon 15 hembras por tratamiento y cada una de ellas fue individualizada
en un eclosionador (recipiente de pléstico transparente de 9,2 cm de didmetro x 20 cm
de altura) en el cual se dispuso un recipiente con una solucion azucarada al 10%. Se
introdujo un bote de plastico (3 cm de didmetro x 6cm de altura) con una tercera parte
de agua y en cuya superficie interna se colocé una pieza de papel de filtro sobre el cual
la hembra pudiera realizar la puesta de huevos (Figura 47).

Se realiz6 un seguimiento diario de la mortalidad de las hembras, asi como un
recuento de los huevos depositados en el papel por cada hembra durante 5 dias.

Tras el recuento de huevos, cada pieza de papel se mantuvo en un recipiente
cerrado para finalizar el proceso de embriogénesis (aproximadamente 7 djias).
Posteriormente, se sumergieron en agua los papeles con los huevos adheridos. Se
emplearon cubetas de plastico de 11 x 7,5 x 4 cm para el desarrollo de las fases

acuaticas y eclosion hasta adulto.
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Figura 47. Eclosionadores con las hembras tratadas aisladas en su interior

II1.2.4. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico IBM
SPSS V19.0.1 para Windows (SPSS, 2010).

Para determinar el efecto del tratamiento con hongos sobre hembras de
Ae. albopictus se realizé un andlisis de supervivencia, que tiene como objetivo inferir el
tiempo que le ocurre un suceso a un organismo, no siempre la defuncion, (en este caso,
la muerte de los mosquitos sometidos a tratamiento) en relaciéon a diversos factores
naturales o inferidos.

Para ello, se emple6 el estimador de Kaplan-Meier y se calcularon las curvas de
supervivencia y el tiempo medio de supervivencia. Para hacer la comparacién de
curvas de supervivencia entre los distintos tratamientos a lo largo del estudio se
realizaron las pruebas de log-rank (Mantel-Cox) y Breslow (Wilcoxson-Gehan-
Breslow). Para identificar subgrupos homogéneos de medias que no difieren entre si,
se realizaron las pruebas de rango post-hoc y para realizar comparaciones multiples por
parejas se realiz6 el test de Duncan. Para estimar las diferencias entre tratamientos
sobre la fertilidad y fecundidad de las hembras, se llevé a cabo una prueba Chi-
cuadrado. Para comparar el nimero de huevos ovipositados por cada grupo de
hembras tratado se realizaron las pruebas t de student y U de Mann-Whitney (prueba
de suma de rangos Wilcoxon), asi como la prueba de Kruskall-Wallis para comparar el
porcentaje de eclosiéon de huevos. Por dltimo, la virulencia de las diferentes cepas se
estableci6 en funcién de los pardmetros Tiempo Letal 50 (TLsp) y TLoo (tiempo
transcurrido hasta que el 50% y 90% de los individuos mueren), los cuales se estimaron

mediante analisis Probit (Throne y cols., 1995) con niveles de significacion de p<0,001.

I11.3. Resultados

El 100% de los mosquitos empleados como testigos sobrevivieron mas alla de los 15
dias que duraron los experimentos, descartando asi problemas de base en las
poblaciones de mosquitos empleadas para las pruebas.
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III.3.1. Bioensayo 1: Mortalidad inducida por los hongos
entomopatogenos

La Figura 48 muestra las curvas de supervivencia de los mosquitos tratados con las
diferentes cepas de hongos. Las hembras sometidas al tratamiento control
sobrevivieron significativamente mds tiempo que las hembras tratadas con las distintas
cepas de hongos, independientemente del tipo de alimentacién recibida (azticar o
sangre) (Pxm<0,001, para todas las combinaciones por parejas).

Figura 48. Supervivencia acumulada de los mosquitos en funcién del tipo de
tratamiento recibido. A. alimentados con aztcar; B. alimentados con sangre
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No obstante, si que se observé que la mortalidad era algo menor en el grupo

alimentado con sangre aunque los resultados no fueron estadisticamente concluyentes
(Tabla 21).

Tabla 21. Mortalidad total (%) y supervivencia (media + ES) calculada en base
diaria a continuacién de la exposicion de los mosquitos (con distinto régimen
alimenticio) a los distintos aislados de M. anisopliae y B. bassiana

Q alimentadas con azucar Q alimentadas con sangre

Tratam. Supervivencia n Mort. Supervivencia n | Mort.
control |13,531+0,238 | A |a|224| 16,96% | 13,576 +0,522 | A | a |45]| 15,55%
ma 8,593+0,551 |B|b| 64 | 84,38% |10,075+0,588 | B | b |40 | 80,00%
- tom1 | 7,219+0,412 |C|b| 64 | 96,88% | 8,175+ 0,418 |C | e |40|97,50%
g tom2 | 6,917 +0,401 |C|b| 60 |100,00% | 8,159 £ 0,543 | C | ce |40 | 85,00%
%. bbcom | 5,719+0,355 |D |c| 64 | 100,00% | 6,975+ 0,475 | C | cd | 40| 95,00%
3 rf 5,661+0,299 (D |c| 62 |100,00% | 6,850+ 0,453 |C | d |40 92,50%

La supervivencia media (en dias) se calculé mediante el andlisis de Kaplan-Meier. Los valores seguidos de la
misma letra indica que los resultados no fueron significativamente diferentes cuando se comparan las cepas mediante
el test log-rank (en mayiisculas) o mediante el test de Breslow (miniisculas) con un nivel de significacion <0,050.

Los aislados bbcom y rf fueron los mas virulentos y no mostraron diferencias
significativas entre si en la supervivencia media de los grupos tratados. La mediana de
la supervivencia de los mosquitos tratados con estas cepas estuvo en torno a los 6 dias
(Tabla 21). Si que mostraron diferencias respecto de las otras dos cepas de B. bassiana
(toml y tom2) y M.anisopline (ma) en el grupo alimentado solo con azicar,
observandose una mortalidad mas tardia con una mediana entorno a los 7 y 8 dias
respectivamente (Figura 49). No fue asi en los grupos de hembras alimentadas con
sangre donde no se observaron diferencias significativas entre los cuatro tratamientos
con la especie B. bassiana al final del experimento (Tabla 21). Sin embargo, con el test de
comparacion de curvas de supervivencia de Breslow si muestran diferencias
significativas entre los aislados rfy bbcom por un lado, tom2 y tom1 por otro lado y, por
altimo, ma en los primeros dias post-tratamiento. Estos dos ultimos presentan
diferencias significativas en cuanto al inicio del periodo de toxicidad sobre los

mosquitos previamente alimentadas con sangre (Figura 49).

La especie M. anisopliae fue significativamente menos activa respecto a las otras
cepas utilizadas para los tratamientos debido a que se registr6 menor porcentaje de
mortalidad, asi como una mortalidad de mosquitos mas tardia (medianas entorno a los
8 dias en las hembras alimentadas con aztcar y de 9 dias en las que ingirieron sangre)
(Tabla 22).

El 82% de los mosquitos del grupo control sobrevivieron mas alla de los 15 dias que
duré el experimento.
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Figura 49. Tiempo en dias en el que se produce la muerte de los mosquitos
tras recibir los tratamientos A. alimentados con aztcar B. alimentados con
sangre. Los valores atipicos del grupo control estan marcados con asteriscos y
con circulos en el resto de tratamientos
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Tabla 22. Medianas de la supervivencia calculada en base diaria a
continuacion de la exposicion de los mosquitos (con distinto régimen
alimenticio) a los distintos aislados de M. anisopliae y B. bassiana. El valor entre

paréntesis corresponde con los intervalos de confianza al 95%

@ alimentadas con Q alimentadas con
azucar sangre
Tratam. Supervivencia Supervivencia
ma 8,000 (6,623-9,377 9,000 (6,934-11,066)
tom1 7,000 (5,959-8,041) 8,000 (7,066-8,934)
. tom?2 7,000 (6,373-7,627) 7,000 (6,185-7,815)
B.bassiana
bbcom | 6,000 (5,028-6,972) 6,000 (5,229-6,771)
rf 6,000 (5,473-6,527) 6,000 (5,542-6,458)

La virulencia frente a mosquito tigre de las cinco cepas fangicas se valoré mediante

la determinacién del tiempo letal 50 y 90. En todas las réplicas realizadas, la

longevidad de los mosquitos tratados con conidios fue significativamente menor

(P<0,001) que en los grupos control.

Los valores de LTsp oscilaron entre 6,60 y 6,81 dias (+95% limites de confianza) en las

cepas rf y bbcom de B. bassiana, demostrando ser las més virulentas. El aislado ma de

M. anisopliae, con LTs5 de 10,12 dias (+95% limites de confianza) result6 ser el hongo

menos toxico para la poblacion de ensayo.

Como se puede ver en la Tabla 23, de forma general, los valores de LTsy sobre

hembras alimentadas con sangre fueron significativamente superiores al de las

alimentadas Gnicamente con azticar.

Tabla 23. Tiempo letal 50 y 90 (en dias) de los diferentes aislados de hongos

testados frente a adultos de Ae. albopictus con distinto régimen alimenticio

Q alimentadas con azucar Q alimentadas con sangre
Tratam LTso LToo Slope + ES LTso LToo Slope + ES
rf 6,81 (4,72-8,63) | 7,94 (5,19-9,82) |0,37+0,022| 8,17 (4,65-12,12) |9,55 (5,05-13,80)| 0,28 £ 0,033
bbcom| 6,60 (4,43-8,30) | 7,79 (4,80-9,63) |0,33+0,020| 8,39 (5,23-11,35) |9,81 (5,63-13,03)| 0,28 + 0,160
tom2 | 7,91(5,44-9,91) | 9,19 (5,84-11,34) |0,31+0,018 | 9,91 (6,33-13,25) |11,43 (6,73-15,04)| 0,26 + 0,022
tom1 | 8,10 (5,65-10,24) | 9,77 (6,18-11,80) | 0,29 £0,016| 9,52 (6,4-12,80) |10,61 (6,83-14,14)| 0,37 +0,030
ma (10,12 (6,20-12,90)| 14,34 (7,50-17,63) | 0,15 +£ 0,009 | 12,13 (7,71-16,36) |13,87 (8,11-18,43)| 0,23 +0,190
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II1.3.2. Bioensayo 2: Efecto de la infeccion fingica sobre la fecundidad y
fertilidad de hembras de Ae. albopictus

Como se muestra en la Tabla 24, el porcentaje de hembras que ovipositaron fue
mayor en el grupo que recibi6 el tratamiento control, si bien no fue significativo,
respecto del resto de grupos de mosquitos tratados con hongos. La prueba de
significacion de Chi-cuadrado de Pearson no mostré diferencias significativas entre los
diferentes grupos de tratamiento en cuanto a la capacidad de las hembras de poner
huevos (X2=9,802; gl=5; P=0,081).

