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RESUMEN

El aislamiento nativo de Leptolegnia chapmanii Seymour estudiado en
esta investigacion constituye el cuarto aislado en el mundo y el primero para la
region Neotropical. El objetivo de este trabajo fue ampliar el conocimiento de la
biologia de este aislamiento, determinar el efecto de algunos factores bidticos y
abidticos sobre la patogenicidad, virulencia y longevidad de los estados
infectivos de L. chapmanii con la finalidad de determinar el potencial de L.
chapmanii como agente de control biolégico del mosquito vector del dengue,
Aedes aegypti (L.).

Las zoosporas moviles requirieron un periodo breve, aproximadamente 2
minutos, para infectar las larvas de culicidos. La infeccion se realizd por dos
vias, la penetracion de las zoosporas a través de la cuticula y mediante la
ingestion de zoosporas y posterior germinacion en el tubo digestivo hasta lograr
la invasion del hemocel. La temperatura afecté la longevidad y la produccion de
zoosporas in vivo e in vitro. La mayor produccién en larvas de A. aegypti, casi 1
x 10° zoosporas/larva, se obtuvo a las 48 h post-infeccion a 25 °C. Las
zoosporas de L. chapmanii producidas in vivo (larvas infectadas) fueron
infectivas durante 51 dias a 25 °C, mientras que las colocadas a 10 y 35 °C lo
fueron durante 5 y 12 dias, respectivamente. Las zoosporas obtenidas a partir
de medios de cultivo fueron infectivas por 5 semanas a 25 °C, mientras que a
10 y 35 °C no fueron infectivas.

La densidad de larvas y de zoosporas, asi como la superficie donde se
produjo el contacto, afectaron sensiblemente los porcentajes de mortalidad de
las larvas, no asi el volumen de agua en los recipientes que no afectd los
niveles de mortalidad. Leptolegnia chapmanii produjo una mortalidad de las
larvas elevada entre 10 y 35 °C de temperatura, pH de 4 a 10 y salinidad entre
1y 7 g/l. Ademas, las zoosporas toleraron elevados niveles de materia
organica y de contaminantes en el agua, produciendo porcentajes de
mortalidad entre 70 y 99 %, en agua de zanja con elevada cantidad de materia

organica y en agua de lluvia, respectivamente.
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Los efectos subletales se detectaron en los adultos emergidos a partir de
larvas sobrevivientes a la exposicién a zoosporas de L. chapmanii. La infeccion
con L. chapmanii afecto la fecundidad de las hembras adultas de A. aegypti vy
se observaron diferencias significativas en el numero de huevos colocados por
hembras de A. aegypti previamente expuestas, respecto a las hembras que no
estuvieron en contacto con L. chapmanii en estado de larva. La produccion de
oogonios y oosporas resultd afectada por la temperatura, siendo menor el
tiempo requerido para la formacién de oogonios y oosporas cuando la
temperatura se incremento.

Las zoosporas de L. chapmanii no solo pueden utilizarse conjuntamente
con larvicidas de uso generalizado en el control de culicidos, como Bacillus
thuringiensis var. israelensis (Bti) y el organofosforado Temephos, sino que
ademas L. chapmanii potencié la accion larvicida de estos dos productos
cuando fueron utilizados conjuntamente. La luz solar afecté negativamente la
virulencia e infectividad de las zoosporas de L. chapmanii. La introduccion de
zoosporas de L. chapmanii en criaderos naturales de A. aegypti produjo una
mortalidad de las larvas elevada, provocando la eliminacion de las larvas entre
los 15 y 22 dias posteriores a la introduccidon de las zoosporas en los
recipientes ubicados en la sombra y requiriendo de 28 a 39 dias post-
introduccién en aquellos recipientes expuestos a la luz solar directa. Luego de
un ano de la introduccién de L. chapmanii se redujo el numero de recipientes
positivos con larvas de A. aegypti en 33 % en los recipientes colocados al sol y
en 66 % en los ubicados a la sombra.

Las caracteristicas biologicas de este aislamiento nativo de L. chapmanii,
principalmente la elevada tolerancia de los estados infectivos a la temperatura,
pH, salinidad, materia organica y contaminantes, lo ubican en un grupo selecto
de potenciales candidatos para ser considerados como agentes de control
biolégico de culicidos de importancia sanitaria, particularmente A. aegypti. La
facilidad de L. chapmanii para ser producido en medios artificiales econémicos,
con formacion de zoosporas que mantienen una elevada virulencia es otra
caracteristica relevante que distingue a este aislamiento. Finalmente la
posibilidad de combinar L. chapmanii con los dos larvicidas de uso mas
extenso en el mundo, lo ubican como un candidato a integrar a mediano plazo

el arsenal de productos para el control racional del vector del dengue en

Vi
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Ameérica y asi reducir las areas de riesgo epidemiologico en el continente

americano y en otras areas en riesgo en el mundo.
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ABSTRACT

The native isolation of Leptolegnia champmanii Seymour studied in this
investigation is the fourth isolated in the world and the first in the Neotropical
region. The objective of this research was to expand the knowledge of the
biology of this isolation, to determine the effect of some biotics and abiotics
factors over pathogen, virulence and longevity of the infective states of L.
chapmanii with the aim of determining the L. champmanii potential as a
biological control agent of the dengue mosquito vector, Aedes aegyti (L).

The moving zoopores required a short period, approximately two
minutes, to infect the culicidae larva. The infection was done in two ways, the
penetration of the zoopores through the cuticle, and by the ingestion of the
zoospores and later germination in the alimentary canal until they managed to
invade the hemocell. The temperature affected the longevity and the production
of the zoospores in vivo and in vitro. The bigger A. aegypti larva production,
almost 1 x 10° zoospores / larva, was obtained in the 48 h post-infection at 25
°C. The L. chapmanii zoospores produced in vivo (infected larvae) were
infective during 51 days at 25 °C, while those placed at 10 and 35 °C were
infective during 5 and 12 days, respectively. The zoospores obtained by
cultivation methods were infective for 5 weeks at 25 °C, while at 10 and 35 °C
were not infective.

Larvae and zoospores density, as well as the surface were contact was
made, considerably affected larvae mortality pertcentages. Water volume in the
containers didn’t affect the levels of mortality. Leptolegnia chapmanii produced
a high larvae mortality between 10 and 35 °C temperature, 4 to 10 pH, and
salinity between 1 and 7 g/l. Besides, the zoospores tolerated high levels of
organic matter and water contaminants, producing percentages of mortality
between 70 and 99 %, in ditch water with high level of organic matter and in rain
water, respectively.

The sub-lethal effects were detected in adults emerged from larvae which
survived the exposure of L. chapmanii zoospores. The infection affected the A.
aegyti female adult fertility and significant differences in the number of eggs
laid by A. aegyti females exposed previously was observed, in contrast with the

females which were not in contact with L. chapmanii in larva state. The
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production of oogonies and oospores was affected by temperature; less time
was needed for the formation of oogonies and oospores when temperature
increased.

Not only can the L. chapmanii zoospores be used together with
generalized-used larvacide in the culicidae control, such as Bacillus
thuringiensis var israelensis (Bti) and the organophosphorate Temephos, but
the L. chapmanii also promoted the larvacide action of these two products when
used together. Solar light negatively affected the L. chapmanii zoospores
virulence and infectivity. The introduction of L. chapmanii zoospores in A. aegyti
natural breeders produced a high larva mortality, causing larva elimination
between 15 and 22 days after the introduction of the zoospores in the
containers placed in the shadows, and requiring from 28 to 39 days after the
introduction in those containers exposed to direct solar light. After a year of the
L. chapmanii introduction the number of containers with positive A. aegyti larvae
was reduced 33% in the containers placed under the sun and 66% in those
placed in the shadows.

The biological characteristics of this L. chapmanii native isolation, mainly,
infective states high tolerance to temperature, pH, salinity, organic matter and
contaminants, place it in a select group of potential candidates to be considered
as biological control agents of culicidae sanitary importance, particularly A.
aegyti. The easy L. chapmanii production in cheap artificial means with
zoospores formation that keeps a high virulence is another relevant
characteristic that distinguishes this isolation. Finally, the possibility of
combining L. chapmanii with the other two worldwide used larvacides makes it
as a candidate to become, in an average time, part of the arsenal of products
for a rational control of the dengue vector in America and therefore to reduce
the areas of epidemiologic risk in the American continent and in other risk areas

in the world.




Pelizza, Sebastian Introduccién

INTRODUCCION

Los culicidos constituyen uno de los grupos de insectos con mayor
numero de especies. Son vectores de importantes enfermedades para el
hombre y los animales domésticos, como paludismo, filariasis, dengue, fiebre
amarilla, virus del Nilo del Oeste y otras arbovirosis. En la Argentina existen
varias especies de culicidos de importancia sanitaria, aunque este numero se
incrementara considerablemente, cuando se identifiquen los culicidos vectores
de arbovirosis en el pais.

Existen diferentes estrategias de control de larvas y adultos de culicidos,
incluyendo métodos culturales, quimicos y biologicos. La utilizacion de
insecticidas quimicos ha sido una de las medidas de prevencion y control mas
efectivas aunque su aplicacion prolongada ocasiona severos inconvenientes en
el ambiente, por la toxicidad de estos productos y el desarrollo de resistencia
en las poblaciones tratadas. Por tales motivos el control bioldégico de culicidos,
a través de la utilizacion de patégenos, parasitos y depredadores ha recibido
particular atencion en los ultimos anos.

Los hongos constituyen un grupo importante de patdogenos de insectos,
en general caracterizados por presentar especificidad elevada y ser letales
para los hospedadores. Los hongos patdgenos de culicidos mas estudiados
hasta el presente han sido Lagenidium giganteum (Couch) (Jaronski & Axtell,
1982; Kerwin & Washino, 1986, 1988; Guzman & Axtell, 1987; Lord et al., 1988)
y Culicinomyces clavisporus Couch, Romney & Rao (Sweeney et al. 1983;
Sweeney, 1986; Garcia & Sweeney, 1986). Lagenidium giganteum esta
comercializado actualmente como larvicida en el mercado internacional y ha
sido utilizado con éxito en el control de larvas de culicidos en arrozales (Mc
Cray et al. 1973, Christensen et al. 1977, Kerwin, 2007). Entre los hongos
acuaticos zoosporicos, se puede mencionar a Leptolegnia chapmanii
(Seymour), especie descrita originalmente como patdgena de larvas de
culicidos (Seymour, 1984) y que hasta el presente ha recibido escasa atencion.

En el Neotrépico y particularmente en la Argentina, la informacién sobre
hongos patdégenos de culicidos es escasa y fragmentaria (Garcia & Lépez
Lastra, 1989, Lépez Lastra & Garcia 1997). Lopez Lastra et al. (1999)

registraron la presencia de L. chapmanii parasitando larvas de Ochlerotatus
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albifasciatus (Macquart) en los alrededores de la ciudad de La Plata, Provincia
de Buenos Aires, constituyendo este hallazgo el cuarto aislamiento mundial del
patdogeno y el primero en el Neotropico. Dick et al. (1999) basandose en
secuencias de nucledtidos del 18 S rDNA determinaron que los aislamientos de
L. chapmanii de Florida (EE.UU.) y de la Argentina constituyen un grupo
monofilético.

Este aislamiento nativo de L. chapmanii presenté un amplio espectro de
hospedadores culicidos susceptibles, resultando no patogénico para la mayoria
de los invertebrados “no blanco” y los vertebrados acuaticos evaluados en el
laboratorio (Lépez Lastra et al. 2004). La elevada patogenicidad y virulencia de
este aislamiento neotropical, sumado a su especificidad para los miembros de
la familia Culicidae y la capacidad de ser producido en medios artificiales, nos
llevaron a plantear este proyecto que intenté profundizar la caracterizacion
bioldgica y ecoldgica de los estados infectivos de L. chapmanii con la finalidad
de determinar su potencialidad como agente de control biolégico del culicido
vector del dengue, Aedes aegypiti

En este estudio se ofrece informacién amplia y novedosa sobre la biologia
y modos de infeccidén de este aislamiento nativo de L. chapmanii. Se determiné
el efecto de algunos factores abidticos y bioticos sobre la longevidad,
patogenicidad y virulencia de este patégeno. Se determind el medio de cultivo
mas eficiente para la produccion de micelio y zoosporas, asi como la
temperatura 6ptima de produccion. También se aportan interesantes datos
sobre la relacion entre la temperatura y la formacion y produccion de los
estados sexuales, oosporas, en larvas infectadas. Finalmente, se evalu6 el
impacto de la introduccién de zoosporas del aislamiento nativo de L. chapmanii,
en poblaciones naturales de A. aegypti. Este trabajo constituye un paso
importante para la obtencion de un producto biolégico con base en L.
chapmanii a ser incorporado en los programas de control de culicidos de
importancia sanitaria en el marco de un manejo integrado del vector del

dengue.
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ANTECEDENTES

La Familia Culicidae (Insecta: Diptera) incluye mas de 3.500 especies en
el mundo, la mayoria de ellas poseen importancia sanitaria. Enfermedades
como paludismo, fiebre amarilla, dengue Yy filariosis, han sido y son verdaderos
azotes de la humanidad, produciendo anualmente mas de 540 millones de
enfermos en el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
la mitad de la poblacion mundial, mas de 3.000 millones de personas, viven en
areas de riesgo de contraer enfermedades transmitidas por culicidos (OMS,
2004). Ademas se agregan los inconvenientes producidos por las picaduras de
culicidos al hombre y a los animales domésticos, que convierten en
inhabitables amplias areas productivas del planeta (OMS, 2004). Aedes aegypti
Linnaeus, 1762, culicido originario de la region etidpica, es actualmente un
insecto cosmopolita. Su presencia ha sido detectada en la mayor parte de las
areas tropicales o subtropicales, comprendidas entre los 45° de latitud norte y
los 35° de latitud sur, en zonas donde la temperatura media anual es de 20 °C.

La hembra de A. aegypti deposita sus huevos en la interfase agua-aire de
recipientes que contengan agua limpia, con bajo tenor organico. Los criaderos
mas comunes de A. aegypti son recipientes de todo tipo localizados en el
domicilio o peridomicilio, tales como botellas, floreros, tarros, piletas, baterias
viejas y neumaticos en desuso entre otros. Los huevos depositados por las
hembras miden menos de un milimetro de largo, son inicialmente de color
blanco y se tornan posteriormente negros por el desarrollo del embrion, que
evoluciona en condiciones optimas de temperatura y humedad en un lapso de
dos a tres dias (Cristophers, 1960). La mayor parte de los huevos de cada
postura es de eclosion rapida, mientras que un menor porcentaje constituyen
los huevos resistentes los cuales pueden soportar condiciones de temperaturas
extremas y desecacién por periodos que van de los siete meses al afo
(Salvatella, 1996)

Las larvas que emergen de dichos huevos inician un ciclo de cuatro
estadios larvales, creciendo con tres mudas, desde un largo de 1 mm a los 6 a
7 mm finales. Estas larvas presentan como caracteres morfoldgicos tipicos,
fuertes espiculas toraxicas laterales quitinizadas, peine de escamas unilineal

en el octavo segmento y sifén con forma de oliva corta, que se destaca por su
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color negro (Cristophers, 1960). Se alimentan de zooplancton y fitoplancton de
los recipientes que habitan. Su desarrollo se completa en condiciones
favorables de nutricion y con temperaturas de 25 a 29 °C, en cinco a siete dias.
Las larvas presentan movimientos verticales caracteristicos entre el fondo y la
superficie del recipiente, disponiéndose en forma de “ese” (S) durante los
mismos. Son incapaces de resistir temperaturas inferiores a 10 °C y superiores
a 46 °C, impidiendose a menos de 13 °C el pasaje al estado de pupa
(Salvatella, 1996).

Las pupas no requieren alimentacion y entre 28 y 32 °C completa su
desarrollo hasta la emergencia del adulto en uno a tres dias. Las variaciones
de temperatura pueden dilatar este periodo. Por lo tanto el ciclo total de A.
aegypti, de huevo a adulto se completa en 6ptimas condiciones de temperatura
y alimentacion en 10 dias (Cristophers, 1960).

Los adultos emergentes son de color negro, con disefios blanco-plateados
formados por escamas claras que se disponen simulando la forma de una “lira”,
en el dorso del térax, y mostrando un anillado caracteristico a nivel de tarsos,
tibias y fémures de las patas. Las hembras son hemato6fagas poseen habitos de
alimentaciéon diurnos, en cercania a los domicilios, con gran afinidad a la

alimentacion sobre el hombre (Cristophers, 1960).

2.1 Distribucion de Aedes aeqypti en América.

Aedes aegypti fue introducido en el continente Americano durante los
tiempos de la colonizacién europea. Con la excepcion de Canada y de aquellas
areas donde la altitud, temperatura u otras condiciones climaticas han impedido
su colonizacién, A. aegypti se encuentra en casi todos los paises del
continente.

En la Argentina este culicido fue erradicado durante la década del 60
gracias a la implementacion en todo el continente de campanas eficientes de
control, coordinadas por la Organizacion Panamericana de la Salud (Bejaramo,
1979). En 1986 producto de la discontinuidad de los programas de vigilancia y
control, A. aegypti reaparecid6 nuevamente en nuestro pais. Se detecto
inicialmente en las provincias de Formosa y Misiones (Anénimo, 1990) y en

1992 en la provincia de Buenos Aires (Campos, 1993). En 2000 este culicido
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se encontraba presente en 17 provincias y 589 municipios de la Argentina
(Liborio et al. 2004), siendo su limite sur las provincias de Buenos Aires y La
Pampa (Curto et al. 2002).

2.2 Importancia sanitaria de Aedes aeqypti

Aedes aegypti puede transmitir (natural o experimentalmente) 5 especies
de protozoos, 20 especies de filarias y 103 tipos de arbovirus (Degallier, 1988).
Entre los protozoos que transmite se encuentre el agente que produce la
malaria en aves silvestre o de corral, Plasmodium gallinaceum (Kelly & Edman
1992), entre las filarias se encuentra Dirofilaria immitis, de importancia
veterinaria por las patologias que producen en perros (Sulaiman, 1983), pero
fundamentalmente es vector del virus causante de la “fiebre amarilla urbana” y
el “dengue” (Acha & Szyfres, 1986).

La fiebre amarilla es una arbovirosis provocada por los flavivirus. Posee
dos ciclos diferentes, la fiebre amarilla urbana y la selvatica. En la fiebre
amarilla urbana el culicido A. aegypti es el responsable de la transmisién del
virus de persona a persona. Si bien en zonas endémicas la tasa de mortalidad
por fiebre amarilla es menor al 5 %, en situaciones epidémicas los niveles de
mortalidad puede superar 50 % (Benenson, 1995).

El norte de América del Sur es en la actualidad, la zona mas afectada por
la fiebre amarilla (Goddard, 2000) aunque recientemente la OMS ha
recomendado a los paises del cono sur de América, incluida la Argentina, la
vacunacion masiva de la poblacion en riesgo. La fiebre amarilla selvatica es
normalmente una enfermedad de los monos y otros animales silvestres,
pudiendo infectar al hombre ocasionalmente, cuando este se introduce en la
selva. Aproximadamente 2.500 millones de personas, dos quintas partes de la
poblacion mundial se encuentra en riesgo de contraer fiebre amarilla. Cerca de
50 millones se infectan anualmente con el virus dengue y casi 80.000.000 de
personas anualmente contraen la enfermedad en el planeta (Alonso et al.
1999).

Alrededor de 500.000 personas anualmente contraen los casos mas
serios de dengue. Alrededor de 21.000 personas mueren a causa de la
enfermedad (W H O, 2007).
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Aedes aegypti es el vector principal del virus dengue en América. La
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha considerado a esta
enfermedad como el mayor problema de salud publica de América luego del
Sida, con casi dos tercios de la poblacién mundial viviendo en zonas de riesgo
de dengue. El dengue es una de las arbovirosis mas importantes que afectan al
hombre y constituye un serio problema de salud publica en el mundo,
especialmente en los paises tropicales, donde las condiciones del medio
ambiente favorecen el desarrollo y la proliferacién del vector A. aegypti. Es una
enfermedad fundamentalmente urbana y la transmision del virus es indirecta,
se produce cuando un mosquito hembra infectado pica a una persona sana
siendo esta la unica forma de contraer la enfermedad ya que no hay
transmision por contacto directo con una persona enferma, o con sus
secreciones, ni tampoco por contacto con fuentes de agua o alimento.

El tiempo “intrinseco” de transmisibilidad de la persona infectada
comienza un dia antes del inicio de la fiebre y se extiende hasta el sexto u
octavo dia de la enfermedad (Vignoli et al. 2002). En el culicido hembra
infectado, el virus se multiplica en el epitelio intestinal, ganglios nerviosos,
cuerpo graso y glandulas salivales. Luego de siete a catorce dias (tiempo de
incubacion extrinseco) el vector esta capacitado para trasmitir el virus a otra
persona permaneciendo infectado y asintomatico hasta la muerte. La fuente de
infeccidn y el reservorio vertebrado del virus es el hombre. El virus del dengue
persiste en la naturaleza gracias al ciclo de transmision hombre-A. aegypti-
hombre (Vignoli et al. 2002).

Secundariamente, también contribuyen a la persistencia y transmision del
virus otros fendmenos como:

e La replicacidon del virus en el tracto genital del vector hace que aquel
pueda incorporarse a los huevos y a la progenie.

e Se puede producir la transmisién sexual del virus de mosquitos machos
infectados a hembras.

e Existen ciclos selvaticos de infeccion que pueden involucrar a monos y
contribuir en escala menor al mantenimiento y la transmision del virus,
junto con el ciclo horizontal principal hombre-mosquito-hombre.

La infeccion con el virus del dengue causa una enfermedad cuyo espectro

incluye desde formas clinicamente inaparentes (Dengue clasico) hasta cuadros
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graves de hemorragia y de “shock” que pueden finalizar con la muerte de la
persona (Dengue hemorragico).

El dengue clasico se caracteriza por fiebre elevada (39-40°C), cefaleas,
mialgias intensas, nauseas, vomitos y dolor abdominal. Los sintomas
respiratorios estan representados por tos, rinitis y faringitis. En adultos, al final
del periodo febril se pueden presentar manifestaciones hemorragicas, como
epistaxis, petequias y en casos severos hematuria.

Si bien el dengue clasico es usualmente benigno y autolimitado, se asocia
con gran debilidad fisica y algunas veces con una convalecencia prolongada.
En el caso del dengue hemorragico los sintomas son indistinguibles de los del
dengue clasico, pero en este caso evolucionan rapidamente las
manifestaciones hemorragicas a nivel de la piel, el tubo digestivo y los sistemas
excretor y nervioso.

En los casos benignos o moderados, luego del descenso de la fiebre, el
resto de los sintomas y signos desaparecen. En los casos graves de dengue
hemorragico, luego del descenso de la fiebre entre el tercero y séptimo dia, el
estado de la persona enferma empeora presentando cianosis, taquipnea,
hipotensién, hepatomegalia, hemorragias multiples y falla circulatoria, pudiendo
llevar a la muerte de la persona en 12 a 14 horas (Vignoli et al. 2002).

El agente causal de la enfermedad del dengue es un virus perteneciente a
la familia Flaviviridae: arbovirus muy similar al que produce la enfermedad de la
Fiebre amarilla. Son virus envueltos, sensibles a la destruccion por agentes
fisicos y quimicos, de 40-50 nm de diametro, con capside icosahédrica y
genoma de ARN monocatenario, no segmentado, de polaridad positiva,
actuando directamente como ARNm policistronico (Vignoli et al. 2002).

El virus se adhiere a las células, ingresa a ellas por viropexia, se replica
en el citoplasma y se ensambla en el reticulo endoplasmatico. Su genoma
codifica una proteina que es luego procesada en 10 polipéptidos, 3
estructurales (una proteina de nucleocapside C, una de membrana y una
glicoproteina de envoltura E hemaglutinante de adherencia) y 7 no
estructurales, de los cuales se destaca NS1, que puede inducir al igual que E,
respuesta inmune protectora. Por variacion de la proteina E se pueden
diferenciar 4 tipos antigénicos del virus que son (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-

4). Existe heterogeneidad de cepas dentro de cada tipo, que se correlaciona
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con variedad de secuencias de ARN. Las posibilidades de variacion y
supervivencia de este virus son menores que para otros virus ARN a causa de
su estricta adaptacion a dos hospedadores diferentes (Vignoli et al. 2002).

Las pruebas diagnédsticas de laboratorio con que se cuenta actualmente
para la deteccion del virus tanto en personas que se sospecha estan infectadas
como asi también en el culicido consisten en el aislamiento del virus o
identificacion de sus antigenos o acidos nucleicos a partir del suero de la
persona enferma o de cultivos celulares que pueden ser tanto del culicido como
de la persona. El virus del dengue se puede identificar luego de su aislamiento
en cultivos celulares, a través de la observacion de su efecto citopatico
inducido (infeccion citocidal), por la deteccion de las proteinas virales o por
deteccion de los acidos nucleicos. Varias lineas celulares han mostrado
susceptibilidad al virus del dengue siendo las células de los culicidos y las de
rindn de monos las mas susceptibles y por ende las mas utilizadas para realizar
dichos cultivos celulares (Alonso et al. 1999). Las técnicas de biologia
molecular estan siendo muy empleadas para el reconocimiento del virus del
dengue, siendo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) una de las
técnicas mas empleadas para el diagnostico de las infecciones por el virus del
dengue. Los métodos serolégicos que se emplean para la confirmacion
diagndstica de casos  sospechosos de dengue son  ELISA,
Inmunoelectrofluorescencia (1) y la fijacion del complemento (FC). La deteccion
de anticuerpos especificos de clase IgM por enzima-inmunoensayo (Mac
ELISA) y UMELISA son marcadores de infeccion recientes. Estos anticuerpos
pueden detectarse desde el comienzo de la fiebre y persisten a niveles
dosables durante las 3 a 8 semanas posteriores.

Los primeros relatos histéricos sobre el dengue mencionan a la isla de
Java en 1779 como el primer lugar donde se reconocid brotes de la
enfermedad (Vignoli et al. 2002). En América, los relatos sobre estas dolencias
datan de mas de 200 anos en Filadelfia (EE.UU.) en 1780. En el siglo pasado
ocurrieron grandes epidemias, coincidiendo con la intensificacion del transporte
comercial entre los puertos de la region del Caribe y el Sur de Estados Unidos
con el resto del mundo. En América del Sur el dengue se transforma todos los

afos en una amenaza para la salud publica continental.
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En 1965, 49 naciones entre ellas la Argentina, confirmaron la erradicacion
del mosquito A. aegypti transmisor de la enfermedad. Estos resultados fueron
obtenidos luego de 18 afios de campanfa realizada por los paises respectivos
con la colaboracién de la OPS, aunque problemas financieros, politicos,
técnicos y administrativos ocasionaron que la mayoria de los paises se
reinfectaran nuevamente a partir de la década del 80. Los casos aumentaron
de 66.000 en 1980 a 717.000 en 1998. En el afio 2002 las cifras de la OPS
llegaron a 968.723 casos notificados en América con 234 muertos. Los paises
reinfectados han sufrido por lo menos, una epidemia de dengue. En el afio
2004 en Brasil mas de 750.000 personas se infectaron, de las cuales 150
murieron (Ricci & Padin, 2007).

En la Argentina la ultima epidemia de dengue anterior a los brotes
registrados en Tartagal (Salta) durante los meses de febrero y marzo de 1998 y
Posadas (Misiones) en mayo del mismo afo, se supone que tuvo lugar en 1916
en Concordia y Parana (Entre Rios) (Gaudino, 1916). En la Argentina, la ultima
actualizacion del Ministerio de Salud de la Nacion (19/03/07) registré 192 casos
de dengue confirmados, de los cuales 8 fueron reconocidos como autéctonos
(ANSA, 2007). Los casos de dengue registrados en la provincia de Buenos
Aires al 19/03/07 fueron 57 segun el Ministerio de Salud Bonaerense (Ricci &
Padin, 2007).

2.3 Control del vector

Las estrategias para el control de A. aegypti incluyen tratamientos para
disminuir o eliminar tanto los estadios larvales como los adultos. Entre las
medidas de preservacion contra los adultos podemos mencionar, la proteccion
personal (repelentes en piel y ropa, tules alrededor de camas, etc.) el uso de
las telas mosquiteras y la aplicacion terrestre o aérea de insecticidas quimicos
(Mc Clelland, 1984).

Respecto al control de las larvas de A. aegypti se han utilizado métodos
culturales como la reduccion o eliminacion de los sitios de cria, métodos
quimicos (aceites, organofosforados, organoclorados, piretroides, factores
analogos a la hormona juvenil, etc.), y el control biolégico (depredadores,

parasitos y patégenos) (Laird & Miles, 1983).
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Cabe mencionar que los programas de control tienen como accion
principal al saneamiento ambiental mediante la eliminacién de los recipientes
que retengan agua y sirvan como fuente de cria de A. aegypti. Este método
preventivo es eficaz y econémico, pero de ejecucién compleja requiriendo un

gran esfuerzo de organizacion y educacion comunitaria.

2.4 Control quimico

Desde comienzos del siglo XX se han estado utilizando productos
quimicos para el control de A. aegypti. En la primera campana contra la fiebre
amarilla realizada en Cuba y Panama, ademas de los programas de limpieza,
los criaderos fueron rociados con petréleo y las casas tratados con piretrina en
polvo (OPS, 1998). Cuando se descubrieron las propiedades insecticidas del
DDT en 1940, este compuesto se convirtid rapidamente en el método principal
empleado en los programas de erradicacion de alcance continental de A.
aegypti. Cuando los culicidos comenzaron a hacerse resistentes al DDT a partir
de 1960, ya se habian desarrollado insecticidas organofosforados y algunos de
ellos, como fention, malation, fenitrotién y temephos empezaron a usarse en el
control de A. aegypti (OPS, 1998).

Si bien el uso de insecticidas quimicos ha sido la eleccion mas efectiva y
universalmente elegida para el control de los culicidos en general, la aplicacién
prolongada de estos productos ha provocado niveles elevados de
contaminacion del ambiente, peligrosos para los animales y el hombre. Por otra
parte las poblaciones de estos insectos vectores tratados, no fueron totalmente
erradicadas, retornando y desarrollando resistencia a varios insecticidas
sintéticos (Georghiou & Saito, 1983). El creciente interés en la calidad del
ambiente ha intensificado en los Uultimos afios la busqueda de nuevas
herramientas para controlar insectos de importancia sanitaria que sean mas
seguros para la fauna y compatibles con el ambiente (Weiser, 1991; Tanada &
Kaya, 1993; Lacey, 1997).

10
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2.5 Control biol6gico

El control biologico es el estudio y utilizacion de los enemigos naturales
(depredadores, parasitoides, parasitos y patégenos) para lograr reducir el
numero de organismos de una especie perjudicial por debajo del umbral de
dafno economico y/o transmision de una enfermedad, en nuestro caso el
culicido vector del virus del dengue A. aegypti. La bibliografia mundial sobre los
enemigos naturales de culicidos es abundante, habiéndose citado numerosos
virus, bacterias, hongos, protozoos, nematodos y depredadores de estadios
inmaduros y adultos de culicidos (Jenkins, 1964; Robert & Strand, 1977;
Roberts & Castillo, 1980; Roberts et al. 1983; Weiser, 1991; Becnel & White,
2007; Federici et al. 2007; Kerwin, 2007; Tseng, 2007; Platzer, 2007; Mogi,
2007).

Algunas de las ventajas que se pueden atribuir al uso de agentes de
control biologico son:

e No contaminan el ambiente.

e Son altamente especificos atacando solo al insecto blanco, no afectando
a otros animales o al hombre.

e Persisten en el ambiente por largos periodos de tiempo.

e Algunos de los organismos utilizados como organismos de control
biolégico presentan un fendmeno de autodispersion, permitiéndoles
llegar a sitios inaccesibles que no podrian ser tratados por otros medios.

e En general no generan resistencia en la especie blanco.

Las desventajas que se pueden enumerar para la aplicacion de agentes de

control biologico son:

e El costo elevado de la cria o produccién de los organismos que seran
utilizados para controlar al insecto plaga.

e La dificultad para su aplicacidon en el campo.

e La limitacion de su utilidad en medios acuaticos donde la temperatura, el
pH y la contaminacidn organica constituyen un ambiente hostil para su

adaptacion.

11
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2.6 Enemiqgos naturales de culicidos

Entre los depredadores de culicidos se han citado otros culicidos,
copépodos, hemipteros, coledpteros, odonatos, turbelarios y peces, siendo
estos ultimos los mas estudiados y evaluados. El pez larvivoro Gambussia
affinis (Bairdand Girard) es la especie mas utilizada en el mundo para regular
estadios inmaduros de culicidos (Hoy & Reed, 1971; Daved & Meisch, 1977;
Bay, 1985; Meish, 1985; Walton, 2007).

Otros depredadores importantes de las larvas de culicidos son larvas de
culicidos del género Toxorhynchites, las cuales gozan de dos ventajas como
depredadores de A. aegypti, una es que se desarrollan en los mismos tipos de
recipientes que las larvas de A. aegypti y la otra ventaja es que los adultos no
se alimentan de sangre sino de jugos vegetales.

Ciertos copépodos ciclopoideos ubicuos devoran las larvas recién
eclosionadas. No obstante si las larvas de culicidos logran desarrollarse hasta
el estadio tercero, son demasiado grandes para que puedan ser atacados con
éxito por copépodos diminutos (OPS, 1998; Marten & Reid, 2007).

Un espectro amplio de patégenos y parasitos (virus, bacterias, hongos,
protozoos y nematodos) han sido estudiados y evaluados como potenciales
agentes de control bioldégico de culicidos (Chapman, 1985; Weiser, 1991;
Becnel & White, 2007; Federici et al. 2007; Kerwin, 2007; Tseng, 2007; Platzer,
2007; Mogi, 2007).

Entre los virus patogenos de culicidos se han registrado: Baculovirus
(Nucleopoliedrovirus), Reovirus (Cypovirus), Entomopoxvirus, Chloriridovirus
(RMIV y TMIV) Densovirus y pequefios virus RNA semejantes a Picornavirus
(Anderson, 1970; Hall & Fish, 1974, Fukuda & Clark, 1975; Adams, 1991;
Schuler et al. 1995; Lacey, 1997; Humter-Fujita et al. 1998; Becnel & White,
2007).

Las bacterias entomopatdégenas no son frecuentes en poblaciones
naturales de culicidos, aunque algunas bacterias de suelo son patogénicas
para larvas de mosquitos. Tal es el caso de Bacillus sphaericus (Neide) (Bs) y
B. thuringiensis serovar israelensis (Berliner) (Bti), a partir de las cuales se han
desarrollado productos biolégicos comerciales para el control de larvas de

culicidos que no afectan al ambiente y son inofensivos para el hombre. El
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denominado Bti es el producto obtenido de la fermentacion de la bacteria
Bacillus thuringiensis H 14, siendo el producto biolégico mas aceptable para el
control de culicidos con que se cuenta en la actualidad.

El cuerpo parasporal que forma esta bacteria contiene una toxina con alto
poder larvicida que se desgrana exclusivamente en un ambiente alcalino donde
se encuentran los dipteros del suborden Nematocera. (Lacey & Lacey, 1981;
Lacey & Singer, 1982; Mc Laughlin & Billodeaux, 1983; Thiery & Frachon, 1997;
Skoumand et al. 1998; Follet & Duan, 2000; Federici et al. 2007). Los productos
insecticidas elaborados en base a toxinas de Bti y Bs han llegado al mercado
en diferentes formulaciones siendo uno de los pocos productos bioldgicos
comerciales empleados en el control de culicidos (Lacey & Kaya, 2000;
Federici et al. 2007).

Los nematodos constituyen otro grupo importante de parasitos de
culicidos; y los que han sido identificados naturalmente a partir de culicidos
pertenecen a la familia Mermithidae, algunas de cuyas especies han sido
extensamente estudiadas, tal es el caso de Romanomermis culicivorax Ross &
Smith, (Petersen, 1985; Platzer, 2007). El uso de nematodos para el control
biologico de culicidos esta sustentado por su capacidad de adaptacion a
nuevos ambientes y a condiciones adversas, por su resistencia a los productos
quimicos, por su especificidad hacia el insecto blanco, siendo inocuo para otros
animales incluso el hombre y por su capacidad de actuar en forma sinérgica
con otros entomopatdégenos que aumentan su eficacia (Stock & Camino, 1996).