Figura 50. Numero de huevos ovipositados tras recibir los distintos
tratamientos
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Como se aprecia en la Figura 50, de manera general, las hembras sometidas al
tratamiento control pusieron més huevos que las que fueron pulverizadas con hongos.
Los valores marcados con un circulo amarillo corresponden a aquellos valores atipicos

en el grupo control.

Sin embargo, si se observo que el tipo de tratamiento influyé en el tamafio de
puesta de huevos de forma significativa (KIW=20,532; gl=5; P=0,001). Con el fin de
poder evaluar las diferencias derivadas de los tratamientos sobre la fecundidad
(nimero de huevos puestos por hembra), se realizaron diferentes pruebas de
comparacién por pares (U de Mann-Whitney o t de student), teniendo en cuenta la

normalidad de cada muestra (Tabla 24).
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Tabla 24. Resultados de fecundidad de las hembras tras los tratamientos

N° de huevos puestos por hembras fecundas

Tratam | n | ovoposicion | media| SD |Sig.| Q1 |Mediana| Q3 | min | Max
control | 45 66,70% 71,67 |25,76 | a |62,25| 77,00 |8550| 5 | 117
tom1 |40 40,00% 58,69 | 32,28 | ab |33,25| 55550 |83,75| 2 | 112
bbcom | 40 55,00% 53,27 136,23 | bc [18,50| 51,50 |72,25| 1 120
tom2 |40 40,00% 43,38 | 28,27 | bc [19,50| 35,00 |67,50| 4 | 94
ma |40 57,50% 41,04 |34,71| bc | 5,00 | 26,00 |73,00f 1 | 106
rf 40 45,00% 35,39 | 27,17 | cd |12,50| 30,50 |57,75| 2 | 85

Los valores seguidos de la misma letra indican que los resultados no fueron significativamente diferentes cuando
se comparan los aislados mediante la prueba U de Mann-Whitney o t de student segiin la normalidad de los datos,

con un nivel de significacion <0.05.

Posteriormente, se evalué si hubo efecto de los tratamientos sobre el porcentaje de
adultos eclosionados a partir de los huevos procedentes de hembras tratadas. Como se
puede ver en la Figura 51 y se detalla en la Tabla 25, el porcentaje de eclosién no
mostréd apenas diferencias entre tratamientos, aunque rf y foml si que mostraron
diferencias significativas respecto al grupo control demostrando asi que de alguna
manera, los tratamientos con estos hongos afectan a la fertilidad de Ae. albopictus

(KW=33,64; gl=5; P<0,001).

Figura 51. Emergencia de adultos (%) a partir de huevos procedentes de hembras
tratadas
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Tabla 25. Porcentaje de eclosién de adultos respecto del n° total de huevos
ovipositados por hembras tratadas

Tratam n |media| SD |Sig.| Q1 |Mediana| Q3 | min | Max
control |2150| 39,76 | 23,49 | bc | 21,42 | 36,84 |57,26| 0 | 98,59
bbcom |1172|42,15|2482 | ab | 21,74 | 36,70 |64,16| O 81,73
ma 944 | 40,99 | 20,62 | ab | 21,21 | 44,33 |5205| O 100
tom2 | 694 | 41,21 | 31,77 |abcd| 9,63 38,89 |67,74| 0 | 97,06
tom1 | 939 | 36,42 17,99 | d |1296| 43,75 |50,77 | 541 | 58,82
rf 637 | 36,89 | 20,90 | d [22,22| 3940 |54,05| 0 | 73,77
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II1.4. Discusion

Los hongos entomopatégenos han demostrado su utilidad para el control de plagas,
principalmente agricolas, sin embargo, pocos trabajos han profundizado en el
desarrollo de técnicas para la infeccion de culicidos implicados en la transmision de
enfermedades. El presente trabajo muestra que los cinco aislados de nuestra coleccién
(cuatro de B. bassiana y uno de M. anisopliae) eran virulentos frente a adultos de
Ae. albopictus. Se han observado diferencias significativas en la mortalidad total, asi
como en la supervivencia acumulada de los mosquitos tratados con hongos frente a los
controles. Se ha observado diferente virulencia entre distintos aislados (Kryokov y
cols., 2010) que se podria relacionar con la diversidad genética (Johny y cols., 2012), la
cual se ha atribuido a la consideracion de que B. bassiana realmente es un complejo de
especies (Uma Devi y cols., 2006). Cabe destacar que la cepa de B. bassiana mas
virulenta de nuestro estudio, aislada de Rhynchophorus ferrugineus (rf), mostré
resultados semejantes estadisticamente a la cepa comercial (bbcom) de esa misma
especie. El 80% de los mosquitos tratados con el aislado de suelo de la especie
M. anisopliae (ma), sucumbieron a la micosis, no obstante, mostraron una supervivencia
media superior a los otros aislados. Este hecho contrasta con los publicado en otros
estudios como el de de Paula y cols. (2008) que describen a M. anisoplize como maés
virulento que B. bassiana; y los de Scholte y cols. (2007) y Leles y cols. (2010), que
obtienen un LTso inferior al de nuestro estudio.

En nuestros experimentos, pudimos observar una cierta resistencia a la infecciéon
por parte de las hembras que habian ingerido sangre previamente, hecho que Paula y
cols. (2011) también observaron en ensayos de M. anisopliae frente a hembras de
Ae. aegypti. Anotaron que, durante las primeras 72 horas post- tratamiento, las hembras
alimentadas con sangre son menos susceptibles a la infeccion por HE. Pasadas 96 horas
(coincidiendo con la digestién de la sangre), la susceptibilidad a la infeccién vuelve a
aumentar alcanzando niveles similares a los insectos alimentados con aztcar. Este
hallazgo podria deberse a una mayor estimulaciéon del sistema inmune en las hembras
alimentadas con sangre. En estudios hechos con Anopheles stephens Liston, 1901, se ha
descrito que la sangre en combinacion con el aztcar incrementa la cascada de
melanizacién, por lo que los insectos alimentados soélo con azticar son menos
inmunocompetentes (Koella y Sorensen, 2002).

En los procesos de seleccién de aislados destinados a proyectos de control biolégico
de aedinos, el periodo de actividad de los HE puede tener consecuencias en la
transmisiéon de enfermedades como el dengue, chikungufa o zika cuyo periodos de
incubacion extrinseca oscilan alrededor de los 7 dias. Asi, una cepa que tarde mucho en
matar al mosquito y por lo tanto permita que se vuelva a picar, no serd interesante
desde el punto de vista epidemiolégico puesto que el interés radica en impedir la
transmisién. En concreto, se han descrito efectos sobre los habitos de alimentacién, los
mosquitos tienden a picar menos y/o ingerir menor cantidad de sangre y néctar con
consecuencias sobre la fecundidad (Scholte y cols., 2006; Mnyone y cols., 2011; Blanford
y cols., 2012; Darbro y cols., 2012; Ondiaka y cols., 2015). Uno de los aspectos mas
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importantes y por lo que los HE suscitaron interés fue por su capacidad para interferir
entre patédgeno y vector. Scholte y cols. (2003, 2005, 2008) probaron la actividad
adulticida de M. anisopliae frente a vectores de malaria asi como el potencial de reducir
la transmisién de los esporozoitos responsables de producir la enfermedad. Por otro
lado, mas recientemente, otros autores (Dong y cols., 2012; Garza-Hernandez y cols.,
2013) demostraron que las infecciones por B. bassiana y M. anisoplize reducian la
capacidad de Ae. aegypti para transmitir el dengue.

Asi, en el caso de artrépodos vectores de enfermedades, la muerte rdpida del
insecto puede no ser lo més conveniente, como puede ocurrir en el caso de otras plagas
agricolas. Si el insecto antes de morir llega a ovipositar o a copular, puede incluso
llegar a autodiseminar las esporas por los focos de cria (infectando asi a las larvas o
incluso a otras hembras que se acerquen a ovipositar) o transmitirlos a través de la
copula como algunos autores han descrito que ocurre con Ae.aegypti (Garza-
Hernandez y cols., 2015), afectando asi directamente a la fecundidad y la duracién del
ciclo gonotréfico de las hembras (Garza-Herndndez y cols., 2013). Nuestro estudio
aporta evidencias de que la infeccién fingica afecta negativamente a la fertilidad de las
hembras. El aislado de B. bassiana (rf) indujo en las hembras una puesta de huevos
menor, asi como una descendencia viable inferior. Darbro y cols. (2012) observaron que
las hembras de Ae. aegypti infectadas con B. bassiana reducian un 30% los intentos de
picada y ademads ovipositaban menor cantidad de huevos. Los mismos autores también
observaron que la hembras ponian huevos antes y en mayor cantidad que los controles,
pero al final del experimento la fecundidad de los controles era mayor, probablemente
porque éstos presentan mayor supervivencia y tienen mas tiempo para madurar los
huevos y realizar la puesta. En nuestro estudio, observamos que la mayoria de
hembras infectadas retenian los huevos y ovipositaban poco antes de morir,
probablemente debido a la pérdida de energia y reservas nutricionales derivadas de la
micosis. Garcia-Munguia y cols. (2011) también registraron una reduccién del 69-95%
en la fecundidad de las hembras de Ae. aegypti tratadas con diferentes cepas de
B. bassiana. Por otro lado, a pesar de que no hemos encontrado evidencias del efecto
nocivo de la infeccién por M. anisopliae sobre la fecundidad de Ae. albopictus, Garza-
Hernandez y cols. (2013) si que describieron una reduccién de la fecundidad asi como
en la duracién del ciclo gonotroéfico de Ae. aegypti.

A pesar de que los HE han sido muy estudiados como método de control de
mosquitos vectores de enfermedades como es la especie An. gambiae en el control del
paludismo y Ae. aegypti, principal vector del dengue, no se dispone de muchos estudios
sobre el efecto de estos tratamientos frente a Aedes albopictus. Comparar la
susceptibilidad a distintas cepas de HE de diferentes especies de mosquitos resulta
complejo porque se incorporan a menudo diferencias en las condiciones
experimentales. Teniendo en cuenta nuestros resultados, seria conveniente seguir
trabajando en las dos cepas bbcom y rf como potenciales candidatos para el control de
adultos de mosquito tigre. Seria interesante trabajar con la susceptibilidad de
poblaciones de Ae. albopictus naturales, debido a que, como hemos comentado en el
capitulo anterior, existe una gran variabilidad genética en las poblaciones de mosquito
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tigre en campo que podria alterar su capacidad para combatir la infeccién por HE.
Ademads, se ha descrito que el insecto hospedador puede ejercer una presion de
selecciéon que favorezca a algunos genotipos del hongo; es decir, hay una seleccién
natural de estos microorganismos en términos de especializacién con respecto al
hospedador (Maurer y cols., 1997) lo que podria también explicar las diferencias de
virulencia encontradas en nuestros aislados. Carolino y cols. (2014), observaron una
pérdida de virulencia de los conidios expuestos a condiciones naturales pasados 12
dias.