Entre los protozoos parasitos de culicidos se han citado ciliados,
flagelados, gregarinas y microsporidios. Ciliados pertenecientes a los géneros
Lambornella y Tetrahymena han sido hallados parasitando larvas de culicidos
(Grassmick & Rowley, 1973; Clark & Brandl, 1976; Corliss & Coats, 1976;
Dzerhinskii & Dubitskii, 1977). La presencia de flagelados en culicidos no ha
sido registrada con frecuencia, siendo las especies mas representativas
Crithidia fasciculata (Leger) y Blastocrithidia culicis (Novy, Mc Neal & Torry)
(Weiser, 1991). Las infecciones causadas por gregarinas son comunes €en
especies de culicidos que habitan en ambientes reducidos naturales o
artificiales como es el caso de A. aegypti. Entre las especies de gregarinas mas
comunes se pueden citar Ascogregarina barretti (Vavra), A. culicis (Ross) y A.

taiwanensis (Lien y Levine) (Munstermann & Werson, 1990; Siegel et al. 1992;
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Garcia et al. 1994; Reyes-Villanueva et al. 2001). Sin duda, el grupo de
protozoos patdégeno de culicidos mas importante y mejor representado lo
constituyen los microsporidios. Varias decenas de especies pertenecientes a
15 géneros han sido descriptos en culicidos, la mayoria incluidas en los
géneros heterospdéricos Amblyospora y Parathelohania (Sprague, 1977; Becnel
& Andreadis, 1999; Andreadis, 2007).

Los hongos entomopatdgenos son un grupo de microorganismos
ampliamente estudiados en todo el mundo, existiendo mas de 700 especies
reunidas en 100 géneros. Los hongos tienen la particularidad de parasitar
diversos tipos de artrépodos en habitat acuatico y terrestre (Humber, 1997).
Los hongos constituyen un importante grupo de patdgenos de culicidos. Entre
los mas importantes se pueden citar Culicinomyces clavisporus Couch,
Coelomomyces sp. (Roberts 1974; Lacey & Undeen 1986; Federici 1995; Lacey
1997; Humber, 1997; Kerwin 2007), y dentro de los Phythiaceae a Lagenidium
giganteum Couch.

Los organismos acuaticos del Reino Straminipila (antes hongos acuaticos)
son en su mayoria parasitos facultativos y muchos de ellos afectan a larvas de
mosquitos. Varios géneros como Aphanomyces aparecen de tanto en tanto
infectando larvas de mosquitos causando epizootias (Seymour & Briggs, 1985).
Otros como Leptolegnia chapmanii Seymour, L. caudata Bary, Pythium
flevoense Van Der Plaats-Niterink, P. carolinianum Matthews, Crypticola
clavulifera Humber, Frances & Sweeney, Aphamomyces astaci Schikora,
Saprolegnia feroz y S. parasitica Coker, se los ha encontrado infectando larvas
de mosquitos, pero ellos han recibido limitada atencién por ser patdgenos
oportunistas débiles en condiciones de “stress” y soélo actuando como
patdbgenos ocasionalmente. Lagenidium giganteum es otra especie patdogena
de mosquitos, que ha sido extensamente estudiada en el mundo y a partir del
cual se ha podido obtener un producto disponible en el mercado cuyo nombre
comercial es Laginex"R. Lagenidium giganteum fue descrito por primera vez
por Couch (1935) al examinar larvas de culicidos de los géneros Culex y
Anopheles en Carolina del Norte (EE.UU.). Su distribucion geografica es amplia
y se lo ha aislado en América del Norte, América del Sur, Europa, Africa, Asia e
incluso en la Antartida (Federici, 1981; Orduz et al. 1992). Esta especie ha sido

aislada a partir de larvas de Culex (Merrian & Axtell, 1982., Jaronski & Axtell,
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1983.), Mansonia (Cuda et al. 1997) y de distintas especies de Anopheles
(Kerwin & Washino, 1987).

Dentro del género Leptolegnia solo L. caudata (Bisht et al. 1996) y L.
chapmanii (Mc Innis & Zattau, 1982) fueron aislados de larvas de mosquitos.
Leptolegnia caudata fue aislada del culicido vector de la malaria An. culicifacies
Giles (Bisht et al. 1996) mientras que L. chapmanii fue aislado de larvas de
Ochlerotatus triseriatus (Say) en Luisiana (EE.UU.) en 1971 (Seymour, 1984).
Leptolegnia chapmanii fue aislado por primera vez en el Hemisferio Sur a partir
de larvas de Oc. albifasciatus (Macquart) (Lopez Lastra et al. 1999).

Muchas especies de Pythium pueden afectar o ser patégenas de plantas
vasculares, hongos y algas (Van Der Plaats-Niterink 1981), sin embargo
algunas especies fueron encontradas infectando larvas de Oc. sierrensis
(Ludlow) en California.

Crypticola clavulifera Humber, Frances & Sweeney, fue aislada del tubo
digestivo de Forcipomyia marksae (Tokunaga) (Ceratopogonidae) en
Queensland, Australia en 1984 (Frances et al. 1989). En ensayos en
laboratorio se pudo observar que C. clavulifera infectaba larvas de A.
notoscriptus (Skuse), An. farauti (Laveran), C. annulirostris (Skuse), C.
quinquefasciatus (Say) (Frances, 1991) y A. aegypti (Frances et al. 1989;
Frances 1991).

El género Coelomomyces consiste de mas de 70 especies de hongos
acuaticos parasitos obligados. Miembros del género Coelomomyces han sido
encontrados en todos los continentes excepto en la Antartica, (Roberts, 1974).
A diferencia de otros hongos entomopatdgenos que tienen un amplio rango de
hospedadores incluyendo varios érdenes de insectos, Coelomomyces esta
enteramente restringida a larvas de dipteros acuaticos, Culicidae,
Psychodidae, Chironomidae, Simuliidae y Tabanidae (Lead & Pedroso, 1964;
Chapman, 1974; Roberts, 1970). Chapman y Woodard (1966) citaron los
culicidos hospedadores de Coelomomyces en EE.UU., incluyendo especies de
Culex (Linnaeus), Culiseta (Felt), Aedes (Meigen), Anopheles (Meigen),
Psorophora (Robineau-Desvoidy) y Uranotaenia (Lynch Arribalzaga). Roberts y
Strand (1977) aislaron 22 especies de Coelomomyces en 31 especies de
mosquitos mientras que Weiser (1988) cité 28 especies de Coelomomyces en

60 especies de mosquitos.
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Los Trichomycetes (Zygomycota) pertenecen a un grupo de hongos que
colonizan el tubo digestivo de muchas especies de artropodos (Lichtwardt et al.
1999). Entre los Trichomycetes solo Smittium morbosum Sweeney fue citado
como patdgeno para larvas de mosquitos (Lichtwardt, 1986).

Lowe et al. (1968) citaron a Conidiobulus coronatus Constantin infectando
larvas de C. quinquefasciatus, asi como también Entomophthora culicis Braun
fue aislada y descrita en adultos de C. pipiens en Alemania en 1985 (Braun,
1855). Kramer (1982) aislé este mismo hongo en especies de Aedes, Culex,
Oc. detritus (Haliday), An. maculipennis (Meigen) y Myzomyia hispaniola
(Theobald).

Erynia aquatica (Anderson & Anagnostakis), es una de las pocas especies
dentro de los Entomophthorales que infecta a invertebrados acuaticos.
Anderson y Ringo (1969) encontraron este hongo en larvas de Oc. canadienses
(Theobald), Culiseta morsitans (Theobald) y Oc. cantator (Coquillet) (Andreadis
& Magnarelli, 1983) y en pupas de Oc. stimulans (Walker) (Molloy & Wraight
1982).

Culicinomyces es un hongo parasito facultativo que se lo ha encontrado
infectando 5 especies de culicidos Oc. rupestres Dobrotworsky (Russell et al.
1978), Oc. rubrithorax (Macquart) (Frances, 1986), An. quadrimaculatus (Say)
(Couch et al. 1974), Culiseta inornata (Dyar) (Goettel et al. 1984) y Culiseta
inconspicua Lee (Frances, 1986).

Beauveria es uno de los mas frecuentes hongos entomopatdégenos y es
de distribucion cosmopolita. Si bien el género presenta un amplio espectro de
hospedadores (Roberts 1974), solo dos especies se han citado en culicidos.
Beauveria bassiana Balsamo fue hallada infectando adultos de C. tarsalis
(Coquillet), C. pipiens (Linnaeus), An. albimanus (Evans) (Clark et al. 1968),
Oc. sierrensis (Ludlow) (Pinnock et al. 1973) mientras que B. brongniartii
Saccardo fue citada en adultos de Oc. sierrensis (Pinnock et al. 1973).

Metarhizium al igual que Beauveria es uno de los hongos
entomopatégenos mas comunes y presentan distribucion cosmopolita y una
gran diversidad de insectos hospedadores (Rehner, 2005; Bidochka & Small,
2005). Metarhizium anisopliae Sorokin mostrd ser un virulento agente contra
larvas de mosquitos (Veen, 1968; Roberts, 1967; 1970; 1974; Ramoska, 1982;
Agudelo-Silva & Wassink, 1984; Daoust & Roberts, 1983 a,b; Ravallec et al.
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1989; Sandhu et al. 1993; Alves et al. 2002). Tolypocladium cylindrosporum
Gams fue aislado en Oc. sierrensis en California en 1971 (Soares, 1982) y Oc.
australis en Nueva Zelanda (Weiser & Pillai, 1981). También adultos de Oc.
sierrensis fueron susceptibles a la infeccién (Soares, 1982). Otros hongos
anamorficos como los pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium,
Paecilomyces, Penicilium y Verticillium han sido aislados de culicidos (Hasan &
Vago, 1972; Roberts & Strand, 1977; Ballard & Knapp, 1984; Sur et al. 1999;
Agarwala et al. 1999; Scholte et al. 2003 ).

2.7 Estado actual del conocimiento de los enemigos naturales de

culicidos en la Argentina.

Los parasitos y patdégenos de culicidos comenzaron a estudiarse en la
Argentina a principios de la década del 80. A partir de este periodo se han
identificado virus (Nucleopoliedrovirus), bacterias esporulantes y no
esporulantes, hongos (Aphanocladium album (Preuss) Gams, Coelomomyces
sp.; Leptolegnia chapmanii Seymour, Smittium sp., (Garcia & Lopez Lastra,
1989; Lopez Lastra, 1990a,b; Lépez Lastra & Garcia, 1997; Lopez Lastra et al.
1991; 1999), gregarinas (Ascogregarina culicis) (Dellapé et al. 2005),
microsporidios (Amblyospora sp. Hazardia milleri (Hazard & Fukuda),
Parathelohania sp. (Garcia, 1989; Garcia & Lopez Lastra, 1989; Garcia &
Camino, 1990; Garcia & Becnel, 1994; Micieli et al. 2000 a,b) y mermitidos
(Hydromermis sp. y Strelkovimermis spiculatus) (Poinar & Camino, 1986;
Garcia & Camino, 1990).

La mayoria de estos patdgenos han sido identificados a nivel especifico.
Los ciclos biologicos y las vias de transmisién han sido dilucidados en varios de
los patégenos (Camino & Reboredo, 1994; Micieli et al. 1998; 2000 a,b; 2001;
2003). También se determind la virulencia, patogenicidad y el espectro de
hospedadores susceptibles para alguno de los patégenos y parasitos hallados
(Camino & Reboredo, 2000; Achinelly & Garcia, 2003; Achinelly et al. 2004
a,b). Estudios epizootioldgicos han sido conducidos en algunos de estos
sistemas hospedador-parasito, principalmente con microsporidios del género
Amblyospora (Micieli et al. 2000 a, b; 2001, 2003) y el mermitido S. spiculatus

(Micieli & Garcia, 1999). Los estudios referidos al impacto sobre la densidad de
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culicidos producido por la introduccion o el incremento de estos parasitos o
patdbgenos en los criaderos de culicidos son practicamente nulos en la
Argentina.

Dentro de la variedad de entomopatogenos de culicidos identificados en
la Argentina, esta investigacidon se centr6 en un aislamiento nativo de la
especie L. chapmanii hallado infectando larvas de Oc. albifasciatus (Marquart)
en la localidad de Melchor Romero, Provincia de Buenos Aires.

2.8 Posicion taxondmica de Leptolegnia chapmanii

El Reino Straminipila incluye a organismos morfolégicamente diversos,
pero que sin embargo tienen en comun la presencia de zoosporas biflageladas,
con dos flagelos distintos (heterocontas) o derivados de organismos que alguna
vez tuvieron dicha caracteristica. El flagelo anterior es tipo pincel, con dos
hileras de mastigonemas tubulares y tripartitos (flagelo straminopila), y el
posterior tipo latigo, sin mastigonemas (Dick, 2001 a).

El Reino Straminipila esta integrado por los Phylum Oomycota,
Hyphochytridioymicota y Labyrinthulomycota, asi como por varios grupos de
algas cromofitas  (Bacillariophyceae, @ Chrysophyceae, @ Fucophyceae,
Tribophyceae) y algunos pequefios grupos de organismos “Protistas”
fotosintéticos y saproétrofos (Dick, 2001 a).

Los Oomycota se diferencian de los hongos verdaderos por presentar
zoosporas biflageladas heterocontas, desarrollar un talo cenocitico diploide
donde la meiosis tiene lugar en el interior de los gametangios. Tienen
reproducciéon  sexual caracteristica, mediante contacto gametangial,
produciéndose como resultado una cigota de paredes gruesas (oosporas). Sus
paredes celulares estan compuestas por  1-3 y B 1-6 glucanos, hidroxiprolina
y celulosa en menor proporcion (4-20 % del peso seco de la pared), mientras
que los hongos verdaderos tienen quitina. También existen diferencias a nivel
de algunas organelas celulares (cristales mitocondriales tubulares), varias
caracteristicas bioquimicas (entre otras diferentes composicion de aldioles y
polioles, diferencias en la sintesis de lisina y de triptofano sintetasa), presentan

también diferentes sustancias de reserva (Dick 2001 a, b).
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El Phylum Oomycota presenta una sola clase, Peronosporomycetes
(Oomycetes), a su vez dentro de la clase se diferencian dos subclases
Saprolegniomycetidae y Peronosporomycetidae, el clivaje del citoplasma de los
zoosporangios es centrifugo en la primera subclase y diverso en la segunda, en
el interior del oogonio la oosfera se diferencia por agregacién centrifuga a partir
del periplasma periférico en la primera y centripeta en la segunda. Los
organismos que pertenecen a la subclase Peronosporomycetidae, son
generalmente monospodricos, con el ooplasto traslucido, mientras que los
integrantes de la subclase Saprolegniomycetidae son poliospdricos con el
ooplasto granular y fluido (Dick, 2001 a,b).

La mayoria de los organismos incluidos .en la subclase
Saprolegniomycetidae son de habitos acuaticos, mientras que los
comprendidos en la subclase Peronosporomycetidae son generalmente
terrestres (Alexopoulus et al. 1996).

Recientemente, Adl et al. (2005), basandose en estudios moleculares
ubican a L. chapmanii dentro del Reino Chromalveolata y Phylum
Stramenopiles. En esta tesis la ubicacion sistematica seguida es la siguiente:

Reino Chromalveolata

Phylum Straminipila

Clase Peronosporomycetes
Sub-clase Saprolegniomycetidae
Orden Saprolegniales

Familia Leptolegniaceae (Dick et al. 1999).

2.9 Ciclo biolégico

Muchos de los integrantes pertenecientes a la clase Peronosporomycetes
son saprotrofos y se los puede encontrar sobre plantas y animales muertos,
con lo cual juegan un papel muy importante en la degradacion y reciclado de
nutrientes en ecosistemas acuaticos (Dick, 1990).

La parte somatica del talo esta formada por dos tipos de hifas; en primer
lugar, hifas rizoidales, que penetran en el sustrato y sirven para fijar el

organismo y absorber el alimento; en segundo lugar, la masa de hifas
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profusamente ramificadas situada en la parte externa del substrato, sobre la
cual se forman los 6rganos reproductores (Alexopoulus et al. 1996).

En las condiciones ambientales apropiadas, las hifas producen
esporangios. Tipicamente, los esporangios son estructuras alargadas,
atenuadas, situadas en la parte apical de las hifas somaticas, y separadas de
ellas por un septo. Los esporangios estan llenos de un protoplasma denso, a
diferencia de las hifas somaticas, que sélo estan interiormente revestidas por
una delgada capa protoplasmatica. A medida que el esporangio se desarrolla y
antes de que se forme el septo basal, un gran numero de nucleos se desplazan
hasta el esporangio desde las hifas somaticas situadas mas abajo. El
protoplasto del esporangio se divide a continuacion en tantas porciones como
nucleos y cada porcion se transforma en una espora. Todo el protoplasto se
consume en la formacion de esporas (Alexopoulus et al. 1996).

El tipo de expulsion de las zoosporas varia segun los distintos géneros.
En Leptolegnia se desarrolla una abertura en el apice del esporangio, y las
zoosporas primarias pasan al agua circundante, nadan durante cierto tiempo,
entran en reposo y se enquistan. Después de un periodo de reposo corto, se
desarrolla una papila delgada sobre el quiste, su apice se disuelve y surge una
zoospora reniforme con dos flagelos laterales que es la que localizara y se
unira al hospedador.

Cuando aparecen condiciones favorables para la reproduccién sexual, las
hifas somaticas dan lugar a los anteridios y oogonios. A continuacion tiene
lugar la meiosis, dentro de los gametangios, produciendo oosferas haploides en
los oogonios y gametas haploides en los anteridios. Los oogonios poseen
pared relativamente gruesa, en comparacién con la pared de las hifas
somaticas, y cada oogonio, una vez maduro, contiene de una a muchas
oosferas libres. En cada oosfera madura hay un solo nucleo. Los anteridios son
mucho menores que los oogonios. Son cuerpos plurinucleados, alargados,
situados en posicion terminal sobre ramas delgadas de las hifas somaticas. A
menudo estan situados sobre la misma hifa que sostiene el oogonio, y surgen
inmediatamente debajo de ella, pero en algunos casos se forman en hifas
diferentes. Cuando estan plenamente formados, los anteridios se unen a los
oogonios, uno o mas por cada oogonio. Los tubos de fecundacién que se

originan en el anteridio penetran en la pared del oogonio y llegan hasta las
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oosferas (Alexopoulus et al. 1996). Al entrar al oogonio, un tubo de fecundacion
puede ramificarse y enviar una rama hasta cada oosfera. Aun cuando mas de
un anteridio entre en contacto con el oogonio, a cada oosfera sélo le
corresponde un tubo de fecundacién. Los nucleos anteridiales migran ahora
desde el anteridio hasta la oosfera, a través de los tubos de fecundaciéon; un
nucleo entra en cada oosfera, se aproxima a su nucleo, se fusiona con él y
forma un nucleo diploide cigotico. Después de la fecundacion, se desarrolla una
pared gruesa alrededor de cada oosfera, convirtiéndola en una oospora.
Después de un periodo de reposo prolongado, las oosporas son liberadas por
disgregacion de la pared del oogonio y germinan, produciendo cada oospora un
tubo de germinacion. Poco después, suele formarse un esporangio en el apice
de la hifa, completando asi el ciclo vital de todos los organismos pertenecientes

a la Familia Saprolegniaceae (Alexopoulus et al. 1996).