Sin duda, uno de los mayores retos en este campo de los micoinsecticidas es el
trabajo en la mejora de las técnicas de aplicacion, optimizacion de las diluciones de
conidios asi como la persistencia de la virulencia del hongo en campo, con el fin de
hacer de los hongos entomopatégenos una herramienta rentable y eficiente para el
control de mosquitos (Thomas, 2018).
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CONCLUSIONES GENERALES
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1. La vigilancia entomolégica de Aedes albopictus durante los dltimos afios, ha
constatado un dréastico aumento de su area de distribucién asi como una aceleraciéon
del proceso de dispersiéon. Se ha comprobado que se encuentra presente, establecido y
en pleno proceso de dispersion por Baleares, Comunidad Valenciana, Murcia,
Andalucia y Aragon. Las poblaciones detectadas en Pais Vasco estaban estabilizadas y
no se detect6 difusién a nivel local.

2. Mediante el estudio de la actividad reproductora de Ae. albopictus, durante los
afios 2015 y 2016, se ha podido determinar que el mosquito tigre esta activo al menos
nueve meses al afio. Los primeros signos de actividad aparecen en el mes de marzo en
Alicante y Castellon, sugiriendo una salida temprana de diapausa en el mes de febrero.
Sin embargo, en el resto de localidades estudiadas en Murcia y Mélaga, la reanudacion
biolégica con mayor intensidad tiene lugar en los meses de abril y mayo. Se han
detectado varios picos de méxima densidad de huevos entre los meses de julio, agosto
y septiembre, siendo este tltimo el mas notable. A partir de ese momento, se produce
una reducciéon importante de la abundancia, a finales de octubre y, se registra el fin de
la actividad de mosquito tigre entorno a los meses de noviembre/diciembre.

3. El estudio de la estructura genética de las poblaciones de Ae. albopictus detectadas
en Espafia, combinando los anélisis de los marcadores genéticos COI e ITS2, ha
permitido detectar la presencia de haplotipos comunes con otros paises del mundo lo
que sugiere multiples eventos de introducciéon desde diferentes origenes, facilitados
por diversos medios antrépicos.

4. La gran diversidad genética obtenida sugiere que, en Espafia, la dispersiéon de
Ae. albopictus ha tenido lugar mediante la combinacién de varios procesos de
expansion. Por un lado, la difusiéon a escala local y, por otro, la expansién brusca y a
escala nacional, que sugiere un transporte pasivo de ejemplares en vehiculos de
distinta indole.

5. Todos los mosquitos que murieron en el estudio tras ser tratados con los aislados
de hongo mostraron signos de crecimiento fngico sobre los cadaveres. La muerte, por
tanto, se debe a la micosis inducida, soportando la posible utilidad de los hongos
entomopatégenos como método de control biolégico de Ae. albopictus.

6. Las cepas toml y tom2 de B. bassiana, con niveles de virulencia
significativamente similares, mostraron un TL50 en torno a los 8 dias, lo que supuso
una mayor actividad que la de la cepa de M. anisopliae, siendo ésta la menos virulenta
de las estudiadas, con un TL50 de alrededor de 10 dias. Las cepas mas virulentas
fueron rf y bbcom, con TL50 cercanos a los 6 dias, periodo que se ajustaria con el
tiempo requerido para interferir en la posible transmision de arbovirus, por lo que se
convertirfan en candidatos aptos para ensayos futuros.
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7. Todas las cepas de hongos entomopatégenos empleadas en los tratamientos
mostraron efectos significativamente negativos sobre la fecundidad de las hembras de
Ae. albopictus, pero no sobre su fertilidad.
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Tabla 1. Resultados completos de la vigilancia entomolégica de Ae. albopictus en el periodo 2011-2016.

Puntos Tab

ARO CCAA Provincia Municipio Puntos Ovitraps Fecha inicio Fecha fin Tablillas POS POS Primer
2011 Com. Valenciana Alicante  Guardamar del Segura 6 35 27/08/2011  21/09/2011 104 5 37 1
2011 Com. Valenciana Alicante Orihuela 10 50 27/08/2011 21/09/2011 185 9 48

2011 Com. Valenciana Alicante Pilar de la Horadada 4 15 27/08/2011 21/09/2011 53 1 6 1
2011 Com. Valenciana Alicante Torrevieja 9 70 27/08/2011 21/09/2011 240 8 66

2011 Com. Valenciana Castellén Benicasim 10 35 14/09/2011 18/11/2011 126 8 17

2011 Com. Valenciana Castellén Castelldn de la Plana 4 40 14/09/2011 18/11/2011 120 0 0

2011 Com. Valenciana Castellén Oropesa 5 35 14/09/2011 18/11/2011 130 3 24 1
2011 Islas Baleares Mallorca Palma de Mallorca 2 16 12/08/2011 12/12/2011 64 0 0

2011 Regién de Murcia Murcia Murcia 1 0 21/09/2011 15/10/2011 -- 1 -- 1
2011 Regién de Murcia Murcia San Pedro del Pinatar 3 15 27/08/2011 21/09/2011 51 0 0

2012 Com. Valenciana Alicante Benijofar 3 15 02/09/2012 23/10/2012 42 3 9 1
2012 Com. Valenciana Alicante Elche 3 25 02/09/2012 23/10/2012 63 1 2 1
2012 Com. Valenciana Alicante  Guardamar del Segura 5 20 02/09/2012 23/10/2012 68 5 28

2012 Com. Valenciana Alicante Los Montesinos 1 5 02/09/2012 23/10/2012 14 0 0

2012 Com. Valenciana Alicante  Orihuela 4 20 02/09/2012 23/10/2012 61 4 13

2012 Com. Valenciana Alicante  Pilar de la Horadada 2 10 02/09/2012 23/10/2012 31 2 16

2012 Com. Valenciana Alicante  Rojales 4 15 02/09/2012 23/10/2012 36 4 9 1
2012 Com. Valenciana Alicante  San Miguel de Salinas 3 15 02/09/2012 23/10/2012 29 0 0

2012 Com. Valenciana Alicante Santa Pola 4 15 02/09/2012 23/10/2012 34 2 3 1
2012 Com. Valenciana Alicante Torrevieja 6 30 02/09/2012 23/10/2012 78 4 20

2012 Com. Valenciana Castellén Alcala de xivert 3 15 02/09/2012 23/10/2012 60 0 0

2012 Com. Valenciana Castellén Almassora 3 15 02/09/2012 23/10/2012 15 0 0

2012 Com. Valenciana Castellén Almenara 6 30 02/09/2012 23/10/2012 103 0 0

2012 Com. Valenciana Castelldén Benicasim 3 15 02/09/2012 23/10/2012 112 1 4

2012 Com. Valenciana Castellén Borriol 2 15 02/09/2012 23/10/2012 55 2 3 1
2012 Com. Valenciana Castellén Cabanes 3 15 02/09/2012 23/10/2012 56 0 0

2012 Com. Valenciana Castellén Castelldn de la Plana 2 30 02/09/2012 23/10/2012 156 2 23 1
2012 Com. Valenciana Castellén La Pobla Tornesa 3 15 02/09/2012 23/10/2012 45 1 5 1
2012 Com. Valenciana Castellén Oropesa 3 30 02/09/2012 23/10/2012 118 1 3

2012 Com. Valenciana Castellén Torreblanca 2 45 02/09/2012 23/10/2012 180 2 2 1
2012 Com. Valenciana Castellén Vall d'Alba 3 15 02/09/2012 23/10/2012 43 1 1 1
2012 Com. Valenciana Castellén Vilafamés 2 15 02/09/2012 23/10/2012 38 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Bétera 2 24 02/09/2012 23/10/2012 96 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Canetd'en Berenguer 1 24 02/09/2012 23/10/2012 88 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Cullera 3 16 02/09/2012 23/10/2012 58 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia L'Eliana 4 24 02/09/2012 23/10/2012 96 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Manises 2 18 02/09/2012 23/10/2012 57 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Paterna 2 24 02/09/2012 23/10/2012 94 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Sagunto 2 48 02/09/2012 23/10/2012 157 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Sueca 2 32 02/09/2012 23/10/2012 116 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Tavernes de la Valldigna 2 16 02/09/2012 23/10/2012 62 0 0

2012 Com. Valenciana Valencia Valencia 3 64 02/09/2012 23/10/2012 249 0 0

2012 Islas Baleares Mallorca Buger 5 5 27/08/2012 15/10/2012 14 0 0

2012 Islas Baleares Mallorca Bunyola 60 60 27/08/2012 15/10/2012 268 57 1
2012 Islas Baleares Mallorca Calvia 13 13 27/08/2012 15/10/2012 47 1 1
2012 Islas Baleares Mallorca Esporles 15 15 27/08/2012 15/10/2012 49 3 1
2012 Islas Baleares Mallorca Marratxi 35 35 27/08/2012 15/10/2012 122 6 1
2012 Islas Baleares Mallorca Palma 74 74 27/08/2012 15/10/2012 210 3 1
2012 Regién de Murcia Murcia Murcia 34 34 03/10/2012 19/11/2012 100 14 19

2012 Regién de Murcia Murcia San Pedro del Pinatar CTL 10 02/09/2012 23/10/2012 29 1 2 1
2013 Com. Valenciana Alicante Albatera 2 10 18/09/2013 30/10/2013 13 0 0

2013 Com. Valenciana Alicante Algorfa 1 5 18/09/2013 30/10/2013 10 1 1 1
2013 Com. Valenciana Alicante Alicante 4 20 18/09/2013 30/10/2013 37 2 12 1
2013 Com. Valenciana Alicante Benejlzar 1 5 18/09/2013 30/10/2013 7 1 1 1
2013 Com. Valenciana Alicante  Benijofar 3 15 18/09/2013 30/10/2013 38 3 26
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2013 Com. Valenciana Alicante  Bigastro 2 10 18/09/2013 30/10/2013 18 0 0
2013 Com. Valenciana Alicante Catral 2 10 18/09/2013 30/10/2013 14 0 0
2013 Com. Valenciana Alicante Crevillente 4 20 18/09/2013 30/10/2013 20 0 0
2013 Com. Valenciana Alicante Daya Nueva 2 10 18/09/2013 30/10/2013 21 2 4 1
2013 Com. Valenciana Alicante Daya Vieja 1 5 18/09/2013 30/10/2013 9 1 2 1
2013 Com. Valenciana Alicante Dolores 2 10 19/09/2013 30/10/2013 14 1 3 1
2013 Com. Valenciana Alicante Elche 4 25 18/09/2013 30/10/2013 55 1 2 1
2013 Com. Valenciana Alicante Formentera del Segura 2 10 18/09/2013 30/10/2013 30 1 3 1
2013 Com. Valenciana Alicante  Guardamar del Segura 5 20 18/09/2013 30/10/2013 46 5 11
2013 Com. Valenciana Alicante Jacarilla 1 18/09/2013 30/10/2013 8 1 1 1
2013 Com. Valenciana Alicante  Los Montesinos 1 19/09/2013 30/10/2013 14 1 1 1
2013 Com. Valenciana Alicante  Orihuela 5 25 18/09/2013 30/10/2013 55 3 18
2013 Com. Valenciana Alicante  Pilar de la Horadada 2 10 19/09/2013 30/10/2013 26 2 8
2013 Com. Valenciana Alicante Rojales 4 15 19/09/2013 30/10/2013 26 2 11
2013 Com. Valenciana Alicante  San Fulgencio 2 10 19/09/2013 30/10/2013 16 2 4 1
2013 Com. Valenciana Alicante  San Isidro 2 10 19/09/2013 30/10/2013 14 0 0
2013 Com. Valenciana Alicante  San Miguel de Salinas 3 15 19/09/2013 30/10/2013 27 0 0
2013 Com. Valenciana Alicante Santa Pola 6 15 19/09/2013 30/10/2013 29 1 2
2013 Com. Valenciana Alicante Torrevieja 4 20 19/09/2013 30/10/2013 41 4 24
2013 Com. Valenciana Castellén Alcald de xivert 3 15 19/09/2013 04/11/2013 28 3 6 1
2013 Com. Valenciana Castellén Alcora 3 15 19/09/2013 04/11/2013 33 3 17 1
2013 Com. Valenciana Castellén Almassora 3 15 19/09/2013 04/11/2013 33 3 14 1
2013 Com. Valenciana Castellén Benicarld 3 15 27/09/2013 19/11/2013 36 2 15 1
2013 Com. Valenciana Castellén Benicassim 3 15 19/09/2013 04/11/2013 42 3 16
2013 Com. Valenciana Castellén Benlloch 3 15 19/09/2013 04/11/2013 28 3 5 1
2013 Com. Valenciana Castellén Borriol 2 15 19/09/2013 04/11/2013 24 2 17
2013 Com. Valenciana Castellén Burriana 3 15 19/09/2013 04/11/2013 30 2 3 1
2013 Com. Valenciana Castellén Cabanes 3 15 19/09/2013 04/11/2013 32 3 10 1
2013 Com. Valenciana Castellén Castellén de la Plana 2 10 19/09/2013 04/11/2013 26 2 24
2013 Com. Valenciana Castellén Cuevas de Vinroma 3 15 19/09/2013 04/11/2013 26 2 2 1
2013 Com. Valenciana Castellén La Pobla Tornesa 2 10 19/09/2013 04/11/2013 23 2 20
2013 Com. Valenciana Castellén Oropesa del Mar 2 10 19/09/2013 04/11/2013 25 2 14
2013 Com. Valenciana Castellén Pefiiscola 5 25 27/09/2013 19/11/2013 71 5 23 1
2013 Com. Valenciana Castellén SanlJuan de Moro 2 8 19/09/2013 04/11/2013 18 2 8 1
2013 Com. Valenciana Castellén Sierra Engarcerdn 2 10 19/09/2013 04/11/2013 20 1 2 1
2013 Com. Valenciana Castellén Torre Endomenech 2 8 19/09/2013 04/11/2013 11 0 0
2013 Com. Valenciana Castellén Torreblanca 3 15 19/09/2013 04/11/2013 37 3 11
2013 Com. Valenciana Castellén Vall d'Alba 2 10 19/09/2013 04/11/2013 23 0 0
2013 Com. Valenciana Castellén Vila Real 3 15 19/09/2013 04/11/2013 23 3 12 1
2013 Com. Valenciana Castellén Vilafamés 3 15 19/09/2013 04/11/2013 39 3 14 1
2013 Com. Valenciana Castellén Villanueva de Alcolea 3 15 19/09/2013 04/11/2013 33 3 16 1
2013 Com. Valenciana Castellén Vinarods 3 15 27/09/2013 19/11/2013 42 2 13 1
2013 Com. Valenciana Valencia Alacuas 3 15 18/09/2013 04/11/2013 34 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Alcira 2 10 23/09/2013 28/10/2013 32 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Canetd'en Berenguer 3 15 27/09/2013 19/11/2013 33 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Cullera 3 20 17/09/2013 22/11/2013 75 3 22 1
2013 Com. Valenciana Valencia Gandia 7 25 17/09/2013 22/11/2013 91 3 7 1
2013 Com. Valenciana Valencia L’Eliana 3 15 42 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Manises 3 15 29/07/2013 27/11/2013 38 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Oliva 3 15 08/11/2013 21/11/2013 15 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Paiporta 3 15 18/09/2013 04/11/2013 45 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Sagunto 3 15 27/09/2013 19/11/2013 41 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Sueca 4 20 17/09/2013 22/11/2013 76 2 3 1
2013 Com. Valenciana Valencia Tavernes de la Valldigna 3 15 08/11/2013 21/11/2013 13 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Torrente 3 15 18/09/2013 04/11/2013 33 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Valencia 8 35 08/11/2013 21/11/2013 39 0 0
2013 Com. Valenciana Valencia Xeraco 2 15 08/11/2013 21/11/2013 15 0 0
2013 Islas Baleares Mallorca Palma de Mallorca 2 40 13/08/2013 15/11/2013 199 1 1
2013 Pais Vasco Alava San Milldn/Donemiliaga 1 10 29/08/2013 13/11/2013 118 0 0
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2013 Pais Vasco Guipuzcoa Donosti 1 10 04/09/2013 13/11/2013 110 0 0
2013 Pais Vasco Guiptzcoa Hernani 1 8 17/09/2013 13/11/2013 72 0 0
2013 Pais Vasco Guiplzcoa Irdn 1 10 04/09/2013 13/11/2013 110 0 0
2013 Regién de Murcia Murcia Aguilas 37 37 15/10/2013 19/12/2013 72 4 4 1
2013 Regién de Murcia Murcia Beniel 3 3 30/09/2013 15/11/2013 12 0 0
2013 Regién de Murcia Murcia Cartagena 107 107 16/10/2013 18/12/2013 201 30 38 1
2013 Regién de Murcia Murcia La Unidn 8 8 17/10/2013 18/12/2013 14 0 0
2013 Regién de Murcia Murcia Lorca 4 4 15/10/2013 19/11/2013 8 0 0
2013 Regién de Murcia Murcia Los Alcazares 18 18 21/10/2013 21/11/2013 31 0 0
2013 Regién de Murcia Murcia Mazarron 25 25 15/10/2013 19/12/2013 47 11 13
2013 Regién de Murcia Murcia Molina del Segura 2 2 30/09/2013 15/11/2013 8 0 0
2013 Regidn de Murcia Murcia Murcia 43 42 30/09/2013 15/11/2013 164 34 34
2013 Regidn de Murcia Murcia San Javier 33 21 17/09/2013 21/11/2013 79 2 2 1
2013 Regién de Murcia Murcia San Pedro del Pinatar 27 19 19/09/2013 21/11/2013 60 2 5
2013 Regién de Murcia Murcia Santomera 1 1 30/09/2013 15/11/2013 4 0 0
2013 Regién de Murcia Murcia Torrepacheco 21 9 17/09/2013 30/10/2013 32 0 0
2014 Andalucia Almeria  Adra 2 6 08/09/2014  28/10/2014 17 0 0
2014 Andalucia Almerfa  Almeria 5 15 07/09/2014 27/10/2014 40 0 0
2014 Andalucia Almeria  Carboneras 1 3 07/09/2014 27/10/2014 3 0 0
2014 Andalucia Almeria  Cuevas del Almanzora 9 18 17/09/2014 27/11/2014 83 0 0
2014 Andalucia Almeria El Ejido 4 12 07/09/2014 27/10/2014 32 0 0
2014 Andalucia Almeria Garrucha 4 8 17/09/2014 27/11/2014 39 1 1 1
2014 Andalucia Almeria Nijar 3 9 07/09/2014 27/10/2014 27 0 0
2014 Andalucia Almeria Pulpi 8 16 17/09/2014 27/11/2014 72 3 5 1
2014 Andalucia Almeria  Vera 8 16 17/09/2014 27/11/2014 72 0 0
2014 Andalucia Granada Albufiol 1 3 08/09/2014 28/10/2014 9 0 0
2014 Andalucia Granada Gualchos 2 6 08/09/2014 28/10/2014 18 2 4 1
2014 Andalucia Granada Motril 7 21 08/09/2014 28/10/2014 55 0 0
2014 Andalucia Granada Polopos 2 6 08/09/2014 28/10/2014 18 2 2 1
2014 Andalucia Malaga Alhaurin de la Torre 11 10 30/07/2014 08/08/2014 9 4 4 1
2014 Castilla La Mancha Albacete Socovos 10 10 13/06/2014 15/10/2014 88 0 0
2014 Com. Valenciana Alicante Altea 4 12 04/09/2014 30/10/2014 19 4 14 1
2014 Com. Valenciana Alicante  Benidorm 4 12 04/09/2014 30/10/2014 20 4 16 1
2014 Com. Valenciana Alicante Calpe 4 12 04/09/2014 30/10/2014 22 4 18 1
2014 Com. Valenciana Alicante Denia 4 12 04/09/2014 30/10/2014 21 3 11 1
2014 Com. Valenciana Alicante El Campello 3 12 04/09/2014 30/10/2014 44 3 32
2014 Com. Valenciana Alicante Jdvea 4 12 04/09/2014 30/10/2014 22 4 18 1
2014 Com. Valenciana Alicante Ondara 3 9 04/09/2014 30/10/2014 11 1 7 1
2014 Com. Valenciana Alicante SanlJuan de Alicante 6 17 04/09/2014 30/10/2014 63 6 37 1
2014 Com. Valenciana Alicante Teulada 3 9 04/09/2014 30/10/2014 15 3 14 1
2014 Com. Valenciana Alicante  Villajoyosa 3 12 04/09/2014 30/10/2014 20 2 10 1
2014 Com. Valenciana Castellén Almenara 2 6 04/09/2014 21/11/2014 24 0 0
2014 Com. Valenciana Castellén Chilches 2 6 04/09/2014 21/11/2014 24 0 0
2014 Com. Valenciana Castellén La Llosa 1 3 04/09/2014 21/11/2014 11 0 0
2014 Com. Valenciana Castellén Moncofar 3 9 04/09/2014 21/11/2014 34 0 0
2014 Com. Valenciana Castellén Nules 2 9 04/09/2014 21/11/2014 32 1 1 1
2014 Com. Valenciana Valencia Alboraya 2 6 05/09/2014 24/11/2014 33 0 0
2014 Com. Valenciana Valencia Alzira 4 12 03/09/2014 18/11/2014 19 3 4 1
2014 Com. Valenciana Valencia Canetde Berenguer 1 0 21/10/2014 - 0 1 0 1
2014 Com. Valenciana Valencia El Puig 2 6 05/09/2014 24/11/2014 21 0 0
2014 Com. Valenciana Valencia Godella 1 0 25/09/2014 - 0 1 0 1
2014 Com. Valenciana Valencia L’Eliana 2 6 01/09/2014 30/10/2014 24 0 0
2014 Com. Valenciana Valencia La Pobla de Farnals 2 6 05/09/2014 24/11/2014 24 1 1 1
2014 Com. Valenciana Valencia La Pobla de Vallbona 1 3 01/09/2014 30/10/2014 12 0 0
2014 Com. Valenciana Valencia Manises 3 15 12/06/2014 24/11/2014 135 0 0
2014 Com. Valenciana Valencia Massalfassar 3 9 05/09/2014 24/11/2014 36 0 0
2014 Com. Valenciana Valencia Oliva 4 12 04/09/2014 30/10/2014 17 3 5 1
2014 Com. Valenciana Valencia Paiporta 2 0 25/09/2014 - 0 2 0 1
2014 Com. Valenciana Valencia Puzol 4 12 05/09/2014 24/11/2014 44 0 0