2.10 Mecanismos de infeccion de Leptolegnia chapmanii

El ciclo de vida de L. chapmanii (ver esquema), es el tipico que se
describié anteriormente para los hongos pertenecientes a la Familia
Saprolegniaceae, por lo tanto en este apartado prestaremos mayor atencién a
los modos de infeccidn por las cuales las zoosporas de L. chapmanii pueden
infectar a larvas de A. aegypti.

En este sentido Zattau & Mc Innis (1987) mencionan dos mecanismos por
los cuales las zoosporas de L. chapmanii pueden infectar a las larvas de A.
aegypti. El primero de ellos es la forma de entrada mas comunmente utilizada
por las zoosporas y es a través del tegumento de la larva. Las zoosporas
secundarias nadan activamente y se enquistan sobre la cuticula larval
preferentemente sobre la cabeza, papila anal y a nivel de los pliegues
intersegmentales. Posteriormente, de cada zoospora enquistada surge un tubo
germinativo que penetra la cuticula de la larva gracias a la accion combinada
de mecanismos enzimaticos (quitinasas, proteasas y lipasas) y mecanicos.

La respuesta de la larva en las primeras etapas de la infeccién consiste
en producir melanizacion alrededor del punto de entrada. Posteriormente esta
melanizacion se extendera a lo largo de toda la trayectoria que realiza la hifa de

L. chapmanii dentro del hemocel de la larva, la hifa se ramifica bien dentro de

21




Pelizza, Sebastian Antecedentes

dicha cavidad y posteriormente penetra el canal alimenticio del culicido. La
infeccidbn por parte de L. chapmanii continda hasta invadir totalmente los
sistemas circulatorios y respiratorios. Simultdneamente con la infeccion, ocurre
una invasion del cuerpo de la larva por bacterias, las que se reproducen en el
hemocel y producen la descomposicién organica del cuerpo una vez muerta la
larva. En la larva moribunda o muerta las reservas de nutrientes disminuyen y
por lo tanto las hifas de L. chapmanii desvian su crecimiento del interior del
cuerpo de la larva al exterior de la misma a través de la cuticula. La hifa que
emerge hacia el exterior forma zoosporangios terminales que producen y
liberan zoosporas primarias que nadan por unos pocos minutos y luego pierden
sus flagelos para enquistarse. Luego de unas horas las zoosporas secundarias
emergen, nadan activamente y se enquistan sobre la cuticula de la larva y el
proceso de infeccidbn comienza nuevamente.

El segundo modo de infeccidon descrito por Zattau & Mc Innis (1987),
ocurre cuando las zoosporas enquistadas son ingeridas por la larva
atravesando estas, boca, esdéfago e intestino. En la porcién del intestino
ubicada entre el cuarto y quinto segmento abdominal el quiste germina
produciendo un tubo germinativo que se elonga rapidamente dando lugar a la
hifa que penetra la membrana peritréfica, ingresando al hemocel y se ramifica
formando grandes masas hifales que invaden todo el cuerpo de la larva
produciendo su muerte. Este modo de infeccion fue poco documentado por
Zattau & Mc Innis (1987), lo que llevo a muchos investigadores a cuestionar
esta via de infeccién por parte de las zoosporas de L. chapmanii. Las larvas
mueren unas pocas horas después de haber sido infectadas por las zoosporas
de L. chapmanii independientemente del modo de entrada de las mismas al

cuerpo de la larva.
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Esquema del ciclo de vida de Leptolegnia chapmanii: 1. Hifa somatica. 2.
Esporangio con zoosporas. 3. Zoosporas moviles. 4. Zoosporas enquistadas. 5.
Hifas somaticas. 6. Hifas somaticas. 7. Hifas vegetativas desarrollandose.

8. Formacion de gametangios. 9. Gametangio femenino (oogonio). 10.

Fecundacion. 11. Cigota. 12. Oospora (forma de resistencia). 13. Zoosporas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Leptolegnia chapmanii puede ser un eficiente regulador de poblaciones

de Aedes aegypti.

Objetivo general

Determinar el potencial de Leptolegnia chapmanii como agente de control

biolégico de Aedes aegypiti.

Objetivos especificos

Determinar las condiciones Optimas para el cultivo in vitro de L.
chapmanii.

Determinar la patogenicidad de L. chapmanii para los estados inmaduros
(larvas y pupas) de A. aegypti.

Determinar el tiempo necesario para la produccion de zoosporas y
oosporas en larvas y la cantidad de esporas producidas a diferentes
tiempos de infeccion.

Determinar la tolerancia de las oosporas (cigotas de resistencia) de L.
chapmanii a la desecacién prolongada, luz solar y temperaturas
extremas y la tolerancia de las zoosporas (esporas asexuales moviles) a
los niveles de materia organica, oxigeno disuelto, pH y temperatura
variable.

Determinar el efecto de algunos factores, tales como tiempo de
exposicion, superficie, volumen, densidad de larvas, densidad del
in6culo y temperatura, sobre la infectividad de L. chapmanii en A.
aegypti.

Evaluar a campo en pequefia escala la patogenicidad, dispersién y

reciclado de L. chapmanii en poblaciones de A. aegypti.
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e Determinar el impacto de la introduccién de L. chapmanii en la densidad

de los estados inmaduros de una poblacion natural de A. aegypti.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Instalaciéon v mantenimiento de la colonia de Aedes aeqgypti.

Las larvas de Aedes aegypti utilizadas en el estudio, fueron obtenidas de
la colonia instalada en el Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores -
CEPAVE (UNLP - CONICET). Los estadios larvales para la instalacion de la
colonia se recolectaron a partir de recipientes artificiales en la ciudad de La
Plata. El agua de los recipientes se filtré a través de una red de malla fina, los
estados inmaduros se colocaron en baldes plasticos con agua del ambiente y
se transportaron al laboratorio. Una vez en el laboratorio las larvas se
colocaron en bandejas plasticas de 38 x 28 cm y se les suministré alimento
para conejos finamente molido hasta el estado de pupa. Las pupas se
colocaron en jaulas de 50 x 50 x 50 cm para la emersion de los adultos. En el
interior de la jaula con los adultos se colocaron pasas de uvas como fuente de
hidratos de carbono. Para la oviposicion, se colocé en las jaulas un recipiente
plastico negro con una tira de papel rodeando el perimetro interno del
recipiente y agua hasta la mitad del papel. Una vez por semana se coloco en la
jaula un pollo inmovilizado, durante una hora como fuente de sangre para el
desarrollo de los huevos. Entre las 48 y 72 h se retir6 el papel con los huevos y
los papeles con huevos se colocaron en bolsas de polietileno a temperatura
ambiente. Para la obtencion de las larvas los papeles con huevos se
sumergieron en bandejas plasticas con agua declorinada. Los adultos se
mantuvieron a temperatura de 27°C + 1, fotoperiodo de 12:12 (L/O) y 85% de

humedad relativa.

4.2 Mantenimiento in vitro e in vivo de Leptolegnia chapmanii.

En el estudio se utilizé un aislamiento nativo de Leptolegnia chapmanii
(ARSEF J 499-CEP 010).

Los cultivos de L. chapmanii se mantuvieron en medio agar-harina de
maiz y en medio agar harina de maiz con 1 % de dextrosa y 0,5 % de peptona
(HMDP agar). Los cultivos fueron incubados en estufa de cultivo a 25 °C

durante 7 dias.
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Para la obtencion de un cultivo in vivo de L. chapmanii se emplearon
larvas en segundo estadio de A. aegypti y como indculo se usaron bloques
cubicos de 1 cm de lado de HMDP-agar (agar-harina de maiz + 1% de dextrosa
y 0,5% de peptona) con micelio, los cuales se colocaron en Erlenmeyers de
250 ml conteniendo 50 ml de agua destilada estéril (los que se dejaron en
reposo a 25°C para induccion de la zoosporulacion) durante 48 h. Las larvas
infectadas y muertas fueron extraidas cada 24 h y observadas individualmente
al microscopio con contraste de fases para comprobar la infecciéon de L.
chapmanii. Las larvas muertas, transcurridas 48 h desde la infeccién, fueron
utilizadas para mantener cultivos in vivo de L. chapmanii permanentes. Estas
larvas muertas por L. chapmanii se colocaron en recipientes plasticos con 1000
ml de agua declorinada, diariamente se agregaron larvas de A. aegypti (tercero
o cuarto estadio) sanas a los recipientes como método de mantenimiento in
vivo de L. chapmanii.

El cultivo in vivo de L. chapmanii fue mantenido en recipientes plasticos
de 145,2 cm? y 1000 ml, a temperatura constante de 25 °C y un fotoperiodo de

12 h de luz y 12 h de oscuridad, en una incubadora ( Semedic modelo | 290 L ).

4.3 Produccion de zoosporas de Leptolegnia chapmanii a distintos

intervalos de tiempo vy temperatura en larvas de Aedes aegypti.

El objetivo de este ensayo fue determinar la produccion de zoosporas de
L. chapmanii en larvas de primero y cuarto estadio de A. aegypti infectadas en
relacion con el tiempo y la temperatura.

Se colocaron por separado 500 larvas sanas de A. aegypti de primero y
cuarto estadio en recipientes plasticos de 346 cm? de superficie con 1000 ml
de agua declorinada. Se colocaron en cada recipiente 25 larvas de cuarto
estadio de A. aegypti muertas por accion de L. chapmanii y se incubaron a 10,
25y 35 °C y fotoperiodo 12:12 (L-O).

Se tomaron alicuotas de 10 larvas de A. aegypti de primero y cuarto
estadio expuestas a las zoosporas a las 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 horas post-
infeccion y a partir de las 24 horas se tomaron 25 larvas diarias de ambos

estadios hasta la finalizacion de la experiencia. Las larvas expuestas se
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disecaron con pinzas de punta fina (Dumont N° 5) sobre un vidrio de reloj con
agua destilada.

La larva se coloco en un tubo Eppendorf con 0,5 ml de agua destilada y
con un palillo de plastico se macerd, luego se fij6 mediante el agregado de 0,5
ml de glutaraldehido 2,5 % y se agité en vortex durante dos minutos.

Se cuantificd el numero de zoosporas enquistadas y moviles presentes en
la suspension utilizando una camara de Neubauer, bajo microscopio de

contraste de fases a 40x en un microscopio Olympus BX41.

4.4 Produccidn in vitro de zoosporas de Leptolegnia chapmanii.

El objetivo de este ensayo fue determinar la cantidad de zoosporas
producidas por L. chapmanii en medio de cultivo Emerson YPSS (extracto de
levadura 4 g, HK;PO4 1g, MgSO4 0,5 g, almidén soluble 15 g, agar 20 g, agua
destilada 1000 ml) a distintas temperaturas.

Se utilizaron reaislamientos del hongo (primer repique) a partir de larvas
infectadas en el medio de cultivo sélido Emerson YPSS. Luego de ser
incubados durante 7 dias a 25 °C en oscuridad, se secciond el medio de cultivo
solido con micelio en cubos de 1 cm® los cuales fueron transferidos a
erlenmeyers de 250 ml (estériles) con 100 ml de agua destilada estéril y se
mantuvieron a 10, 25 y 35 °C durante 72 horas, para inducir la liberacion de
zoosporas al agua. Luego se tomaron alicuotas del agua y se verifico la
presencia de zoosporas (libres y/o enquistadas). El agua con el micelio se
mezcld en un agitador magnético durante 10 minutos, se filtré con tela de malla
fina (voile doble) y se centrifugd a 1000 rpm durante 15 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y se resuspendio el “pellet” en agua destilada estéril. Se agité en
vortex durante 10 minutos y se agrego6 0,5 ml de glutaraldehido 2,5 % para fijar
las zoosporas. El numero de zoosporas/ml producidas in vitro en las
temperaturas evaluadas se cuantific6 en un hemocitometro (camara de
Neubauer). Se realizaron 3 réplicas y 3 repeticiones en distinto momento para

cada temperatura.
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4.5 Tiempo gue permanecen infectivas las zoosporas de Leptolegnia

chapmanii producidas in vivo e in vitro a diferentes temperaturas.

En este ensayo se determind el tiempo que permanecen infectivas las
zoosporas de L. chapmanii. Se utilizaron diez placas para cultivo de células con
24 celdas esterilizadas. En cada celda se colocaron 2 ml de agua destilada
estéril y una larva de A. aegypti de cuarto estadio infectada y muerta por L.
chapmanii 48 h post-infeccién. Paralelamente, se realiz6 un ensayo similar,
pero en el cual se utilizé6 como inéculo una suspension de 94.000 zoosporas
producidas in vitro. Estas placas de cultivo fueron colocadas en incubadora
(Semedic modelo 290 L) a 10, 25 y 35°C y fotoperiodo de 12:12 (L:O). A
intervalos de 24 h se coloco en cada celda una larva en cuarto estadio de A.
aegypti sana y se determiné la mortalidad diaria en cada celda. Se hicieron tres
réplicas y un control tratado de forma similar pero sin la incorporacion del

inoculo. Se realizaron tres repeticiones de la experiencia en diferentes fechas.

4.6 Enquistamiento y exquistamiento de las zoosporas de Leptolegnia

chapmanii.

El objetivo de este ensayo fue determinar la dinamica de las zoosporas a
partir de su liberacion de larvas infectadas. El periodo de tiempo que la
zoospora nada activamente hasta enquistarse y posteriormente el tiempo
requerido para exquistarse.

Para determinar el tiempo de enquistamiento de una zoospora se colocé
un ml de una suspension fresca de zoosporas (aproximadamente 1.000) sobre
un portaobjeto excavado y se observé en forma continua en un microscopio
con contraste de fases, a 40 x, registrandose el tiempo de enquistamiento
sobre 50 zoosporas.

El tiempo de exquistamiento de las zoosporas de L. chapmanii se
cuantificé en una suspension de 94.000 zoosporas obtenida a partir de una
larva infectada de A. aegypti 48 horas post-infeccion. Las zoosporas se
colocaron en una capsula de Petri de 90 mm de diametro junto con 10 ml de
agua destilada estéril y se incubd a 25 °C hasta que todas las zoosporas se

enquistaron. Luego se colocaron en las capsulas grupos de 6 larvas de cuarto

29




Pelizza, Sebastian Materiales y Métodos

estadio de A. aegypti. Cada grupo de larvas permanecio en contacto con las
zoosporas enquistadas por 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos.

Tres alicuotas de la suspensidon de quistes se tomaron para cada tiempo
determinado y se colocaron en un portaobjeto excavado, observandolas a 40 x
en un microscopio con contraste de fases hasta detectar las zoosporas

nadando activamente, lo que las llevo a considerar zoosporas exquistadas.

4.7 Tiempo minimo de contacto entre larvas y zoosporas para el

desarrollo de la infeccion.

Se determin6 el tiempo minimo que necesitaron las zoosporas de L.
chapmanii para localizar y ponerse en contacto con las larvas de cuarto estadio
de A. aegypti y asi iniciar la infeccion.

En recipientes de plastico de 46 cm? y 200 ml, se colocaron 150 ml de
agua declorinada, 50 larvas sanas en cuarto estadio de A. aegypti y una
suspension de 2 x 10° zoosporas de las cuales 1,4 x 10° estaban enquistadas y
0,6 x 10° méviles.

Al minuto de contacto entre las zoosporas y las larvas de A. aegypti, se
extrajeron 3 larvas del recipiente las que fueron sometidas a tres bafos
sucesivos en recipientes con 150 ml de agua destilada para eliminar las
zoosporas de L. chapmanii que no estuviesen adheridas a la cuticula de la
larva. Estas larvas fueron colocadas individualmente en recipientes de plastico
con 150 ml de agua destilada y se las coloc6é en una incubadora a 25 °C y
fotoperiodo de 12:12 h (L-O). Se realizé igual procedimiento a los 2; 3; 4y 5
minutos. Para cada tratamiento se realizaron tres réplicas y tres repeticiones en
diferentes fechas, utilizando en cada experiencia controles con larvas y sin L.
chapmanii.

Las larvas que estuvieron en contacto con las zoosporas de L. chapmanii
fueron examinadas a las 24 y 48 h bajo microscopio éptico con contraste de

fases a 20 X para determinar la existencia de infecciones con L. chapmanii.

30




Pelizza, Sebastian Materiales y Métodos

4.8 Infeccion de larvas de Aedes aeqypti por ingestion de zoosporas de

Leptolegnia chapmanii.

El objetivo de este ensayo fue confirmar y documentar en cortes
histolégicos la infeccidon por L. chapmanii mediante la ingestién de zoosporas,
via de infeccidbn cuestionada por los investigadores por no existir en la
bibliografia evidencias suficientes.

Se colocaron 100 larvas en el estadio tercero de A. aegypti en agua
destilada estéril sin alimento por un lapso de 72 horas para vaciar el contenido
del tubo digestivo y asi favorecer la observacion de los quistes ingeridos por las
larvas. Las larvas fueron colocados en recipientes plasticos de 346 cm? y 2.000
ml de capacidad con 500 ml de agua destilada estéril y una suspension de
zoosporas de 2 x 10° (1,4 x 10° enquistadas y 0,6 x 10° mdviles).

Las larvas permanecieron en contacto con las zoosporas de L. chapmanii
durante 2 minutos, luego fueron fijadas en Bouin acuoso a razén de 3 larvas
cada hora durante 24 horas. Las larvas fueron embebidas en parafina, y
mediante la utilizacion de un micrétomo manual se obtuvieron secciones de 6
pum de espesor que fueron coloreadas con la tincidon de Grocott (metanamina de
plata, contrastado con verde luz) (Ferron et al. 1966; Dikgolz et al. 2005) para
detectar la presencia y/o germinacién de quistes de L. chapmanii en el tubo
digestivo asi como la invasion del epitelio intestinal y del hemocel por L.
chapmanii. Larvas sanas no expuestas a L. chapmanii fueron procesadas en
forma similar actuando como control.

A partir de larvas expuestas durante dos minutos a la suspensiéon de
zoosporas, se tomaron 20 larvas de las cuales 10 fueron esterilizadas
superficialmente en una solucién acuosa de 0,5 % de hipoclorito de sodio
(NaClO) con 0,01 % de tween 80 por un lapso de 1 minuto, mientras que las
otras 10 larvas no fueron esterilizadas. Tanto las larvas cuya superficie fue
esterilizada como las que no, se colocaron en recipientes plasticos de 46 cm?
con 150 ml de agua destilada y fueron incubadas a 25 °C y fotoperiodo 12-12
(L-O). La mortalidad de las larvas fue registrada a las 48 horas de iniciado el
ensayo. Se realizaron 3 réplicas con 3 repeticiones en diferentes fechas, en
cada experimento se utilizaron controles (tratados de forma similar sin la

incorporacion del inéculo).
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4.9 Factores bidticos y abidticos que afectan la infectividad de

Leptolegnia chapmanii sobre larvas de Aedes aegypti.