187



2014 Com. Valenciana Valencia Real de Gandia 1 3 03/09/2014 18/11/2014 6 1 6
2014 Com. Valenciana Valencia Sagunto 6 18 05/09/2014 24/11/2014 70 1 3
2014 Com. Valenciana Valencia Tavernes de la Valldigna 4 12 03/09/2014 18/11/2014 20 1 1
2014 Com. Valenciana Valencia Torrente 1 3 01/09/2014 30/10/2014 12 0 0
2014 Com. Valenciana Valencia Valencia 4 20 12/06/2014 24/11/2014 180 3 0
2014 Islas Baleares Mallorca Algaida 7 7 27/05/2014 03/12/2014 84 1 1
2014 Islas Baleares Mallorca Andratx 19 19 19/05/2014 15/11/2014 228 2 13
2014 Islas Baleares Mallorca Banyalbufar 5 5 27/05/2014 03/12/2014 58 2 18
2014 Islas Baleares Mallorca Bunyola 19 19 27/05/2014 03/12/2014 82 7 56
2014 Islas Baleares Mallorca Calvia 58 58 27/05/2014 03/12/2014 676 21 57
2014 Islas Baleares Mallorca Consell 5 27/05/2014 03/12/2014 10 0 0
2014 Islas Baleares Mallorca Deid 6 27/05/2015 03/12/2014 72 0 2
2014 Islas Baleares Mallorca Esporles 19 19 27/05/2015 03/12/2014 73 8 42
2014 Islas Baleares Mallorca Estellencs 2 2 27/05/2015 03/12/2014 4 0 0
2014 Islas Baleares Mallorca Llucmajor 49 49 27/05/2015 03/12/2014 455 7 12
2014 Islas Baleares Mallorca Marratxi 34 34 27/05/2015 03/12/2014 372 25 104
2014 Islas Baleares Mallorca Palma de Mallorca 2 31 27/05/2015 03/12/2014 245 1 13
2014 Islas Baleares Mallorca Puigpunyent 10 10 27/05/2015 03/12/2014 110 1 2
2014 Islas Baleares Mallorca Santa Eugénia 5 5 27/05/2015 03/12/2014 60 0 0
2014 Islas Baleares Mallorca Santa Maria del Camf 11 11 27/05/2015 03/12/2014 132 9 20
2014 Islas Baleares Mallorca Soller 12 12 27/05/2015 03/12/2014 144 0 0
2014 Islas Baleares Mallorca Valldemosa 6 6 27/05/2015 03/12/2014 72 0 0
2014 Pais Vasco Alava San Millan/Donemiliaga 1 10 27/04/2014 01/09/2014 41957 0 0
2014 Pais Vasco Guipuzcoa Hernani 2 18 10/06/2014 01/09/2014 41957 0 0
2014 Pais Vasco Guiplzcoa Irdn 4 30 16/10/2014 01/09/2014 41957 1 2
2014 Pais Vasco Guipuzcoa Oiartzun 1 10 30/03/2014 01/09/2014 41957 0 0
2014 Pais Vasco Guiplzcoa Usurbil 2 20 18/07/2014 01/09/2014 41957 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Abanilla 8 8 23/09/2014 04/11/2014 24 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Aguilas 78 78 10/09/2014 03/12/2014 373 32 57
2014 Regién de Murcia Murcia Alcantarilla 6 12 02/09/2014 09/12/2014 77 6 24
2014 Regién de Murcia Murcia Alguazas 7 7 29/09/2014 12/11/2014 19 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Alhama De Murcia 16 32 02/09/2014 09/12/2014 200 3 3
2014 Regién de Murcia Murcia Archena 5 5 29/09/2014 12/11/2014 15 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Beniel 4 4 25/09/2014 06/11/2014 11 1 1
2014 Regién de Murcia Murcia Cartagena 155 217 11/01/2014 23/12/2014 2497 94 497
2014 Regién de Murcia Murcia Ceuti 5 5 29/09/2014 12/11/2014 14 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Fortuna 4 4 23/09/2014 04/11/2014 12 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Fuente Alamo 8 8 30/09/2014 13/11/2014 23 1 1
2014 Regién de Murcia Murcia La Unidén 9 13 25/01/2014 11/12/2014 109 0 0
2014 Regidn de Murcia Murcia Librilla 4 8 02/09/2014 09/12/2014 48 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Lorca 77 77 30/09/2014 29/10/2014 300 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Lorqui 5 29/09/2014 12/11/2014 15 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Los Alcazares 5 25/01/2014 09/12/2014 54 2 7
2014 Regién de Murcia Murcia Molina de Segura 17 17 29/09/2014 12/11/2014 47 1 1
2014 Regién de Murcia Murcia Murcia 38 38 10/09/2014 23/10/2014 125 17 35
2014 Regién de Murcia Murcia Puerto Lumbreras 4 02/09/2014 09/12/2014 49 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia San Javier 5 25/01/2014 16/05/2014 17 1 1
2014 Regién de Murcia Murcia San Pedro 2 29/05/2014 23/12/2014 35 2 8
2014 Regién de Murcia Murcia Santomera 5 25/09/2014 06/11/2014 15 0 0
2014 Regién de Murcia Murcia Torre Pacheco 14 14 30/09/2014 13/11/2014 41 1 1
2014 Regién de Murcia Murcia Torres de Cotillas 5 5 29/09/2014 12/11/2014 15 2 2
2014 Regién de Murcia Murcia Totana 6 6 26/09/2014 04/11/2014 18 0 0
2015 Andalucia Almeria  Adra 3 6 17/08/2015 29/09/2015 18 0 0
2015 Andalucia Almeria  Almeria 5 10 17/08/2015 29/09/2015 29 0 0
2015 Andalucia Almeria  Berja 1 2 17/08/2015 29/09/2015 6 0 0
2015 Andalucia Almeria  Carboneras 3 6 17/08/2015 29/09/2015 17 0 0
2015 Andalucia Almeria  Cuevas del Almanzora 4 8 17/08/2015 29/09/2015 24 2 5
2015 Andalucia Almeria  El Ejido 2 4 17/08/2015 29/09/2015 12 0 0
2015 Andalucia Almeria  Garrucha 2 4 17/08/2015 29/09/2015 11 1 3
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2015 Andalucia Almeria La Mojonera 1 2 17/08/2015 29/09/2015 4 0 0
2015 Andalucia Almeria  Mojacar 2 4 17/08/2015 29/09/2015 12 1 2 1
2015 Andalucia Almeria  Nijar 4 8 17/08/2015 29/09/2015 24 0 0
2015 Andalucia Almeria  Pulpi 2 4 17/08/2015 29/09/2015 12 2 6
2015 Andalucia Almeria  Roquetas de Mar 3 6 17/08/2015 29/09/2015 12 0 0
2015 Andalucia Almeria  Vera 2 4 17/08/2015 29/09/2015 11 0 0
2015 Andalucia Almeria  Vicar 1 2 17/08/2015 29/09/2015 6 0 0
2015 Andalucia Cadiz Algeciras 5 10 01/09/2015 30/09/2015 20 1 1 1
2015 Andalucia Cadiz Barbate 4 8 01/09/2015 05/10/2015 15 0 0
2015 Andalucia Cadiz Cadiz 3 6 01/09/2015 05/10/2015 11 0 0
2015 Andalucia Cadiz Chiclana de la Frontera 5 10 01/09/2015 05/10/2015 17 0 0
2015 Andalucia Cadiz Chipiona 4 8 01/09/2015 05/10/2015 15 0 0
2015 Andalucia Cadiz Conil de la Frontera 3 6 01/09/2015 05/10/2015 11 0 0
2015 Andalucia Cadiz El Puerto de Santa Maria 3 6 01/09/2015 05/10/2015 12 0 0
2015 Andalucia Cadiz Jerez de la Frontera 3 6 01/09/2015 05/10/2015 5 0 0
2015 Andalucia Cadiz La Linea de la Concepcién 1 2 30/08/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Andalucia Cadiz Puerto Real 2 4 30/08/2015 05/10/2015 7 0 0
2015 Andalucia Cadiz Rota 4 8 30/08/2015 05/10/2015 16 0 0
2015 Andalucia Cadiz San Fernando 3 6 30/08/2015 05/10/2015 10 0 0
2015 Andalucia Cadiz San Roque 5 10 30/08/2015 05/10/2015 20 0 0
2015 Andalucia Cadiz Sanldcar de Barrameda 5 10 30/08/2015 05/10/2015 20 0 0
2015 Andalucia Cadiz Tarifa 6 12 30/08/2015 05/10/2015 23 0 0
2015 Andalucia Cadiz Trebujena 1 2 30/08/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Andalucia Granada Albufiol 1 2 18/08/2015 30/09/2015 4 0 0
2015 Andalucia Granada Almufiécar 5 10 18/08/2015 30/09/2015 28 4 14 1
2015 Andalucia Granada Granada 18 36 20/08/2015 02/10/2015 93 4 6 1
2015 Andalucia Granada Gualchos 2 4 18/08/2015 30/09/2015 10 1 1
2015 Andalucia Granada Motril 8 16 18/08/2015 30/09/2015 43 0 0
2015 Andalucia Granada Polopos 2 4 18/08/2015 30/09/2015 12 0 0
2015 Andalucia Granada Rubite 1 2 18/08/2015 30/09/2015 6 0 0
2015 Andalucia Granada Salobrefia 2 4 18/08/2015 30/09/2015 11 0 0
2015 Andalucia Huelva Huelva 1 2 07/09/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Andalucia Huelva Palos La Rabida 1 2 07/09/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Andalucia Huelva Punta Umbria 1 2 07/09/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Andalucia Malaga Alhaurin de la Torre 3 6 19/08/2015 01/10/2015 15 2 4
2015 Andalucia Malaga Benalmadena 5 10 19/08/2015 01/10/2015 28 5 20 1
2015 Andalucia Malaga Casares 1 2 18/08/2015 30/09/2015 4 0 0
2015 Andalucia Malaga El Algarrobo 1 2 18/08/2015 30/09/2015 6 1 1 1
2015 Andalucia Malaga  Estepona 5 10 18/08/2015 30/09/2015 28 1 1 1
2015 Andalucia Malaga  Fuengirola 2 4 19/08/2015 01/10/2015 11 1 1 1
2015 Andalucia Malaga Malaga 6 12 18/08/2015 30/09/2015 32 2 3 1
2015 Andalucia Malaga Manilva 3 6 19/08/2015 01/10/2015 18 0 0
2015 Andalucia Malaga Marbella 9 18 19/08/2015 01/10/2015 51 4 13 1
2015 Andalucia Malaga Mijas 4 8 18/08/2015 30/09/2015 23 2 8 1
2015 Andalucia Malaga Nerja 3 6 18/08/2015 30/09/2015 14 1 3 1
2015 Andalucia Malaga Rincon de la Victoria 3 6 18/08/2015 30/09/2015 18 1 3 1
2015 Andalucia Malaga Torremolinos 3 6 19/08/2015 01/10/2015 18 3 7 1
2015 Andalucia Méalaga Torrox 2 4 18/08/2015 30/09/2015 10 0 0
2015 Andalucia Mélaga Vélez-Mélaga 3 12 18/08/2015 30/09/2015 35 0 0
2015 Andalucia Sevilla Bormujos 1 2 31/08/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Andalucia Sevilla Dos Hermanas 1 2 31/08/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Andalucia Sevilla Las Cabezas de San Juan 1 2 31/08/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Andalucia Sevilla Lebrija 1 2 31/08/2015 05/10/2015 3 0 0
2015 Andalucia Sevilla Los Palacios y Villafranca 2 4 31/08/2015 05/10/2015 8 0 0
2015 Andalucia Sevilla Sevilla 10 20 31/08/2015 05/10/2015 37 0 0
2015 Andalucia Sevilla Tomares 1 2 31/08/2015 05/10/2015 4 0 0
2015 Aragon Huesca Huesca 1 10 01/09/2015 01/10/2015 29 1 5 1
2015 Com. Valenciana Alicante Elche 9 27 16/09/2015 13/11/2015 85 3 6
2015 Com. Valenciana Alicante Los Montesinos 2 2 30/06/2015 26/12/2015 24 1 8
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2015 Com. Valenciana Alicante Orihuela 7 21 17/09/2015 13/11/2015 59 0 0
2015 Com. Valenciana Castellén Benicasim 9 9 12/08/2015 29/12/2015 72 9 62
2015 Com. Valenciana Valencia Almussafes 6 18 17/09/2015 15/10/2015 33 3 4
2015 Com. Valenciana Valencia Gandia 3 12 20/08/2015 26/11/2015 90 66 54
2015 Com. Valenciana Valencia L’Eliana 7 14 11/09/2015 15/10/2015 28 13 20
2015 Com. Valenciana Valencia Manises 2 4 10/07/2015 13/11/2015 17 0 0
2015 Com. Valenciana Valencia Torrent 7 14 09/09/2015 23/09/2015 14 7 12
2015 Com. Valenciana Valencia Valencia 3 10/07/2015 13/11/2015 16 1 11
2015 Islas Baleares Mallorca Alaré 5 27/05/2015 03/12/2015 9 0 0
2015 Islas Baleares Mallorca Algaida 7 7 03/06/2015 15/11/2015 83 3 14
2015 Islas Baleares Mallorca Andratx 20 20 03/06/2015 15/11/2015 229 17 71
2015 Islas Baleares Mallorca Banyalbufar 4 4 03/06/2015 15/11/2015 34 4 23
2015 Islas Baleares Mallorca Bunyola 4 4 03/06/2015 15/11/2015 47 4 46
2015 Islas Baleares Mallorca Calvia 55 55 03/06/2015 15/11/2015 547 52 223
2015 Islas Baleares Mallorca Deid 7 7 03/06/2015 15/11/2015 79 5 20
2015 Islas Baleares Mallorca Esporles 6 6 03/06/2015 15/11/2015 51 30
2015 Islas Baleares Mallorca Inca 6 6 03/06/2015 15/11/2015 22 3
2015 Islas Baleares Mallorca Llucmajor 48 48 03/06/2015 15/11/2015 486 42 167
2015 Islas Baleares Mallorca Marratxi 34 34 03/06/2015 15/11/2015 398 34 266
2015 Islas Baleares Mallorca Palma de Mallorca 2 23 27/07/2015 14/11/2015 136 2 40
2015 Islas Baleares Mallorca Puigpunyent 10 10 03/06/2015 15/11/2015 115 6 37
2015 Islas Baleares Mallorca Santa Eugénia 5 5 03/06/2015 15/11/2015 60 5 22
2015 Islas Baleares Mallorca Santa Maria del Cam{ 11 11 03/06/2015 15/11/2015 119 10 46
2015 Islas Baleares Mallorca Soller 14 14 03/06/2015 15/11/2015 138 12 62
2015 Islas Baleares Mallorca Valldemosa 6 6 03/06/2015 15/11/2015 68 4 9
2015 Islas Baleares Menorca Ciutadella de Menorca 1 1 30/07/2015 23/10/2015 3 0 0
2015 Islas Baleares Menorca Mahén 9 9 30/07/2015 23/10/2015 39 2 5
2015 Pais Vasco Alava Urkabustaiz 1 2 28/08/2015 13/11/2015 12 0 0
2015 Pais Vasco Alava Zuia 1 6 28/08/2015 13/11/2015 36 0 0
2015 Pais Vasco Guiplzcoa Irdn 5 48 29/06/2015 23/11/2016 624 2 15
2015 Pais Vasco Vizcaya ~ Amorebieta-Etxano 2 8 28/08/2015 13/11/2015 48 0 0
2015 Pais Vasco Vizcaya  Arrigorriaga 1 3 28/08/2015 13/11/2015 18 0 0
2015 Pais Vasco Vizcaya Ugao-Miraballes 1 5 28/08/2015 13/11/2015 30 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Abanilla 8 8 17/06/2015 18/11/2015 86 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Abaran 5 5 16/06/2015 23/08/2015 53 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Aguilas 32 50 08/09/2015 29/12/2015 238 29 102
2015 Regién de Murcia Murcia Albudeite 6 6 18/06/2015 19/11/2015 65 1 1
2015 Regién de Murcia Murcia Alguazas 15 30 15/06/2015 26/10/2015 166 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Alhama de Murcia 7 7 18/06/2015 19/11/2015 72 3 11
2015 Regién de Murcia Murcia Archena 5 5 15/06/2015 16/11/2015 55 1 1
2015 Regién de Murcia Murcia Beniel 4 4 17/06/2015 18/11/2015 54 0 0
2015 Regidn de Murcia Murcia Blanca 6 6 16/06/2015 23/08/2015 54 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Campos del Rio 4 4 18/06/2015 19/11/2015 43 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Cartagena 38 53 19/06/2015 31/12/2015 427 30 144
2015 Regién de Murcia Murcia Ceuti 5 5 15/06/2015 16/11/2015 50 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Cieza 7 7 16/06/2015 23/08/2015 68 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Fortuna 4 17/06/2015 18/11/2015 39 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Fuente Alamo 4 19/06/2015 22/11/2015 33 1 3
2015 Regién de Murcia Murcia Jumilla 11 20 03/03/2015 29/11/2015 301 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia La Unidn 4 19/06/2015 31/12/2015 94 2 11
2015 Regién de Murcia Murcia Librilla 5 18/06/2015 19/11/2015 54 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Lorca 16 32 04/09/2015 27/10/2015 106 2 4
2015 Regién de Murcia Murcia Lorqui 5 5 15/06/2015 16/11/2015 54 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Los Alcazares 2 4 07/08/2015 31/12/2015 48 1 6
2015 Regién de Murcia Murcia Mazarron 3 3 19/06/2015 22/11/2015 42 4 24
2015 Regién de Murcia Murcia Molina de Segura 17 17 15/06/2015 16/11/2015 179 1 1
2015 Regién de Murcia Murcia Mula 7 7 18/06/2015 19/11/2015 75 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Murcia 13 13 02/02/2015 31/12/2015 185 4 37
2015 Regién de Murcia Murcia Ojos 2 2 16/06/2015 23/08/2015 22 0 0
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2015 Region de Murcia Murcia Ricote 4 4 16/06/2015 23/08/2015 43 0