El término equivalente larval (E. L.) lo hemos creado en este trabajo para
denominar al numero promedio de zoosporas que produce una larva de A.
aegypti en cuarto estadio a las 48 h de infectada con L. chapmanii. Un E.L. fue
calculado y establecido en 9,4 x 10* zoosporas/ml. El nimero medio de larvas
en cuarto estadio de A. aegypti que puede matar 1 equivalente larval (E.L.) se
determind mediante ensayos en recipientes plasticos de 45 cm? con 150 ml de
agua declorinada y 1 E.L. Se colocaron en los recipientes entre 5 y 60 larvas
sanas en cuarto estadio de A. aegypti.

Por otro lado se determiné la concentracion de zoosporas de L. chapmanii
necesaria para producir 100 % de mortalidad, dejando constante el numero de
larvas de A. aegypti.

Las infecciones se realizaron en recipientes de plasticos de 45 cm?. En
cada recipiente se colocaron 150 ml de agua declorinada y 25 larvas sanas de
cuarto estadio de A. aegypti. El inéculo utilizado consistié en larvas de cuarto
estadio de A. aegypti infectadas con L. chapmanii (1 larva de cuarto estadio de
A. aegypti infectada con L. chapmanii 48 h. post-infeccion = 9,4 x 10*
zoosporas = 1 Equivalente larval = 1 E.L.). La concentracién de zoosporas
utilizada varid de 1 a 7 E. L con 25 larvas sanas.

Con el fin de determinar si el volumen de los recipientes en los que se
realizé la infeccion es una variable que afecta la prevalencia e infectividad de L.
chapmanii, se realizaron ensayos en recipientes plastico de 397,4 cm? en los
que vario el volumen de agua colocado. Los volumenes que se utilizaron fueron
300 ml, 1.000 ml, 2.500 ml y 5.000 ml. En cada recipiente se colocaron 50
larvas de cuarto estadio de A. aegyptiy 2 E.L.

Se evalud ademas el efecto de la variacidén de la superficie de exposicion
de las zoosporas y las larvas sobre la infectividad de L. chapmanii. También se
intentd determinar la relacion 6ptima, area-inéculo, en la cual se obtendria el
mayor porcentaje de mortalidad de las larvas de A. aegypti.

Se utilizaron recipientes plasticos de forma similar pero con superficies
diferentes (10,17 ; 46,54 ; 145 ; 234,94 ; 346,8 ; 495 y 875 cm?) con 250 ml de
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agua declorinada por recipiente. En cada recipiente, se colocé 1 E.L y 50 larvas
sanas de A. aegypti en cuarto estadio. Los recipientes de cada uno de los
ensayos mencionados anteriormente se colocaron en incubadoras a una
temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 12:12 (L-O). En cada uno de los
experimentos se realizaron tres réplicas con tres repeticiones en distintas
fechas, para cada tratamiento, con sus respectivos controles tratados de forma
similar pero sin la incorporacion del in6culo. La mortalidad larval fue registrada
a las 48 h de iniciada la experiencia y bajo microscopio 6ptico con contraste de

fases a 20X, se verific la infeccién con L. chapmanii.

4.10 Efecto de la temperatura, pH vy salinidad sobre la patogenicidad de

Leptolegnia chapmanii en larvas de Aedes aeqypti v Culex pipiens.

Para determinar la amplitud térmica en la cual las zoosporas de L.
chapmanii se mantienen moviles e infectivas, se disefio el siguiente ensayo.

Se utilizaron recipientes de plastico de 46 cm? y 200ml. En cada uno se
colocaron 150 ml de agua declorinada, tres E.L. y 25 larvas sanas en el primer
estadio de A. aegypti y C. pipiens. Los controles fueron tratados de igual
manera sin la incorporacién del indculo de L. chapmanii.

Experiencias similares se realizaron con los estadios segundo, tercero y
cuarto, y con pupas de ambas especies de culicidos. Los recipientes se
colocaron en incubadoras a temperaturas entre 5 y 40 °C a intervalos de 5°C y
con fotoperiodo de 12:12 (L-O).

Continuando con la evaluacion de factores que pudiesen afectar las
infecciones de L. chapmanii en larvas de culicidos, se investigo el efecto que
pudiese ocasionar la variacion de pH del agua sobre la patogenicidad e
infectividad de las zoosporas de L. chapmanii.

Se utilizaron recipientes plasticos de 46 cm? y 200 ml de capacidad; con
150 ml de agua destilada y 25 larvas sanas de cuarto estadio de A. aegypti y
de C. pipiens con 3 E.L.

La infectividad de L. chapmanii fue evaluada a pH entre 4 y 10. Los
valores de pH se lograron utilizando dos soluciones: 1) tris-acido citrico (acido
citrico monohidratado) 0,5 molar pH= 3; 2) tris-citrato de sodio (citrato de sodio

2-hidrato) 0,5 molar pH= 9,5. El buffer utilizado fue hidroximetil amino metano
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(tris buffer), el cual permiti6 mantener estables los valores de pH durante la
experiencia.

Las soluciones 1 y 2 fueron preparadas de la siguiente manera: Se
colocaron 24,2 g de tris-buffer en 200 ml de agua destilada; 29,4 g de citrato de
sodio en 100 ml de agua destilada y 21 g de acido citrico en 100 ml de agua
destilada. Posteriormente fueron mezclados 100 ml de buffer tris y 100 ml de
citrato de sodio para obtener la solucion tris-citrato de sodio (0,5 M); luego se
mezclaron 100 ml de buffer tris con 100 ml de acido citrico para obtener la
solucion tris-acido citrico (0,5 M).

Se colocé agua destilada ( pH 7 ) en los recipientes y se ajusté el pH con
las soluciones 1y 2 a los valores evaluados pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. Todos los
recipientes fueron colocados en incubadora a 25°C y con 12:12 (L-O). Los
distintos pH del medio fueron registrados a las 24 y 48 h de iniciado el ensayo.

Para determinar la tolerancia de L. chapmanii a diferentes
concentraciones de CINa, se utilizaron recipientes plasticos de 46 cm? y 200
ml. En cada recipiente se incorporaron 150 ml de diferentes concentraciones de
CINa entre 0 y 7 g/l, 25 larvas sanas en cuarto estadio de A. aegypti y C.
pipiens y 2,8 x 10° + 3.800 zoosporas/ml.

A las 48 h de iniciada la experiencia, las larvas infectadas y muertas por
L. chapmanii a las concentraciones salinas evaluadas previamente, se
colocaron en concentraciones mas elevadas, de 15, 20 y 30 g/l de CINa. Cada
24 h se tomaron tres larvas y se las coloco en recipientes plasticos de igual
superficie y volumen que los mencionados previamente con 150 ml de agua
declorinada y 25 larvas sanas de cuarto estadio de A. aegypti. Se realizaron
tres réplicas y un control para cada una de las concentraciones salinas
evaluadas y tres repeticiones del ensayo en distintas fechas. La mortalidad
larval fue registrada a las 48 h de iniciada la experiencia y la determinacion
continud por seis dias.

Se determino ademas el desarrollo vegetativo de L. chapmanii en medios
de cultivos artificiales adicionados con CINa, se determind en capsulas de Petri
de 60 mm de diametro previamente esterilizadas, con medio Emerson YPSS-
agar y concentraciones de CINa de 0 a 30 ppm. Un pequefio cubo de agar (0,5
cm?) con micelio de L. chapmanii fue depositado en el centro de cada uno de

las capsulas de Petri con las distintas concentraciones salinas a evaluar. Las
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capsulas de Petri fueron incubadas a 25 °C en la oscuridad y el crecimiento de
L. chapmanii fue registrado a las 24, 48, 72 y 96 horas. Se realizaron 3 réplicas
con 3 repeticiones en diferentes fechas para cada valor de temperatura, pH y
salinidad (tanto in vivo como in vitro). La mortalidad larval fue registrada a las
48 h de iniciado el ensayo. Las larvas muertas fueron examinadas en un
microscopio con contraste de fases a 20 X para verificar la infeccion de larvas
por L. chapmanii.

4.11 Tiempo requerido por Leptolegnia chapmanii para producir la muerte

de las larvas de Aedes aegypti.

En este ensayo se determiné el tiempo que tardan en morir las larvas de
A. aegypti que estuvieron en contacto con zoosporas de L. chapmanii. Se
utilizaron placas estériles de cultivo de células con 24 celdas de 1,53 cm? y 2
ml. Dentro de cada uno de estas celdas se colocaron 2 ml de agua destilada
estéril, una larva de cuarto estadio de A. aegyptiy un E.L.

El ensayo se llevd a cabo durante 15 h y se registré la mortalidad larval
para cada hora desde el inicio del ensayo. Se realizaron tres réplicas y un
control tratado de forma similar pero sin la incorporacion en la celda del E. L. La
experiencia fue repetida tres veces en diferentes fechas.

Estas cajas fueron mantenidas en camaras incubadoras a 25 °C y con
fotoperiodo 12:12 h (L-O). Las larvas muertas se retiraron de las celdas y se
colocaron individualmente en recipientes plasticos de 10 cm? y 30 ml, con 15 ml
de agua destilada para confirmar la infeccién con L. chapmanii mediante el

examen microscopico a las 48 h.

4.12 Produccion de oogonios y oosporas de Leptolegnia chapmanii a

diferentes temperaturas

El objetivo de este ensayo fue determinar la relacion entre la temperatura
y el tiempo que necesita L. chapmanii para producir oogonios y oosporas en
larvas infectadas.

Se utilizaron placas plasticas estériles para cultivo celular con 24 celdas.

En cada celda se colocaron 2 ml de agua destilada estéril y una larva de cuarto

35




Pelizza, Sebastian Materiales y Métodos

estadio de A. aegypti 48 h post-infeccion Las placas se colocaron en
incubadoras a temperaturas que oscilaron entre 5 °C y 45 °C (a intervalos de 5
°C) y fotoperiodo de 12:12 h (L-O).

Las larvas infectadas y muertas fueron examinadas cada 24 h en un
microscopio con contraste de fases a 20X para observar la formacién de
oogonios y oosporas Se registro el tiempo (dias) transcurrido para la formacién
de los oogonios y las oosporas en cada temperatura, ademas se registré la
cantidad y tamafio de oogonios y oosporas en cada larva producidas a 5 °C y
25 °C.

4.13 Mortalidad causada por Leptolegnia chapmanii sobre larvas de

Aedes aeqypti procedentes del campo v de la colonia de laboratorio.

Se intentd determinar la existencia de susceptibilidad diferencial a la
infeccion con L. chapmanii en larvas de A. aegypti recolectadas en ambientes
naturales y las provenientes de la colonia mantenida en el CEPAVE.

Se utilizaron recipientes plasticos de 46 cm? y 200 ml, en los que se
colocaron 150 ml de agua declorinada, 3 E. L. y 25 larvas en tercero y cuarto
estadio de A. aegypti recolectadas en floreros del Cementerio Municipal de La
Plata o larvas de A. aegypti en estadios tercero y cuarto obtenidas de la
colonia del CEPAVE. Estos recipientes fueron colocados en incubadoras a 25
°C y fotoperiodo de 12:12 h (L-O).

Se efectuaron tres réplicas y un control tratado de forma similar pero sin la
incorporacion del in6éculo para cada tratamiento, y se realizaron tres
repeticiones, las cuales fueron llevadas a cabo en distintas fechas.

La mortalidad larval fue registrada a las 48 h de iniciado el ensayo y las
larvas se examinaron entre cubre y portaobjetos bajo el microscopio 6ptico con

contraste de fases a 20X, para confirmar la infeccidén con L. chapmanii.

4.14 Efectos de concentraciones subletales de zoosporas de Leptolegnia

chapmanii sobre la fecundidad de los adultos de Aedes aegypti.

Se investigd la existencia de efectos subletales en los ejemplares que

sobrevivieron a las infecciones con Leptolegnia chapmanii.
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Se utilizaron cinco recipientes plasticos de 145 cm?y 1000 ml con 800 ml
de agua declorinada con 200 larvas sanas de A. aegypti en los estadios tercero
y cuarto y 2,2 x 10° zoosporas/ml.

Paralelamente se colocaron otros cinco recipientes plasticos similares a
los anteriores, en los cuales se colocaron 200 larvas de A. aegypti en los
estadios tercero y cuarto y 800 ml de agua declorinada. Los recipientes
tratados y los controles se colocaron en incubadoras a 25 °C y fotoperiodo de
12-12 h (L-O).

A las 24 h se examinaron los recipientes y las pupas presentes se
colocaron individualmente en tubos plasticos de 7 cm?y 6,5 cm de altura con
tapa cubierta con alambre mosquitero, debidamente rotulados. En cada tubo se
colocaron 4 ml de agua declorinada y una pupa y en la tapa se colocé una pasa
de uva como fuente de hidratos de carbono para los adultos. Las pupas
tratadas y los controles se mantuvieron a 27 £ 1 °C; 80 % de H.R. y 12:12 h (L-
O). Los adultos emergidos se colocaron en jaulas cubiertas con alambre
mosquitero (50 x 50 x 50 cm), una jaula para los adultos tratados y otra para los
controles. A las 72 h se coloc6 durante una hora en ambas jaulas, una gallina
inmovilizada como fuente de sangre para las hembras. Durante este periodo
las hembras copularon y se alimentaron. Las hembras alimentadas, se
colocaron individualmente en tubos plasticos con un papel humedo colocado en
el perimetro interno y agua hasta el 1/3 inferior, para que las hembras
colocaran los huevos en el papel humedo. Las hembras se colocaron a 27 + 1
°C, 50 % H.R. y 12:12 h (L-O). Luego de la oviposicién, producida entre 72 y 96
h posteriores a la ingesta sanguinea, las hembras tratadas y los controles
fueron muertas individualmente con diéxido de carbono. A cada ejemplar se le
secciono el ala derecha, la misma se colocd entre porta y cubreobjetos y se
midié al microscopio. Determinandose el largo maximo desde la incisura axial
al apice y el ancho maximo del ala derecha de cada ejemplar. El experimento

se repitio tres veces en distintas fechas.
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4.15 Efecto de la calidad del agua de los criaderos de culicidos sobre la

patogenicidad e infectividad de las zoosporas de Leptolegnia

chapmanii.

El objetivo de este ensayo fue determinar si las caracteristicas fisico-
quimicas del agua de los ambientes donde se desarrollan algunos de los
culicidos de mayor importancia sanitaria en la Argentina, afectan la
patogenicidad e infectividad de las zoosporas de L. chapmanii.

Se tomaron muestras de 4 litros de agua de distintos de ambientes de cria
de culicidos, en recipientes plasticos. Los ambientes fueron: 1) ambiente
temporario inundado por lluvias, 2) agua de zanja de desagule pluvial y
domiciliario en los alrededores de La Plata, 3) agua del Rio de La Plata que
inunda ambientes temporarios en la reserva Provincial de Punta Lara,
Ensenada, Provincia de Buenos Aires y 4) agua de recipientes artificiales
(floreros) del cementerio municipal de La Plata. Un litro de cada ambiente fue
llevado a analizar en un laboratorio privado acreditado (C & D) para la
realizacion de analisis fisicos, quimicos y bioldgicos de agua, mientras que los
restantes 3 litros fueron filtrados utilizando papel de filtro Watman N° § y
utilizados para realizar los ensayos de patogenicidad y tolerancia. Para estos
ensayos se utilizaron recipientes plasticos de 46 cm? y 200 ml con 150 ml de
cada una de los tipos de agua a analizar, 25 larvas sanas de A. aegypti de
cuarto estadio y 3 E. L en cada uno de los recipientes. Luego fueron incubados
a 25 °C y fotoperiodo de 12-12 (L-O). La mortalidad larval fue registrada a las
48 horas de iniciado el ensayo. Se realizaron 3 réplicas y un control para cada
tipo de agua y 3 repeticiones del ensayo fueron llevadas a cabo en distintas
fechas.

Andlisis estadistico: Se aplicd un analisis de componentes principales (Manly,

1991), método generalmente usada para ordenar y representar datos
multivariados. En este ensayo las variables originales fueron las propiedades
quimicas del agua y las observaciones, las repeticiones de las distintas
procedencias del agua. Se trabajé con datos estandarizados para eliminar el

sesgo de interpretaciones causadas por diferentes escalas de medicion. Para
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relacionar las propiedades quimicas del agua y su incidencia en la mortalidad,

se realiz6 un analisis de la variancia y un test de Duncan (P <= 0,05).

4.16 Efecto individual y combinado de Bacillus thuringiensis var.

israelensis, Temephos v Leptolegnia chapmanii sobre la mortalidad

de larvas de Aedes aeqypti en condiciones seminaturales vy en

laboratorio.

El objetivo de este ensayo fue determinar si pudiesen utilizarse en el
futuro en forma conjunta, L. chapmanii con los dos larvicidas mas ampliamente
utilizados en el mundo para el control de A. aegypti, Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti Liquid, BIAGRO, Laboratorios BIAGRO, Las Heras, Provincia de
Buenos Aires) y Temephos 50 % (0,0,0’,0’,-tetrametil 0.0’ tiodi-p-fenilene)
(ABATE, BASF), o si contrariamente los productos comerciales anulan y/o
impiden la actividad de L. chapmanii.

Para el ensayo llevado a cabo en el laboratorio se utilizaron recipientes
plasticos de 46 cm? y 200 ml con 150 ml de agua destilada, 25 larvas sanas de
estadio tercero avanzado de A. aegypti y dos dosis de Bti, 0,012 ppm y 0,027
ppm y dos dosis de Temephos, 0,00035 ppm y 0,001 ppm.

Los productos y las zoosporas de L. chapmanii fueron evaluados
individualmente y luego combinados. Se colocaron en cinco recipientes cada
una de las dosis de Bti, Temephos y 1 E. L. En otros cinco recipientes se
colocaron combinados las zoosporas con las dosis de cada larvicida. Las
combinaciones utilizadas fueron las siguientes:

A)1E. L.

B) 0,00035 ppm Temephos

C) 0,001 ppm Temephos

D) 0,012 ppm Bi

E) 0,027 ppm Bti

F)0,00035 ppm Temephos + 1 E. L.
G)0,001 ppm Temephos + 1 E. L.
H)0,012 ppm Bti + 1 E. L.

1)0,027 ppm Bti + 1 E. L.
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J)0,012 ppm Bti + 0,00035 ppm Temephos

K)0,027 ppm Bti + 0,001 ppm Temephos

L)0,012 ppm Bti + 0,00035 ppm Temephos + 1 E. L.
M)0,027 ppm Bti + 0,001 ppm Temephos + 1 E. L.

Se realizaron 5 réplicas con los controles correspondientes (tratados de
igual modo sin la incorporacion de las zoosporas ni de los dos larvicidas, a
este control negativo se le sumaron otros tres controles positivos, uno con Bti,
uno con Temephos y otro con zoosporas de L. chapmanii) para cada
tratamiento y se llevaron a cabo 3 repeticiones que se realizaron en diferentes
fechas.

La mortalidad larval fue registrada a las 48 horas de iniciado el ensayo.
Las experiencias se realizaron en incubadoras a 25 °C y fotoperiodo de 12:12 h
(L-O).

El ensayo realizado en condiciones seminaturales, fue llevado a cabo en
dos sectores diferentes, uno en donde el sol incidié directamente y otro ubicado
en la sombra. En estas condiciones se llevé a cabo un ensayo similar al del
laboratorio, difiriendo en dos aspectos, en el ensayo de campo se utilizaron
recipientes plasticos con 500 ml de agua declorinada y las dosis utilizadas
fueron 0,09 ppm de Bti, 0,003 ppm Temephos y 3 E. L. respectivamente. Cada
24 horas se registrd la mortalidad de larvas del dia anterior y se agregaron 20
larvas de A. aegypti en cada uno de los recipientes. Ademas se mantuvo el
nivel de agua en los recipientes, agregandole cuando fuera necesario agua
declorinada.

Al cabo de 15 dias se vacié el contenido de los recipientes y se los dejo
secos durante una semana al sol y a la sombra, tal como estaban colocados.
Transcurrido este periodo de tiempo se les agregd el mismo volumen de agua
que poseian y se trataron de igual manera, pero sin el agregado en los
recipientes de Bti, Temephos o0 zoosporas de L. chapmanii. Este procedimiento
se llevo a cabo hasta que no se detectd mortalidad de las larvas en los

recipientes colocados al sol y a la sombra.

Anadlisis_estadistico: Para analizar este conjunto de datos se aplicd un
ANVA para un modelo de medidas repetidas en el tiempo (Littell et al. 1996;

Andersen et al. 1981; Jonson & Wichem, 1982) considerando que en cada tarro
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se mide el porcentaje de mortalidad a través de los 15 dias y las tres
inundaciones, la mortalidad se toma como una unidad de medida para
determinar el efecto residual de los distintos productos utilizados en el ensayo.
Lo importante en este tipo de analisis es que tiene en cuenta la estructura
de covarianza entre los datos a través del tiempo, es decir tiene en cuenta que
dos observaciones en tiempos adyacentes estan mas correlacionadas que dos
observaciones en tiempos alejados, lo que se conoce como “falta de
independencia” de las observaciones. Se tomaron por separado los recipientes
expuestos al sol y a la sombra. Como los datos fueron expresados en % se

aplico la transformacioén arco-seno raiz del % para normalizarlos.

4.17 Evaluacion de diferentes medios de cultivo en el desarrollo vy

crecimiento de Leptolegnia chapmanii.

La siguiente metodologia se utilizé para determinar los medios apropiados
para el cultivo, desarrollo y la produccion de zoosporas de L. chapmanii.

Se utilizaron reaislamientos del hongo (primer repique) a partir de larvas
infectadas en los distintos medios de cultivos sdlidos a ser estudiados.
Emerson YPSS agar: Extracto de levadura 4 g, HK;PO4 1g, MgSO4 0,5 g,
almidon soluble 15 g, Agar 20 g, agua destilada 1000 ml.

PYG: Peptona de carne 1,2 g, extracto de levadura 1,2 g, glucosa 3 g, agar
159, agua destilada 1000 ml.
PYG completo: Peptona de carne 1,25 g, Extracto de levadura 1,25 g, glucosa

3 g, Ca Cl; 2H,0 0,15 g, colesterol 0,025 g, lecitina de soja 0,05 g, agar 15 g,
agua destilada 1000 ml.

PYG completo + SPE + aceite de Sésamo: Peptona de carne 1,25 g, extracto

de levadura 1,25 g, glucosa 3 g, Ca Cl, 2H,0 0,15 g, colesterol 0,025 g, lecitina
de soja 0,05 g, SPE 50 ml, aceite de sésamo 1 ml, agar 15 g, agua destilada
1000 ml.

Luego de ser incubados siete dias a 25 °C en oscuridad, se transfirieron los
distintos medios de cultivo cortados en cubos de 1 cm? a capsulas de Petri de
100 mm de diametro y en erlenmeyers de 250 ml de capacidad (esterilizados),
conteniendo volumenes de 30 ml y 100 ml de agua destilada estéril. Se

mantuvo a 25 °C durante 72 h (para inducir la liberacién de zoosporas al agua).
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Luego de las 72 h se tomo una alicuota de agua y se verificd la presencia de
zoosporas (moéviles o enquistadas). El agua con micelio se agité en un agitador
magnético durante 10 minutos, se filtré a través de tela de malla fina (voile
doble), luego se centrifugd a 1000 rpm durante 15 minutos, se extrajo el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en agua destilada estéril. La
suspension se agité en un vortex 10 minutos y las zoosporas fueron fijadas en
0,5 ml de glutaraldehido 2,5 %. Las zoosporas se cuantificaron determinandose
el numero de zoosporas/ml en un hemocitdmetro (camara de Neubauer). Se

realizaron 5 repeticiones para cada caja y medio de cultivo.

4.18 Efecto de la luz solar sobre la infectividad de las zoosporas de

Leptolegnia chapmanii.

La finalidad de este ensayo fue determinar en condiciones naturales si la
infectividad de las zoosporas de L. chapmanii resultaba afectada por la
radiacion solar.

Como fuente de indculo sometido a la luz directa del sol y en la sombra,
se colocaron dos recipientes de plastico, uno en el area expuesta al sol y otro
en el sector con sombra, en cada recipiente se agregaron 1.500 ml de agua
declorinada y 100 E.L. Para demostrar la existencia de efectos de la luz solar
sobre la infectividad de las zoosporas de L. chapmanii, se utilizaron 6
recipientes de plastico de 346 cm? de superficie y 2.000 ml de capacidad,
dentro de los cuales se colocaron 50 larvas sanas en cuarto estadio de A.
aegypti, 1500 ml de agua declorinada y 6 E.L. (provenientes de los dos
recipientes fuente de indculo) en cada uno de ellos. El ensayo fue realizado en
condiciones seminaturales en el Centro de Estudios Parasitoldégicos y de
Vectores (CEPAVE). Se seleccionaron dos sectores uno expuesto a la luz del
sol (3 recipientes) y otro a la sombra (3 recipientes). Se realizaron tres réplicas
y un control para los recipientes colocados al sol y a la sombra. Cada dia se
tomaron las temperaturas maximas y minimas del aire en el sector donde se
realizo el ensayo.

La mortalidad larval fue registrada a las 48 h de iniciado el ensayo y las
larvas muertas fueron examinadas al microscopio compuesto con contraste de

fases a 20X, para corroborar la infeccion con L. chapmanii. El ensayo se repitio
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semanalmente, hasta que las larvas utilizadas como inéculo expuestas al sol y
a la sombra no produjeron mortalidad de las larvas en cuarto estadio de A.

aegypti. Esta experiencia se repitio tres veces en distintas fechas.

4.19 Utilizacidn de suspensiones de zoosporas versus larvas infectadas

como inéculo.

Con la finalidad de determinar la existencia de diferencias en la eficiencia
como in6culo de L. chapmanii cuando se utilizaba una suspension de
zoosporas o larvas infectadas en cuarto estadio de A. aegypti infectadas y
muertas por L. chapmanii 48 horas post-infeccion, se disefio la siguiente
experiencia en el laboratorio.

Se tomaron 50 E. L. con 2 ml de agua destilada, se colocaron en un

homogeneizador de tejidos y se macerd durante 3 minutos. El homogeneizado
se filtr6 a través de una tela de malla fina que permitié el paso de las zoosporas
y retuvo los restos de los tejidos larvales macerados. El filtrado se coloco en un
tubo plastico de 12 ml y se agregd agua destilada estéril hasta 10 ml volumen
final. Se tom6 1 ml y se cuantificaron las zoosporas en camara de Neubauer.
Se realizaron diluciones de la suspension de zoosporas hasta obtener 94.000,
188.000 y 282.000 zoosporas/ml, equivalente a 1, 2 y 3 E. L. La cuantificacién
de zoosporas de L. chapmanii se realizé en un microscopio con contraste de
fases a 20X.
Posteriormente 1 ml de cada una de estas suspensiones de zoosporas (94.000,
188.000 y 282.000 zoosporas) se colocd en recipientes de plastico de 46 cm?
con 150 ml de agua declorinada y 25 larvas sanas en cuarto estadio de A.
aegypti.

Paralelamente se colocaron recipientes similares con 150 ml de agua
declorinada, 25 larvas sanas en cuarto estadio de A. aegyptiy 1,2y 3 E. L.
Los recipientes se colocaron en incubadoras a 25 °C y fotoperiodo de 12:12 h
(L-O). Se realizaron tres réplicas y un control, con tres repeticiones (llevadas a
cabo en fechas diferentes) para cada tratamiento.

La mortalidad larval fue registrada a las 48 h de iniciado el ensayo y las larvas
muertas se analizaron al microscopio con contraste de fases para confirmar la

infeccion de las larvas por L. chapmanii.
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4.20 Efecto de la introduccion de Leptolegnia chapmanii en una poblacién

natural de Aedes aeqypti.

Este estudio pretendié determinar la capacidad reguladora de este patdégeno
sobre los estados inmaduros de A. aegypti y la persistencia de L. chapmanii en
el ambiente mediante la introduccion de zoosporas de L. chapmanii.

El sitio que se eligié para la liberacion de L. chapmanii fue el predio del
cementerio Municipal de la ciudad de La Plata. El monitoreo de larvas de A.
aegypti en 50 recipientes (jarrones y floreros) en el cementerio se inicié en
diciembre de 2005, realizando dos muestreos semanales. La metodologia
empleada consistio en vaciar el agua contenida en cada uno de los 50 floreros
en una bandeja plastica de 495 cm? y 1.500 ml y registrar la presencia o
ausencia de A. aegypti luego se devolvia al recipiente correspondiente.

Cuando los recipientes positivos para A. aegypti superaron 50 % de los

examinados, se decidid la introduccidén de L. chapmanii en los recipientes. Se
seleccionaron dos areas para la liberacién, una de ellas expuestas al sol y otra
a la sombra. En cada area fueron elegidos 12 recipientes en los cuales se
cuantificaron las larvas. En cuatro de los 11 recipientes ubicados al sol y en la
sombra se introdujo una dosis de 3 E.L y en otros 4 se introdujeron 6 E.L. Los
cuatro recipientes restantes de cada area, fueron utilizados como controles, los
cuales fueron tratados de igual forma pero en ellos no se introdujeron larvas
infectadas con L. chapmanii.
La mortalidad larval en los recipientes en los cuales fue introducido L.
chapmanii fue registrada a las 48 h posteriores a la liberacién, a los fines de
determinar el efecto inmediato de L. chapmanii en la poblacién de A. aegypti.
También se realizé un seguimiento semanal hasta que la poblacién de larvas
de A. aegypti en los recipientes tratados y controles desaparecioé naturalmente
del campo (por cuestiones estacionales), determinando la presencia o ausencia
de larvas. El monitoreo de los 24 recipientes continué durante el segundo afo
desde noviembre de 2006 a mayo de 2007.

Andlisis_estadistico: Los valores del porcentaje de mortalidad en todos los

ensayos fueron transformados a arcoseno, la homogeneidad de las varianzas

se comprobd mediante un test univariado de homogeneidad de varianzas
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(Cochran). Las diferencias en los niveles de mortalidad entre los tratamientos
fueron analizadas mediante el analisis de la varianza (ANOVA) y un test a
posteriori de Tukey o Duncan (a= 0,05). Cuando no se alcanzaron los
supuestos basicos de la ANOVA se aplico un test de Friedman’s para dos
factores (Statistica, 1998).
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RESULTADOS

5.1 Produccion de zoosporas de Leptolegnia chapmanii a distintos

intervalos de tiempo y temperatura en larvas de Aedes aegypti.

La produccion de zoosporas en las larvas infectadas (Figura 1), se inicio a
las 14 horas posteriores a la infeccion, con un promedio (+ DS) de 150 + 92
zoosporas/larva (Figura 2), siendo 37 + 17 zoosporas moéviles y el resto
enquistadas. Esta produccion se elevé rapidamente a las 48 horas posteriores
a la infeccion a 9,6 + 1,4 x 10* zoosporas/larva (61.000 zoosporas enquistadas
y 35.000 moviles), estos valores decrecieron a 4.377,7 + 1.566,9
zoosporas/larva (1.426,6 zoosporas enquistadas y 2.951,1 mdviles), al dia 6
post-infeccion (Figura 2).

En las larvas de cuarto estadio infectadas a 10°C la produccién de
zoosporas se inicid a las 22 horas post-infeccién con 1,7 + 0,9 x 10°
zoosporas/larva, con 1.390 zoosporas enquistadas (Figura 2), a las 48 horas
post-infeccion se registrd la produccién maxima con 1,69 + 0,23 x 10*
zoosporas/larva con 11.466 zoosporas enquistadas y el resto fueron moviles. A
las 120 horas post-infeccion la producciéon decrecid a 2,9 + 0,9 x 10°
zoosporas/larva, de las cuales 1.692 zoosporas estaban enquistadas (Figura
2), no se observé la produccion de zoosporas a 10°C luego de este periodo. En
las larvas de A. aegypti de cuarto estadio infectadas a 35°C la produccion de
zoosporas comenzo6 a las 22 horas post-infeccion con un promedio de 3,6 +
0,84 x 10° zoosporas/larva de las cuales 2.250 zoosporas estaban enquistadas
(Figura 2). La produccién maxima se observé a las 48 horas post-infeccion con
1,85 + 0,16 x 10* zoosporas por larva de las cuales 13.500 zoosporas estaban
enquistadas, nimero que decrecio a 4,9 + 0,9 x 10® zoosporas por larva de las
cuales 2.060 estaban enquistadas (Figura 2) a las 120 horas post-infeccion.

La produccién de zoosporas en larvas de primer estadio de A. aegypti a
25°C se inici6 a las 16 h post-infeccion con 121 + 40 zoosporas/larva (87
enquistadas y 34 moviles) (Figura 3), con una produccion maxima a las 48
horas post-infeccién de 5,5 + 0,3 x 10* zoosporas/larva de las cuales 35.174
estaban enquistadas, para decrecer hasta 1,8 + 0,2 x 10* zoosporas/larva

(9.200 enquistadas) al cabo de 96 horas post-infeccién (Figura 3). Cuando la
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infeccion de las larvas de primer estadio se realizé6 a 10°C la produccién de
zoosporas comenzé a las 22 horas post-infeccion con 683 + 216
zoosporas/larva de las cuales 290 eran mdéviles (Figura 3). A partir de este
momento la producciéon se incrementé hasta un maximo de 5,02 + 0,8 x 10°
zoosporas/larva de las cuales 2.546 zoosporas estaban enquistadas a las 48
horas post-infeccion; luego la produccion decreci6 a 884 + 249,16
zoosporas/larva (434,6 zoosporas enquistadas) a las 96 horas post-infeccion,
posterior a este periodo no se pudo observar la produccién de zoosporas en las
larvas infectadas (Figura 3). Cuando las larvas de primer estadio fueron
infectadas a 35°C la produccién de zoosporas comenzé a las 22 h con 1.090 +
352 zoosporas por larva, con 827 zoosporas enquistadas (Figura 3), la maxima
produccidn se observé a las 48 horas con 5,3 + 1,1 x 10° zoosporas por larva,
de las cuales 3.486 estaban enquistadas. El numero de zoosporas decrecid
hasta 1.757 + 723 zoosporas por larva (797 zoosporas enquistadas), a las 96
horas post-infeccion, luego de este periodo no se detectdé produccion de

Zoosporas.

Figura 1: Larva de Aedes aegypti de cuarto estadio infectada por Leptolegnia

chapmanii a las 48 h post-infeccion (a). Zoosporas en fresco (b). ZE= zoospora
enquistada; ZDZ= zoosporas dentro del zoosporangio; CRZ= Zoosporangio con

Zoosporas.
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Figura 2: Producciéon de zoosporas de Leptolegnia chapmanii en larvas de

cuarto estadio de Aedes aegypti a diferentes temperaturas.
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Figura 3: Produccién de zoosporas de Leptolegnia chapmanii en larvas de

primer estadio de Aedes aegypti a diferentes temperaturas.
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5.2 Produccién in vitro de zoosporas de Leptolegnia chapmanii.

Cuando se cuantificd la produccion de zoosporas in vitro a 25°C se
determind que a las 72 horas de colocados los cubos de medio Emerson YPSS
— agar de 1 cm® con micelio de L. chapmanii en agua destilada estéril, la
produccién de zoosporas fue 7,58 + 0,36 x 10* zoosporas/ml, de las cuales
47.800 zoosporas estaban enquistadas y 28.000 eran moviles. La produccién
decrecié a 1,27 + 0,15 x 10* zoosporas/ ml (9.700 enquistadas y 3.000 mdviles)
luego de 72 horas en agua a 35 °C y a 0,85 + 0,13 x 10* zoosporas/ml (6.500

enquistadas y 2.000 moviles) cuando el micelio fue incubado a 10°C (Figura 4).
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Figura 4: Produccidon in vitro de zoosporas de Leptolegnia chapmanii a
diferentes temperaturas.
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5.3 Tiempo que permanecen infectivas las zoosporas de Leptolegnia

chapmanii producidas in vivo e in vitro a diferentes temperaturas.

Las zoosporas producidas in vivo (larvas infectadas) fueron infectivas por
51 dias a 25°C produciendo 100 % de mortalidad larval en 24 horas durante los
25 dias posteriores a la infeccion, luego de ese periodo la mortalidad decrecié
hasta el dia 51, con valores promedios maximos de 10 %, no registrandose
mortalidad de las larvas luego de este periodo. Las zoosporas colocadas a
10°C produjeron 100 % de mortalidad dentro de las primeras 24 horas durante
los primeros 5 dias, no observandose mortalidad de las larvas posteriormente a
este periodo. Las zoosporas incubadas a 35°C produjeron 100 % de mortalidad
de las larvas en 24 horas durante los primeros 12 dias, luego de este periodo

no se registré mortalidad (Figura 5).

100 - -
90 |
80 |
70 |
®
S 60 -
<
5 50
=
S 40
X
30 |
20
10 |
O T v T T T T T T v
0
1 6 13 19 25 31 37 43 49 52 |—*—25°C
—=—10°C
Tiempo (dias)
35°C

Figura 5: Efecto del tiempo sobre la infectividad de zoosporas de Leptolegnia

chapmanii producidas in vivo en larvas de Aedes aegypti.