2015 Regién de Murcia Murcia Santomera 5 5 17/06/2015 18/11/2015 50 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Torre Pacheco 2 2 19/06/2015 22/11/2015 22 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Torres de Cotillas 5 5 15/06/2015 16/11/2015 51 5 12
2015 Regién de Murcia Murcia Totana 5 5 18/06/2015 19/11/2015 45 0 0
2015 Region de Murcia Murcia Ulea 3 3 16/06/2015 23/08/2015 29 0 0
2015 Regién de Murcia Murcia Villanueva del Rio Segura 4 4 16/06/2015 23/08/2015 41 0 0
2016 Andalucia Almeria  Adra 3 6 16/08/2016 01/09/2016 18 0 0
2016 Andalucia Almeria  Almeria 5 10 16/08/2016 01/09/2016 28 0 0
2016 Andalucia Almeria  Berja 1 2 16/08/2016 01/09/2016 5 0 0
2016 Andalucia Almeria  Carboneras 3 6 16/08/2016 01/09/2016 18 2 5
2016 Andalucia Almeria  Cuevas del Almanzora 4 8 16/08/2016 01/09/2016 24 2 5
2016 Andalucia Almeria  El Ejido 10 20 16/08/2016 19/10/2016 66 0 0
2016 Andalucia Almeria  Garrucha 2 4 16/08/2016 01/09/2016 9 1 2
2016 Andalucia Almeria  La Mojonera 1 2 16/08/2016 01/09/2016 6 0 0
2016 Andalucia Almeria  Mojacar 2 4 16/08/2016 01/09/2016 12 2 3
2016 Andalucia Almeria  Nijar 4 8 16/08/2016 01/09/2016 23 0 0
2016 Andalucia Almeria  Pulpf 2 4 16/08/2016 01/09/2016 12 2 6
2016 Andalucia Almeria  Roquetas de Mar 3 6 16/08/2016 01/09/2016 18 0 0
2016 Andalucia Almeria  Vera 2 4 16/08/2016 01/09/2016 12 0 0
2016 Andalucia Almeria  Vicar 1 2 16/08/2016 01/09/2016 6 0 0
2016 Andalucia Cadiz Algeciras 9 10 06/10/2016 03/11/2016 20 2 4
2016 Andalucia Cadiz Barbate 9 13 06/10/2016 03/11/2016 19 0 0
2016 Andalucia Cadiz Barrios (Los) 3 3 06/10/2016 03/11/2016 3 0 0
2016 Andalucia Cadiz Cadiz 4 6 06/10/2016 03/11/2016 8 0 0
2016 Andalucia Cadiz Chiclana de la Frontera 7 11 07/10/2016 04/11/2016 16 0 0
2016 Andalucia Cadiz Chipiona 6 6 07/10/2016 04/11/2016 6 0 0
2016 Andalucia Cadiz Conil de la Frontera 7 8 07/10/2016 04/11/2016 14 0 0
2016 Andalucia Cadiz Jerez de la Frontera 5 6 07/10/2016 04/11/2016 8 0 0
2016 Andalucia Cadiz Linea de la Concepcion (La) 5 8 07/10/2016 04/11/2016 12 0 0
2016 Andalucia Cadiz Puerto de Santa Maria (El) 3 5 07/10/2016 04/11/2016 8 0 0
2016 Andalucia Cédiz Puerto Real 5 6 07/10/2016 04/11/2016 10 0 0
2016 Andalucia Cadiz Rota 11 11 07/10/2016 04/11/2016 19 0 0
2016 Andalucia Cadiz San Fernando 4 6 07/10/2016 04/11/2016 10 0 0
2016 Andalucia Cédiz San Roque 5 9 07/10/2016 04/11/2016 19 1 1
2016 Andalucia Cadiz Sanldcar de Barrameda 10 12 10/11/2016 08/11/2016 21 0 0
2016 Andalucia Cadiz Tarifa 7 10 10/11/2016 08/11/2016 19 0 0
2016 Andalucia Cadiz Trebujena 2 2 10/11/2016 08/11/2016 3 0 0
2016 Andalucia Cadiz Vejer de la Frontera 1 2 10/11/2016 08/11/2016 0 0 0
2016 Andalucia Granada Albufiol 1 2 16/08/2016 01/09/2016 6 0 0
2016 Andalucia Granada Almufiécar 5 10 16/08/2016 01/09/2016 25 5 13
2016 Andalucia Granada Granada 24 42 23/05/2016 01/09/2016 115 9 19
2016 Andalucia Granada Gualchos 2 4 16/08/2016 01/09/2016 12 2 3
2016 Andalucia Granada Motril 8 16 16/08/2016 01/09/2016 45 0 0
2016 Andalucia Granada Polopos 2 4 16/08/2016 01/09/2016 11 0 0
2016 Andalucia Granada Rubite 1 2 16/08/2016 01/09/2016 6 1 3
2016 Andalucia Granada Salobrefia 2 4 16/08/2016 01/09/2016 12 1 1
2016 Andalucia Huelva Almonte 4 4 19/10/2016 16/11/2016 7 0 0
2016 Andalucia Huelva Chucena 1 1 19/10/2016 16/11/2016 2 0 0
2016 Andalucia Huelva Huelva 2 3 19/10/2016 16/11/2016 4 0 0
2016 Andalucia Huelva Manzanilla 1 1 19/10/2016 16/11/2016 2 0 0
2016 Andalucia Huelva Palos de la Frontera 2 2 19/10/2016 16/11/2016 4 0 0
2016 Andalucia Huelva Punta Umbria 2 2 19/10/2016 16/11/2016 3 0 0
2016 Andalucia Malaga Alhaurin de la Torre 5 11 09/02/2016 02/11/2016 186 4 93
2016 Andalucia Malaga Benalmadena 9 18 09/02/2016 02/11/2016 295 9 111
2016 Andalucia Malaga Casares 1 2 16/08/2016 01/09/2016 6 0 0
2016 Andalucia Malaga El Algarrobo 1 2 16/08/2016 01/09/2016 5 0 0
2016 Andalucia Malaga Estepona 5 10 16/08/2016 01/09/2016 29 3 6
2016 Andalucia Malaga Fuengirola 2 4 16/08/2016 01/09/2016 11 1 3
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2016 Andalucia Malaga Malaga 6 12 16/08/2016 01/09/2016 32 4 7
2016 Andalucia Mélaga Manilva 3 6 16/08/2016 01/09/2016 18 1 1
2016 Andalucia Malaga Marbella 9 18 16/08/2016 01/09/2016 52 6 13
2016 Andalucia Malaga Mijas 4 8 16/08/2016 01/09/2016 23 4 10
2016 Andalucia Malaga Nerja 3 6 16/08/2016 01/09/2016 18 3 7
2016 Andalucia Malaga Rincon de la Victoria 3 6 16/08/2016 01/09/2016 17 3 5
2016 Andalucia Malaga Torremolinos 5 10 09/02/2016 02/11/2016 150 5 48
2016 Andalucia Malaga Torrox 2 4 16/08/2016 01/09/2016 12 0 0
2016 Andalucia Malaga Vélez-Mdlaga 6 12 16/08/2016 01/09/2016 35 2 5
2016 Andalucia Sevilla Bollullos de la Mitacion 3 4 19/10/2016 16/11/2016 7 0 0
2016 Andalucia Sevilla Bormujos 1 2 19/10/2016 16/11/2016 3 0 0
2016 Andalucia Sevilla Cabezas de San Juan (Las) 2 2 10/11/2016 08/11/2016 3 0 0
2016 Andalucia Sevilla Dos Hermanas 3 4 10/11/2016 08/11/2016 4 0 0
2016 Andalucia Sevilla Lebrija 1 1 10/11/2016 08/11/2016 2 0 0
2016 Andalucia Sevilla Palacios y Villafranca (Los) 3 4 10/11/2016 08/11/2016 8 0 0
2016 Andalucia Sevilla Sevilla 14 18 19/10/2016 16/11/2016 34 0 0
2016 Andalucia Sevilla Tomares 2 2 19/10/2016 16/11/2016 4 0 0
2016 Aragon Huesca Barbastro 5 10 10/05/2016 25/10/2016 128 1 2
2016 Aragon Huesca Binéfar 5 10 18/05/2016 19/10/2016 119 0 0
2016 Aragon Huesca Fraga 6 12 06/05/2016 21/10/2016 130 1 1
2016 Aragon Huesca Huesca 6 16 13/05/2016 10/10/2016 176 0 0
2016 Aragon Huesca Jaca 6 12 17/05/2016 18/10/2016 142 0 0
2016 Aragon Huesca Monzén 15 29 05/05/2016 21/10/2016 219 11 48
2016 Aragon Huesca Sabifianigo 5 10 17/05/2016 18/10/2016 120 0 0
2016 Aragon Teruel Albarracin 4 8 01/06/2016 19/10/2016 64 0 0
2016 Aragdn Teruel Alcafiiz 5 10 11/05/2016 26/10/2016 120 1 1
2016 Aragdn Teruel Calaceite 4 8 11/05/2016 26/10/2016 96 3 7
2016 Aragdn Teruel Teruel 5 11 04/05/2016 19/10/2016 121 0 0
2016 Aragdn Teruel Villarguemado 4 8 04/05/2016 19/10/2016 96 0 0
2016 Aragdn Zaragoza Alfajarin 4 02/06/2016 20/10/2016 77 1 3
2016 Aragdn Zaragoza Burgo de Ebro 5 10 23/05/2016 12/10/2016 109 0 0
2016 Aragon Zaragoza Cadrete 3 6 08/06/2016 26/10/2016 60 0 0
2016 Aragon Zaragoza Calatayud 5 10 27/05/2016 14/10/2016 98 0 0
2016 Aragon Zaragoza Caspe 5 10 19/05/2016 19/10/2016 90 2 13
2016 Aragon Zaragoza Cuarte de Huerva 5 10 08/06/2016 26/10/2016 98 0 0
2016 Aragon Zaragoza Laloyosa 3 6 31/05/2016 19/10/2016 48 2 14
2016 Aragon Zaragoza Mequinenza 5 10 23/05/2016 24/10/2016 100 2 2
2016 Aragdn Zaragoza Utebo 5 10 30/05/2016 18/10/2016 83 0 0
2016 Aragdn Zaragoza Zuera 4 8 30/05/2016 18/10/2016 80 0 0
2016 Com. Valenciana Alicante Albatera 5 10 17/09/2016 08/11/2016 43 0 0
2016 Com. Valenciana Alicante Catral 5 10 17/09/2016 08/11/2016 45 3 6
2016 Com. Valenciana Alicante Crevillente 17 34 07/12/2016 28/11/2016 285 0 0
2016 Com. Valenciana Alicante  Dolores 4 8 27/09/2016 18/11/2016 40 1 1
2016 Com. Valenciana Alicante Los Montesinos 1 1 09/02/2016 31/12/2016 41 1 16
2016 Com. Valenciana Alicante Orihuela 16 33 06/09/2016 02/11/2016 115 6 17
2016 Com. Valenciana Alicante Torrevieja 10 20 07/09/2016 07/11/2016 69 9 45
2016 Com. Valenciana Castellén Benicasim 3 9 13/01/2015 22/08/2016 151 3 73
2016 Com. Valenciana Valencia Gandia 3 12 18/01/2016 27/09/2016 239 3 84
2016 Com. Valenciana Valencia Valencia 3 15/06/2016 15/10/2016 22 1 1
2016 Islas Baleares Mallorca Alaré 5 17/06/2016 16/11/2016 50 4 22
2016 Islas Baleares Mallorca Algaida 7 16/05/2016 16/11/2016 84 6 28
2016 Islas Baleares Mallorca Andratx 20 20 13/05/2016 16/11/2016 228 19 129
2016 Islas Baleares Mallorca Banyalbufar 5 13/05/2016 16/11/2016 48 4 29
2016 Islas Baleares Mallorca Binissalem 5 27/05/2016 16/11/2016 55 5 32
2016 Islas Baleares Mallorca Bunyola 6 16/05/2016 16/11/2016 72 50
2016 Islas Baleares Mallorca Capdepera 23 23 02/06/2016 16/11/2016 253 18 85
2016 Islas Baleares Mallorca Consell 5 03/08/2016 16/11/2016 35 18
2016 Islas Baleares Mallorca Costitx 1 05/08/2016 16/11/2016 8 8
2016 Islas Baleares Mallorca Deia 7 13/05/2016 16/11/2016 72 30
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2016 Islas Baleares Mallorca Esporles 6 6 13/05/2016 16/11/2016 72 6 46
2016 Islas Baleares Mallorca  Estellencs 2 2 13/05/2016 16/11/2016 22 2 17
2016 Islas Baleares Mallorca Inca 6 6 15/06/2016 16/11/2016 60 6 26
2016 Islas Baleares Mallorca  Llucmajor 16 16 17/05/2016 16/11/2016 192 15 98
2016 Islas Baleares Mallorca Manacor 4 4 03/06/2016 16/11/2016 44 2 3
2016 Islas Baleares Mallorca Marratxi 34 34 16/05/2016 16/11/2016 408 30 263
2016 Islas Baleares Mallorca Palma de Mallorca 2 10 15/07/2016 16/11/2016 98 3 76
2016 Islas Baleares Mallorca  Puigpunyent 10 10 13/05/2016 16/11/2016 120 10 46
2016 Islas Baleares Mallorca  Sant Lloreng des Cardassar 10 10 06/07/2016 16/11/2016 90 0 0
2016 Islas Baleares Mallorca Santa Eugénia 5 5 16/05/2016 16/11/2016 60 5 41
2016 Islas Baleares Mallorca  Santa Maria del Cam{ 11 11 16/05/2016 16/11/2016 120 10 49
2016 Islas Baleares Mallorca Selva 1 1 05/08/2016 16/11/2016 1 1 1
2016 Islas Baleares Mallorca  Ses Salines 5 5 03/06/2016 16/11/2016 55 1 3
2016 Islas Baleares Mallorca  Soller 14 14 13/05/2016 16/11/2016 144 11 51
2016 Islas Baleares Mallorca  Son Servera 10 10 14/07/2016 16/11/2016 80 10 31
2016 Islas Baleares Mallorca Valldemossa 6 6 13/05/2016 16/11/2016 72 6 11
2016 Madrid Madrid Madrid 4 8 01/07/2016 05/10/2016 40 0 0
2016 Madrid Madrid Torrejon de Ardoz 4 8 23/06/2016 11/10/2016 40 0 0
2016 Pais Vasco Alava San Millan/Donemiliaga 1 10 30/11/2016 23/11/2016 168 0 0
2016 Pais Vasco Alava Vitoria-Gasteiz 2 20 11/01/2016 23/11/2016 328 0 0
2016 Pais Vasco Alava Zuia 1 10 02/02/2016 23/11/2016 169 0 0
2016 Pais Vasco GuipUzcoa Donostia-San Sebastian 3 30 06/01/2015 23/11/2016 484 0 0
2016 Pais Vasco Guipuzcoa Hondarribia 2 20 23/11/2016 23/11/2016 333 0 0
2016 Pais Vasco Guipuzcoa Irin 5 50 04/01/2016 23/11/2016 835 2 5
2016 Pais Vasco GuipUtzcoa Usurbil 1 10 26/01/2016 23/11/2016 163 0 0
2016 Pais Vasco Vizcaya  Arrigorriaga 1 3 30/12/2014 23/11/2016 50 0 0
2016 Pais Vasco Vizcaya Barakaldo 1 10 16/11/2016 23/11/2016 167 0 0
2016 Pais Vasco Vizcaya Basauri 1 10 28/12/2015 23/11/2016 170 0 0
2016 Pais Vasco Vizcaya Bilbao 2 20 19/01/2016 23/11/2016 316 0 0
2016 Pais Vasco Vizcaya Ugao-Miraballes 1 7 23/12/2014 23/11/2016 118 0 0
2016 Regién de Murcia Murcia Abanilla 8 16 11/08/2016 22/09/2016 41 1 2
2016 Regidn de Murcia Murcia Abaran 5 10 09/08/2016 20/09/2016 25 0 0
2016 Regidn de Murcia Murcia Aguilas 36 72 17/05/2016 15/12/2016 1107 35 378
2016 Regidn de Murcia Murcia Albudeite 6 12 10/08/2016 21/09/2016 32 0 0
2016 Regién de Murcia Murcia Alcantarilla 1 Adultos 01/09/2016 - -- 1 -
2016 Regidn de Murcia Murcia Alguazas 15 30 08/07/2016 03/11/2016 217 2 4
2016 Regidn de Murcia Murcia Archena 5 10 09/08/2016 20/09/2016 29 0 0
2016 Regidn de Murcia Murcia Beniel 8 16 11/08/2016 22/09/2016 42 1 1
2016 Regidn de Murcia Murcia Blanca 6 12 09/08/2016 20/09/2016 33 0 0
2016 Regién de Murcia Murcia Bullas 5 10 10/08/2016 21/09/2016 26 1 1
2016 Regién de Murcia Murcia Campos del Rio 4 8 10/08/2016 21/09/2016 23 1 1
2016 Regién de Murcia Murcia Cartagena 21 42 05/10/2016 20/12/2016 544 19 194
2016 Regién de Murcia Murcia Cehegin 5 10 10/08/2016 21/09/2016 25 0 0
2016 Regién de Murcia Murcia Ceutf 5 10 09/08/2016 20/09/2016 29 1 1
2016 Regién de Murcia Murcia Cieza 7 14 09/08/2016 20/09/2016 38 0 0
2016 Regién de Murcia Murcia Fortuna 4 8 11/08/2016 22/09/2016 24 0 0
2016 Regidn de Murcia Murcia Jumilla 11 31 02/05/2016 14/11/2016 346 0 0
2016 Regidn de Murcia Murcia Librilla 5 10 10/08/2016 21/09/2016 29 4 11
2016 Regidn de Murcia Murcia Lorca 18 36 09/05/2016 05/12/2016 142 2 4
2016 Regidn de Murcia Murcia Lorqui 5 10 09/08/2016 21/09/2016 29 2 2
2016 Regién de Murcia Murcia Mazarron 2 Adultos 01/07/2016 15/10/2016 -- 2 --
2016 Regién de Murcia Murcia Molina de Segura 2 Adultos 06/06/2016 12/11/2016 - 2 -
2016 Regidn de Murcia Murcia Mula 8 16 10/08/2016 21/09/2016 48 0 0
2016 Regién de Murcia Murcia Murcia 5 14/01/2016 30/12/2016 196 4 37
2016 Regidn de Murcia Murcia 0jos 2 09/08/2016 20/09/2016 9 0 0
2016 Regidn de Murcia Murcia Puerto Lumbreras 7 14 17/08/2015 30/09/2015 39 0 0
2016 Regidn de Murcia Murcia Ricote 4 8 09/08/2016 20/09/2016 20 0 0
2016 Regién de Murcia Murcia Santomera 5 10 11/08/2016 22/09/2016 29 0 0
2016 Regidn de Murcia Murcia Ulea 3 6 09/08/2016 20/09/2016 18 0 0
2016 Regién de Murcia Murcia Villanueva del Rio Segura 4 8 09/08/2016 20/09/2016 20 0 0
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Tabla 2. Secuencias incluidas en las redes de haplotipos para los genes COI e ITS2