Cuando se utiliz6 como inéculo una suspension de zoosporas obtenida a
partir de cultivos en medios artificiales en lugar de larvas infectadas, la
mortalidad de las larvas fue 100 % en 24 horas durante las primeras dos

semanas a 25°C, dentro de las 48 horas durante la tercera semana, en 72
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horas en la cuarta semana y en 96 horas en la quinta semana (Figura
6).Cuando la suspension de zoosporas utilizada fue incubada a 10 y 35°C no

se registro mortalidad de las larvas (Figura 6).
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Figura 6: Efecto del tiempo en la infectividad de zoosporas de Leptolegnia

chapmanii producidas in vitro sobre larvas de Aedes aegypti.

5.4 Enquistamiento y exquistamiento de las zoosporas de Leptolegnia
Chapmanii.

Las zoosporas, inicialmente piriformes (zoosporas primarias), se
observaron muy activas efectuando movimientos circulares sin direccion
definida durante los primeros 10 minutos. Durante los siguientes 7 a 10 minutos
continuaron describiendo el movimiento circular de rotacién, (sobre su mismo
eje) pero con menor intensidad. Finalmente se apoyaron sobre el sustrato y
detuvieron el movimiento, modificando su morfologia piriforme a esférica,

ademas de internalizar los flagelos.

Cuando las zoosporas enquistadas de L. chapmanii se pusieron en
contacto con las larvas de A. aegypti, las zoosporas comenzaron a realizar

movimientos lentos de vaivén, sin translacion. Posteriormente se observaron
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evaginaciones en toda la pared del quiste, a los cinco minutos
aproximadamente, las zoosporas se “exquistaron”, adoptando forma reniforme
biflagelada (zoospora secundaria), con los flagelos ubicados en los extremos
opuestos de la célula. Las zoosporas “exquistadas” finalmente comenzaron a
nadar activamente, se adhirieron a la cuticula de una larva de A. aegypti y se

enquistaron nuevamente.

5.5 Tiempo minimo de contacto entre larvas de Aedes aeqypti v

zoosporas de Leptolegnia chapmanii para el desarrollo de la infeccién.

Las larvas colocadas durante un minuto en una suspensién de 2 x 10°
zoosporas (1,4 x 10° enquistadas y 0,6 x 10° mdviles) no resultaron infectadas,
contrariamente se registré 100 % de infeccion cuando las larvas de A. aegypti
permanecieron por dos o mas minutos en contacto con la suspension de
zoosporas.

Las larvas que permanecieron dos minutos en contacto con las
zoosporas, presentaron zoosporas enquistadas adheridas a la cuticula de la
larva, asi como también reacciones de melanizacion tipicas (Figura 7), en las
areas cuticulares en las que se produjo la entrada del tubo germinativo de las

zoosporas de L. chapmanii (Figura 8).

Figura 7: Larva de Aedes aegypti infectada con Leptolegnia chapmanii. Hifas
de L. chapmanii penetrando a través de la cuticula de la larva con reacciones

de melanizacion tipicas. H= Hifas de L. chapmanii melanizadas.
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Figura 8: Infeccion de una larva de Aedes aegypti por zoosporas de
Leptolegnia chapmanii adheridas a la cuticula. Se observan las hifas de L.
chapmanii penetrando a través de la cuticula e invadiendo el hemocel. HP= hifa
penetrando; C= cuticula; TE: tejido epitelial del intestino; LTD: luz del tubo

digestivo. Coloracién de Grocott.

5.6 Infeccion de larvas de Aedes aeqypti por ingestion de zoosporas de

Leptolegnia chapmanii.

Las zoosporas germinadas y enquistadas de L. chapmanii fueron
observados en el lumen del intestino medio de las larvas que permanecieron en
una suspensién de 2 x 10° zoosporas (1,4 x 10° enquistadas y 0,6 x 10°
moviles) durante 2 minutos (Figura 9), no registrandose en esta etapa de la

infeccion alteraciones tisulares ni celulares evidentes.
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Figura 9: Zoosporas enquistadas sin germinar en el interior del tubo digestivo
de larvas de Aedes aegypti, (Corte de tubo digestivo 1 hora después de que la
larva ingirié las zoosporas de L. chapmanii). T M: Tejido muscular; L T D: Luz
del tubo digestivo; Z E: Zoosporas enquistadas; C E: Célula epitelial del

intestino. Coloracion Hematoxilina — Eosina.

El crecimiento vegetativo de L. chapmanii fue detectado en el intestino
medio larval a las 5 horas post-ingestion. Un abundante y profuso micelio se
observo en el espacio entre la membrana peritrofica (MP) y el epitelio simple

columnar del intestino medio (Figura 10).

Figura 10: Micelio de Leptolegnia Chapmanii ubicado entre la membrana

peritrofica y el epitelio del intestino medio (A las 5 horas posteriores a la ingesta
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de zoosporas de L. chapmanii). TM: tejido muscular; MP: membrana peritréfica;
ZE: zoosporas enquistadas; LTD: luz del tubo digestivo; H: Hifa; CE: célula

epitelial del intestino. Coloracion Hematoxilina — Eosina.

Este espacio se observdé muy desarrollado en los ejemplares infectados
en relacidon al que presentaron las larvas control, en las cuales la MP dejé un

pequefo espacio o estuvo en contacto con el epitelio intestinal (Figura 11).

Figura 11: Larva de Aedes aegypti sana (no expuesta a zoosporas de L.
chapmanii). TM: Tejido muscular; MP: Membrana peritréfica; LTD: Luz del tubo
digestivo; CE: Célula epitelial intestinal. Coloracién Hematoxilina — Eosina.

El micelio continud invadiendo las larvas, atravesando el epitelio digestivo,
destruyendo aparentemente las uniones intercelulares. El epitelio intestinal de
larvas infectadas luego de 6 horas presenté alteraciéon de las uniones
intercelulares, con algunas células visiblemente afectadas que dejaron
espacios por donde pudiera penetrar el micelio al hemocel (Figuras 12, 13 y
14).
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Figura 12: Corte histoldégico de larvas de Aedes aegypti infectadas con
Leptolegnia chapmanii por la ingestién de zoosporas (Corte de tubo digestivo
de 6 horas posterior a la ingestion de las zoosporas de L. chapmanii). T E:
Tejido epitelial; H: Hifas que atraviesan el epitelio intestinal; L T D: Luz del tubo

digestivo. Coloracién Grocott.

Figura 13: Corte histolégico de larvas de Aedes aegypti infectadas con
Leptolegnia chapmanii por la ingestiéon de zoosporas (Corte de tubo digestivo
de 6 horas y medias posterior a la ingestion de las zoosporas de L. chapmanii).
Z G: Zoosporas germinando; T E: Tejido epitelial; H: Hifas que atraviesan el

epitelio intestinal; L T D: Luz del tubo digestivo. Coloracion Grocott.

56




Pelizza, Sebastian Resultados

Figura 14: Corte histoldégico de larvas de Aedes aegypti infectadas con
Leptolegnia chapmanii por la ingestion de zoosporas (Corte de tubo digestivo
de 7 horas posterior a la ingestion de las zoosporas de L. chapmanii). Z G:
Zoosporas germinando; He: Hemocel; T E: Tejido epitelial; H: Hifas que
atraviesan el epitelio intestinal; L T D: Luz del tubo digestivo. Coloracion
Grocott.

Las células epiteliales presentaron  aparentes  alteraciones
intracitoplasmaticas evidenciadas por una profusa vacuolizacién. Luego de 7-9
horas de haber sido ingeridos los quistes se observo una invasién creciente y

paulatina del micelio al interior del hemocel (Figura 15).

Figura 15: Corte histoldégico de larvas de Aedes aegypti infectadas con

Leptolegnia chapmanii mediante la ingestion de zoosporas. (Corte de tubo
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digestivo entre 8 y 9 horas después de que la larva ingiri¢ las zoosporas de L.
chapmanii). H: Hifas de L. chapmanii atravesando el epitelio intestinal e
introduciéndose al hemocel; El: Epitelio intestinal; L T D: Luz del tubo

digestivo. Coloracion de Grocott.

Se inicié la invasion intrahemocélica con un deterioro marcado de las
larvas la que se aceler6 a partir de las 10 h post-ingestion donde se observo la
destruccion creciente de los tejidos, organos, sistemas larvales y la
exteriorizacién del micelio a través de la cuticula de las larvas (Figuras 16, 17y
18).

Figura 16: Corte histolégico de larvas de Aedes aegypti infectadas con
Leptolegnia chapmanii mediante la ingestion de zoosporas. (Corte de tubo
digestivo de 10 horas después de que la larva ingirié las zoosporas de L.
chapmanii). H: Hifas de L. chapmanii que atravesaron el epitelio intestinal y el
hemocel, ya dirigiendose hacia el exterior del cuerpo de la larva; T E: Tejido

epitelial; L T D: Luz del tubo digestivo; He: Hemocel. Coloracién de Grocott.
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Figura 17: Corte histolégico de larvas de Aedes aegypti infectadas con
Leptolegnia chapmanii mediante la ingestion de zoosporas. (Corte de tubo
digestivo de 11 horas después de que la larva ingiri6 las zoosporas de L.
chapmanii). H: Hifas de L. chapmanii que atravesaron el epitelio intestinal y el
hemocel, ya dirigiéendose hacia el exterior del cuerpo de la larva; T E: Tejido

epitelial; L T D: Luz del tubo digestivo; He: Hemocel. Coloracién de Grocott.
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Figura 18: Tubo digestivo de larvas con un importante estado de avance de la
infeccién con zoosporas de L. chapmanii, en donde se observa el micelio de L.

chapmanii atravesando el tubo digestivo y saliendo hacia el exterior. (Corte de
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tubo digestivo 12 horas después que la larva ingiri6 las zoosporas de L.
chapmanii). H: Hifas de L. chapmanii produciendo la destruccién total del tubo

digestivo de la larva; T E: Tejido epitelial; He: Hemocel. Coloracion de Grocott.

Las larvas que estuvieron expuestas durante 2 minutos a la suspension
de zoosporas y que fueron posteriormente esterilizadas externamente,
presentaron porcentajes de mortalidad de 35 % + 2,3 % a las 48 horas de
iniciado el ensayo, mientras que las larvas tratadas de modo similar pero que
no fueron esterilizadas, presentaron indices de mortalidad de 75 % + 1,5 % a

las 48 horas posteriores al contacto (Figura 19).
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Figura 19: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti esterilizadas (A) después de
dos minutos de contacto con zoosporas de Leptolegnia chapmanii y en larvas

no esterilizadas (B) luego del contacto con zoosporas.
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5.7 Factores bi6ticos y abi6éticos que afectan la infectividad de

Leptolegnia chapmanii sobre larvas de Aedes aeqypti.

Un E. L. produjo niveles de mortalidad mayores a 90 % cuando estuvo en
contacto con 20 o menos larvas de cuarto estadio de A. aegypti luego de 48
horas de exposicidn de las larvas a las zoosporas, decreciendo la mortalidad a
37 % + 9,6 cuando la densidad de las larvas fue de 60 larvas de cuarto estadio
de A. aegypti (Figura 20). La mortalidad de las larvas a las 48 horas de
exposicion se vio afectada significativamente por la densidad larval (P < 0,0001

Test de Friedman para dos factores).
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Figura 20: Efecto de la densidad de larvas de Aedes aegypti sobre el

porcentaje de mortalidad producido por Leptolegnia chapmanii.

En lo que respecta al afecto de la variacion de la densidad de zoosporas
sobre el porcentaje de infeccion de L. chapmanii en larvas de A. aegypti, la
mortalidad de las mismas varié de 82 a 100 % cuando se colocaron en los
recipientes de 1 a 7 E. L. como in6culo con 25 larvas de A. aegypti. Cuando se
pusieron en contacto 1y 2 E. L. con 25 larvas sanas de A. aegypti la mortalidad
de las larvas fue de 82 y 92 %, respectivamente a las 48 horas de exposicion.

Con 3 0o mas E. L. en los recipientes, la mortalidad fue 100 % (Figura 21). La
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mortalidad se vio significativamente afectada por la concentracion de
zoosporas (P < 0,0001, test de Friedman).
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Figura 21: Efecto de la densidad de zoosporas de Leptolegnia chapmanii sobre
la mortalidad de larvas de Aedes aegypti.

Cuando se evaluo el efecto del volumen de los recipientes sobre el
porcentaje de infeccion de L. chapmanii en larvas de A. aegypti, los porcentajes
de mortalidad en recipientes de igual forma y superficie (397 cm?) pero con
volumen de agua variable entre 300 y 5.000 ml y en los que se colocaron
numeros similares de larvas e inéculo, no presentaron diferencias significativas
(P < 0,1 test de Friedman). La mortalidad vari6é entre 89 % y 92 % para los

diferentes volumenes ensayados (Figura 22).
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Figura 22: Efecto del volumen de agua donde se realizé la infeccion sobre la

mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestas a Leptolegnia chapmanii.

Por otro lado al mantener el volumen de agua constante (250 ml) y variar
la superficie de los recipientes entre 14,5y 875 cm?, la mortalidad larval resulté
significativamente afectada (P < 0,0001 test de Friedman) variando de 100 % a

25 % de mortalidad, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23: Efecto de la superficie de los recipientes sobre la mortalidad de las

larvas de Aedes aegypti expuestas a Leptolegnia chapmanii.
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5.8 Efecto de latemperatura, pH v salinidad sobre la patogenicidad de

Leptolegnia chapmanii en larvas de Aedes aegypti v Culex pipiens.

En este ensayo se evaluaron larvas de A. aegypti y C. pipiens debido a
que frecuentemente se encontraban en los mismos recipientes. Se observaron
diferencias significativas (ANOVA, P < 0,0001) en la infectividad de las
zoosporas de L. chapmanii sobre los estados preimaginales mantenidos a
distintas temperaturas. Las larvas de A. aegypti fueron significativamente mas
susceptibles a la infeccion con L. chapmanii que las larvas de C. pipiens a las
temperaturas evaluadas (P < 0,05). La mortalidad de las larvas de los primeros
estadios (primero y segundo) expuestas a las zoosporas de L. chapmanii fue
notablemente mayor que la registrada en los estadios larvales mas avanzados
(tercero y cuarto). La mortalidad de las pupas de A. aegypti (Tabla I) y C.
pipiens (Tabla Il) fue sensiblemente menor a la registrada en las larvas.

La mortalidad de las larvas en A. aegypti (Tabla 1) y C. pipiens (Tabla II)
fue significativamente afectada por el estadio larval y la temperatura a la cual
fueron expuestas. La mortalidad promedio para los distintos estadios larvales
de A. aegypti y C. pipiens expuestos a diferentes temperaturas, fueron
analizadas mediante el test de Tukey determinandose que la mortalidad
maxima para cada estadio larval de A. aegypti se obtuvo a 25 °C (Tabla I),
mientras que para C. pipiens la temperatura 6ptima fue 20 °C (Tabla Il). No se
registr6 mortalidad de larvas ni de pupas de estos culicidos cuando fueron

expuestos a las zoosporas de L. chapmanii a 5 y 40°C respectivamente.

) Temperatura (°C)
Estadio
10 15 20 25 30 35

I 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a 87,11+ 1,7a
I 80,33+ 12b [100 +0a 100 +0a 100 +0a 99,56 +0,15ab [82,66 + 1,2ab
1l 42,66 +1,2c  [100 +0a 100 +0a 100 +0a 77,33 +1,02c  [72,89 + 1,4bc
v 37,78 +1,3cd [72,11+1,80b [96,44+18b (99,11 +03a  [67,11 +2,3cd [64,44 + 1,5¢cd
Pupa 3,99+0,5 71 +08 [|106 +0,8 [1555 + 0,9 6,67 +0,45 3,56 + 0,42

Tabla I: Mortalidad (%) de los estadios larvales y pupas de Aedes aegypti

expuestos a zoosporas de Leptolegnia chapmanii a diferentes temperaturas.
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(Significancia determinada por Tukey, letras diferentes indican diferencias
significativas).

] Temperatura (°C)
Estadio

10 15 20 25 30 35

| 62,67 +3,7a [100 +0a  [100 +0a  [100 +0a 72,84+26a [66,6 +1,5a
I 37,76+1,14b 100 +0a  [100 +0a [100 +0a 64 +25ab [54,6 +1.9b
] 26,6 +1,6b [6533+1,6b [92,89+14a [70,22+1,4b  |58,22 +3abc  |40,99 + 1,03bc
v 13,76 + 1,6c |48 +2,03bc|84,8 +1,3a [40,44+19c  [29,78 +2,5bc (29,78 + 1,2bc
Pupa 2,23+0,47 | 4,89+0,42 |533 +0,8 8,99 + 1,06 311 +0,72 2,22 + 0,47

Tabla Il: Mortalidad (%) de los estadios larvales y pupas de Culex pipiens
expuestos a zoosporas de Leptolegnia chapmanii a diferentes temperaturas.
(Significancia determinada por Tukey. Letras diferentes indican diferencias

significativas).

Cuando se evalud el efecto de la concentracion de H* (pH) sobre la
patogenicidad de L. chapmanii en ambas especies de culicidos se registré 100
% de mortalidad en larvas de A. aegypti expuestas a una concentracién de
282.000 zoosporas a pH entre 4 y 10 (Figura 24). Las larvas de C. pipiens
expuestas a similares concentraciones de zoosporas y valores de pH
registraron porcentajes de mortalidad entre 62 % y 99 % a pH entre 4 y 7
respectivamente; la mortalidad decrecié a 71 % a pH 10 (Figura 24). Las
diferencias fueron significativas (ANOVA, P<0,0001) entre los porcentajes de
mortalidad registrados en larvas de C. pipiens a pH entre 4 y 10. No se registro
mortalidad en las larvas de A. aegypti y C. pipiens utilizados como controles

que fueron colocados en agua con valores similares de pH que los tratados.
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Figura 24: Efecto de la concentracion de H* (pH) sobre la infeccion de
Leptolegnia chapmanii en larvas de Aedes aegypti (barra verde) y Culex
pipiens (barra azul). (Diferencias significativas determinadas por Tukey, letras

diferentes indican significancia).

Por otro lado se registré6 una mortalidad de 100 % en larvas de A. aegypti
expuestas a zoosporas de L. chapmanii en concentraciones de CINa de 0 a
7ppm. La mortalidad de larvas de C. pipiens expuestas a igual concentracion
de zoosporas 3 E. L. decrecio de 96 % en agua destilada (control) a 31,5 % en
agua con 6ppm de CINa (Figura 25). Aun cuando esta experiencia incluia la
determinacién del efecto de concentraciones superiores a 7ppm de CINa sobre
las infecciones, las larvas de A. aegypti y C. pipiens utilizadas como controles
no toleraron concentraciones tan elevadas, muriendo en concentraciones
superiores a 7ppm y 6ppm, respectivamente. Las diferencias en la mortalidad
de C. pipiens a diferentes concentraciones de CINa fueron significativas (split-
plot ANOVA; P < 0,0001).