Gen

Pals

Referencia

n? acceso Genbank

ne
secuencias

ITS2

Japon

Higa Y1, Toma T, Tsuda Y, Miyagi
I. 2010. A multiplex PCR-based
molecular identification of five
morphologically related,
medically important subgenus
Stegomyia mosquitoes from the
genus Aedes (Diptera: Culicidae)
found in the Ryukyu Archipelago,
Japan. Jpn J Infect Dis. 63(5):312-
6.

AB548788 - AB548795

ITS2

China

LuoJ and Jun L. Internal
transcribed spacer 2 of Aedes
albopictus in China

DQ168420

ITS2

China

Yajun M and Fengyi Q. Molecular
phylogeny of seven genuses in
culicidea, using rDNA-ITS2

AF305554

ITS2

Grecia

Patsoula E, Samanidou-
Voyadjoglou A, Spanakos G,
Kremastinou J, Nasioulas G,
Vakalis NC. Molecular and
morphological characterization of
Aedes albopictus in northwestern
Greece and differentiation from
Aedes cretinus and Aedes aegypti.
J Med Entomol. 2006
Jan;43(1):40-54.

AY741376, AY741377

ITS2

USA

Wesson DM, Porter CH, Collins
FH. Sequence and secondary
structure comparisons of ITS
rDNA in mosquitoes (Diptera:
Culicidae).Mol Phylogenet Evol.
1992 Dec;1(4):253-69.

M95127

ITS2

Italia

Shaikevich, E. y Talbalaghi, A.
(2013). Molecular
characterization of the Asian Tiger
mosquito Ae. albopictus (Skuse)
(Diptera: Culicidae) in Northern
Italy. ISRN Entomology,; 2013: 6.

JX679387-JX679398

12

ITS2

Francia

De Jong 2009. Molecular
characterization of the invasive
Asian tiger mosquito,

Aedes (Stegomyia) albopictus
(Diptera: Culicidae) in Corsica

AB231675, L22060

ITS2

Tailandia

Manni, M., Gomulski, LM,
Aketarawong, N. y cols. (2015).
Molecular markers for analyses of
intraspecific genetic diversity in
the Asian Tiger mosquito , Ae.
albopictus. Parasites & Vectors;
8:188.

KY703644, KY703649-KY703653, KY703660-
KY703663, KY703665, KY703670, KY703680,
KY703682, KY703691, KY703695

16

ITS2

La Reunion

Manni, M., Gomulski, L.M.,
Aketarawong, N. y cols. (2015).
Molecular markers for analyses of
intraspecific genetic diversity in
the Asian Tiger mosquito , Ae.
albopictus. Parasites & Vectors;
8:188.

KY703646, KY703659, KY703667, KY703676,
KY703677, KY703681, KY703683, KY703693
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ITS2

Italia

Manni, M., Gomulski, L.M.,
Aketarawong, N. y cols. (2015).
Molecular markers for analyses of
intraspecific genetic diversity in
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