La tolerancia de L. chapmanii a concentraciones superiores a 7ppm de
CINa fueron investigadas utilizando larvas de A. aegypti infectadas con L.
chapmanii (48 horas post-infeccién) mantenidas en concentraciones de CINa
de 15, 20 y 30 ppm por un periodo de tiempo que varid entre 24 y 144 horas.
Esas larvas muertas mantenidas en las 3 concentraciones citadas previamente
se colocaron en recipientes con larvas sanas y agua destilada, produciendo

100% de mortalidad en 24 horas. Las larvas muertas e infectadas mantenidas a
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15, 20 y 30 ppm durante 144 horas produjeron mortalidad de 54,2 % + 6,4; 27,4

% + 3,9y 0%, respectivamente (Tabla Ill).

Conc.CINa (24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas |144 horas
15 ppm 100%+0 [100%+0 [100% +0 |[(100% +0 (100% +0 |54,2% +6,4
20 ppm 100%+0 [100% +0 [100% +0 |38,2% +2,8/56,5% +4,5|127,4 % + 3,9
30 ppm 100%+0 [100%+0 [100%+0 (74% +211131%+23| 0% +0
Tabla Ill: Mortalidad (%) de larvas de Aedes aegypti expuestas a larvas
infectadas con Leptolegnia chapmanii previamente mantenidas en
concentraciones de CINa de 15, 20 y 30 ppm entre 24h y 144 h.
d
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Figura 25: Efecto de la concentracion de CINa, sobre la infeccion de
Leptolegnia chapmanii en larvas de Aedes aegypti (barra turquesa) y Culex
pipiens (barra verde). (Diferencias significativas determinadas por Tukey, letras

diferentes indican significancia).

Con respecto al desarrollo in vitro de L. chapmanii se determiné que el
mismo decrecié a medida que aumentaba la concentracion de NaCl en el
medio (Figura 26). A 15 y 20 ppm de CINa se determind escaso desarrollo
vegetativo al cabo de 3-4 dias, no observandose desarrollo del micelio en

concentraciones de 30 ppm.
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Figura 26: Efecto de la concentracion de CINa sobre el desarrollo in vitro de L.

chapmanii.

5.9 Tiempo requerido por Leptolegnia chapmanii para producir la muerte

de las larvas de Aedes aegypti.

En este ensayo se observé una mortalidad de las larvas de 77,5 % + 1,4,
el 50% £ 2,3 se produjo en la primera hora de exposicion. Posteriormente se
observo 5,5 % de mortalidad durante las horas 2, 3, 4, 5 y 11 de iniciado el
ensayo. En los controles no se registré6 mortalidad larval.

Las larvas de A. aegypti sanas colocadas en recipientes con larvas
muertas infectadas con L. chapmanii se acercaron rapidamente a las larvas
infectadas, observandose contacto directo entre ambos grupos. Luego se
observo una disminucion notoria del movimiento de las larvas y finalmente
quedaron suspendidas de la superficie del agua por el sifon, desplazandose

so6lo ante un estimulo tactil.
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5.10 Produccion de oogonios y oosporas de Leptolegnia chapmanii a

diferentes temperaturas.

En las larvas infectadas colocadas a 5 °C se observo la formacion de los
primeros oogonios y oosporas (Figura 27) a los 36 y 68 dias respectivamente
(Tabla 1V). El tiempo de inicio de la formacion de oogonios y oosporas se
redujo con el incremento de la temperatura, a 40 °C se requirieron 5y 9 dias,
respectivamente, para la formacion de los estados sexuales (Tabla IV). En
cuanto a la produccion de oogonios a diferentes temperaturas se observo que a
medida que se elevd la temperatura se incrementd el numero de oogonios
producido por las larvas infectadas. Este comportamiento no se observé en las
oosporas, cuyo numero mayor fue producido a 25 °C (Tabla V). Respecto del
numero de oosporas producido por las larvas infectadas, se observd que las
larvas colocadas a 5y 25°C produjeron 82,5 + 46 y 87 + 6,4 oosporas por
larva, respectivamente. Las oosporas producidas a 5 y 25 °C tuvieron tamanos

similares midiendo 13,75 um + 2,04 y 14,72 um + 3,2, respectivamente

Temperatura (°C) | Oogonios [Oosporas | Tiempo total del ciclo
5 36 dias 32 dias 68 dias
10 30 dias 24 dias 54 dias
15 19 dias 22 dias 41 dias
20 9 dias 18 dias 27 dias
25 5 dias 17 dias 22 dias
30 5 dias 10 dias 15 dias
35 5 dias 6 dias 11 dias
40 5 dias 4 dias 9 dias

Tabla IV: Tiempo (dias) necesario para iniciar la produccion de oogonios y

oosporas en larvas de Aedes aegypti infectadas con Leptolegnia chapmanii

Temperatura (°C) [Oogonios [Oosporas

5 12 1
10 57 5
15 120 9
20 131 7
25 263 10
30 527 4
35 843 8
40 1030 7

Tabla V: Producciéon de oogonios y oosporas de Leptolegnia chapmanii en

larvas de Aedes aegypti a diferentes temperaturas.
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Figura 27: Oogonios, oosferas y oosporas formados en larvas infectadas con

Leptolegnia chapmanii. (a) Oogonios en etapa temprana de desarrollo aun no
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fecundados por el anteridio. (b) Oogonio fecundado por el anteridio que ha
desarrollado una oosfera en su interior. (c) Oospora de L. chapmanii, producto

final de la reproduccion sexual. Preparacién en fresco (contraste de fases).

5.11 Mortalidad causada por Leptolegnia chapmanii sobre las larvas de

Aedes aeqypti de campo v de la colonia de laboratorio

Las larvas de A. aegypti obtenidas de la colonia mantenida en el CEPAVE
y las recolectadas en el campo de poblaciones naturales, resultaron igualmente
susceptibles a las infecciones con zoosporas de L. chapmanii, mostrando
porcentajes de mortalidad de 100% a las 48 horas post-infeccion cuando

estuvieron en contacto con 3 E. L.

5.12 Efectos de concentraciones subletales de Leptolegnia chapmanii

sobre la fecundidad de los adultos de Aedes aegypti.

Se registraron diferencias significativas (ANOVA, P<0,0001) en la
cantidad de huevos (61,3 + 22) colocados por hembras de A. aegypti obtenidas
a partir de larvas sobrevivientes que fueron expuestas a L. chapmanii,
respecto de los huevos (84,2 + 26,4) colocados por hembras que nunca
estuvieron expuestas a L. chapmanii. Asimismo se observaron diferencias en la
longitud maxima (1,96 mm + 0,59) y ancho maximo (0,4 mm + 0,14) de las alas
de las hembras de A. aegypti que estuvieron en contacto con zoosporas de L.
chapmanii en estado de larvas, respecto a las que no lo estuvieron (controles)
que presentaron un largo maximo de 2,32 mm + 0,18 y ancho maximo de 0,54
mm + 0,12 (Figura 28).
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Figura 28: Ala derecha de hembra adulta de Aedes aegypti. IA (Incisura axial);
L (Longitud); A (Apice); AM (Ancho maximo).

5.13 Efecto de la calidad del agua de los criaderos de culicidos sobre la

patogenicidad e infectividad de las zoosporas de Leptolegnia

chapmanii.

Las caracteristicas fisico-quimicas del agua utilizada en los ensayos,
obtenida de los ambientes donde se desarrollan algunos de los culicidos de
mayor importancia sanitaria en la Argentina se mencionan en las Tablas VI a
IX. Los ambientes donde se obtuvieron las muestras de agua son
representativos de los criaderos de las principales especies de culicidos de la

Provincia de Buenos Aires, se presentan en las Figuras 29, 30, 31y 32.

72




Pelizza, Sebastian

Resultados

PARAMETROS resutaoo | UNIDAD | umrme vereccion METODO
pH 7,8 U de pH 0,1 SM M 4500 H - B - Potenciometrico
Conductividad 552 pmhos/cm 1 SM M 2510 B
Turbiedad 7,8 NTU 3 SM M 2130 B - Nefelometrico
Color 10,7 U de Color Co -Pt 3 SM M 2120 B modificado
Olor Inodoro - - SM 2150 - B - Organoléptico
Aspecto * - - SM 2110
Dureza 116 mg de CaCO3/L 1 SM M 2340 C - Titulacion
Alcalinidad Total 253 mg de CaCO3/L 1 SM M 2320 B - Titulacion
Calcio 32 mg/L 1 SM M 3500 Ca -D - Titulometrico
Magnesio 9 mg/L 1 SM M 3500 Mg -E - Titulometrico
Sodio 33 mg/L 1 SM M 3500 Na -D - Fotometrico de llama
Potasio 85 mg/L 1 SM M 3500 K -D - Fotometrico de llama
Carbonatos No Contiene mag/L 1 Valoracién acido Base
Bicarbonatos 309 mg/L 1 Valoracidn acido Base
Cloruros 28 mg/L 1 SM M 4500 CI - B - Titulometrico
Sulfatos 7 mg/L 1 SM M 4500 SO4 -E - Turbidimetrico
Nitratos <0,5 mg/L 0,5 SM Acido Fenoldisulfonico - Espectrofotometrico
Nitritos 0,014 mg/L 0,005 M de Zambelli. Rodier - Espectrofotometrico
Fluoruros 0,47 mg/L 0,03 SM M 4500 F -D - Espectrofotometrico
Arsénico < 0,003 mg/L 0,003 EPA 7062 EAA - GH
Amonio 3,3 mg/L 0,1 SM M 4500 NH3 -C - Espectrofotometrico

Tabla VI. Caracteristicas fisico-quimicas del agua de recipientes artificiales

(floreros) del cementerio Municipal de La Plata.

PARAMETROS reswiavo | UNIDAD | umre oereccion METODO
pH 7,9 U de pH 0,1 SM M 4500 H - B - Potenciometrico
Conductividad 1021 pgmhos/cm 1 SM M 2510 B
Turbiedad <3 NTU 3 SM M 2130 B - Nefelometrico
Color 6,4 U de Color Co -Pt 3 SM M 2120 B modificado
Olor Inodoro - - SM 2150 - B - Organoléptico
Aspecto * - - SM 2110
Dureza 128 mg de CaCO3/L 1 SM M 2340 C - Titulacién
Alcalinidad Total 485 mg de CaCO3/L 1 SM M 2320 B - Titulacién
Calcio 32 mg/L 1 SM M 3500 Ca -D - Titulometrico
|Magnesio 12 mg/L 1 SM M 3500 Mg -E - Titulometrico
Sodio 199 mg/L 1 SM M 3500 Na -D - Fotometrico de llama
Potasio 14 mg/L 1 SM M 3500 K -D - Fotometrico de llama
Carbonatos No Contiene mg/L 1 Valoracién acido Base
Bicarbonatos 591 mg/L 1 Valoracién acido Base
Cloruros 57 mg/L 1 SM M 4500 ClI - B - Titulometrico
Sulfatos 16 mg/L 1 SM M 4500 SO4 -E - Turbidimetrico
Nitratos <0,5 mg/L 0,5 SM Acido Fenoldisulfonico - Espectrofotometrico
Nitritos 0,188 mg/L 0,005 M de Zambelli. Rodier - Espectrofotometrico
Fluoruros 0,70 mg/L 0,03 SM M 4500 F -D - Espectrofotometrico
Arsénico 0,007 mg/L 0,003 EPA 7062 EAA - GH
Amonio 6,1 mg/L 0,1 SM M 4500 NH3 -C - Espectrofotometrico

Tabla VII: Caracteristicas fisico-quimicas del agua de zanjas de desague

pluvial y domiciliario de los alrededores de La Plata.
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PARAMETROS RESULTADO UNIDAD LIMITE DETECCION METODO
pH 7,2 U de pH 0,1 SM M 4500 H - B - Potenciometrico
Conductividad 236 pmhos/cm 1 SM M 2510 B
Turbiedad <3 NTU 3 SM M 2130 B - Nefelometrico
Color 6,8 U de Color Co -Pt 3 SM M 2120 B modificado
Olor Inodoro B - SM 2150 - B - Organoléptico
Aspecto i - E SM 2110
Dureza 86 mg de CaCO3/L 1 SM M 2340 C - Titulacién
Alcalinidad Total 104 mg de CaCO3/L 1 SM M 2320 B - Titulacién
Calcio 26 mg/L 1 SM M 3500 Ca -D - Titulometrico
Magnesio 5 mg/L 1 SM M 3500 Mg -E - Titulometrico
Sodio 13 mg/L 1 SM M 3500 Na -D - Fotometrico de llama
Potasio 10 mg/L 1 SM M 3500 K -D - Fotometrico de llama
Carbonatos No Contiene mg/L 1 Valoracion acido Base
Bicarbonatos 127 mg/L 1 Valoracién acido Base
Cloruros 14 mg/L 1 SM M 4500 CI - B - Titulometrico
Sulfatos 4 mg/L 1 SM M 4500 SO4 -E - Turbidimetrico
Nitratos <0,5 mg/L 0,5 SM Acido Fenoldisulfonico - Espectr i
Nitritos 0,124 mag/L 0,005 M de Zambelli. Rodier - Espectrofotometrico
Fluoruros 0,31 ma/L 0,03 SM M 4500 F -D - Espectrofotometrico
Arsénico < 0,003 mg/L 0,003 EPA 7062 EAA - GH
Amonio 0,8 mg/L 0,1 SM M 4500 NH3 -C - Espectrofotometrico

Tabla VIII: Caracteristicas fisico-quimicas del agua del

Rio de la Plata que

inunda ambientes temporarios en la Reserva Provincial de Punta Lara,

Ensenada, Provincia de Buenos Aires.

PARAMETROS RESULTADO UNIDAD LIMITE DETECCION METODO
pH 7,8 U de pH 0,1 SM M 4500 H - B - Potenciometrico
Conductividad 247 pmhos/cm 1 SM M 2510 B
Turbiedad 4,8 NTU 3 SM M 2130 B - Nefelometrico
Color 11,2 U de Color Co -Pt 3 SM M 2120 B modificado
Olor Inodoro - - SM 2150 - B - Organoléptico
Aspecto * - - SM 2110
Dureza 53 mg de CaCO3/L 1 SM M 2340 C - Titulacion
Alcalinidad Total 90 mg de CaCO3/L 1 SM M 2320 B - Titulacién
Calcio 12 mg/L 1 SM M 3500 Ca -D - Titulometrico
|Magnesio 5 mg/L 1 SM M 3500 Mg -E - Titulometrico
Sodio 28 mg/L 1 SM M 3500 Na -D - Fotometrico de llama
Potasio 12 mg/L 1 SM M 3500 K -D - Fotometrico de llama
Carbonatos No Contiene mg/L 1 Valoracién acido Base
Bicarbonatos 109 mg/L 1 Valoracién acido Base
Cloruros 25 mg/L 1 SM M 4500 CI - B - Titulometrico
Sulfatos 6 mg/L 1 SM M 4500 SO4 -E - Turbidimetrico
Nitratos <0,5 mg/L 0,5 SM Acido Fenoldisulfonico - Espectrofotometrico
Nitritos 0,007 mg/L 0,005 M de Zambelli. Rodier - Espectrofotometrico
Fluoruros 0,59 mg/L 0,03 SM M 4500 F -D - Espectrofotometrico
Arsénico < 0,003 mg/L 0,003 EPA 7062 EAA - GH
Amonio 11 mg/L 0,1 SM M 4500 NH3 -C - Espectrofotometrico

Tabla IX: Analisis fisico-quimico del agua de ambientes temporarios inundados

por agua de lluvia.
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Figura 29: Recipientes artificiales (floreros) ubicados en el cementerio
Municipal de La Plata que constituyen importantes criaderos de los culicidos
Aedes aegypti y Culex pipiens.

Figura 30: Zanja de desague pluvial y domiciliario ubicada en los alrededores

de La Plata. Criadero tipico del culicido Culex pipiens.
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Figura 31: Ambiente temporario inundado por las fluctuaciones de nivel del Rio
de la Plata en la Reserva Provincial de Punta Lara, Ensenada, Provincia de
Buenos Aires. Criadero tipico de los culicidos Ochlerotatus crinifer y

Psorophora ferox.

Figura 32: Ambiente temporario inundado con agua de lluvia ubicado en la
localidad de Melchor Romero, Partido de La Plata, criadero tipico del culicido
de las inundaciones Ochlerotatus albifasciatus. Localidad tipo del aislamiento

nativo de Leptolegnia chapmanii.
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Los porcentajes mas elevados de mortalidad en las larvas fueron 99,53%
+ 0,13 a las 48 h post-infeccion en agua de ambientes temporarios inundados
por lluvias, mientras que el porcentaje menor fue 70,2 % + 1,25, cuando se
utilizé agua de floreros de cemento del cementerio de La Plata (Figura 33).

Utilizando el analisis de componentes principales (Manly, 1991) respecto
de la composicion quimicas del agua de los cuatro ambientes, se determiné
que el agua de ambientes temporarios inundados por lluvias y el agua del Rio
de La Plata son similares, registrando valores diferentes en el contenido de
calcio, difiriendo del agua de floreros del cementerio y del agua de las zanjas
de desague, estas dos con valores opuestos en la mayoria de los casos del
resto.

Para relacionar las caracteristicas del agua y la mortalidad obtenida, se
realizd un analisis de varianza comparando la mortalidad a las 48 horas en
cada tipo de agua. Se determinaron diferencias altamente significativas entre la
mortalidad en agua de floreros del cementerio y agua de ambientes inundados
por lluvias o por agua del Rio de La Plata que inundan ambientes temporarios
(Figura 33). Las diferencias en la mortalidad de larvas expuestas a L.
chapmanii en agua de zanja y de lluvia o agua del Rio de La Plata no fueron

significativas.
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Figura 33: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti por Leptolegnia chapmanii en

agua procedente de cuatro ambientes diferentes de desarrollo de culicidos.
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Diferencias significativas determinadas por el test de Duncan, letras distintas

indican significancia (P < 0,05).

5.14 Efecto individual y combinado de Bacillus thuringiensis var.

israelensis, Temephos y Leptolegnia chapmanii sobre la

mortalidad de larvas de Aedes aeqypti en condiciones semi-

naturales y de laboratorio.

La mortalidad registrada a las 48 horas en larvas de A. aegypti expuestas
a dos dosis de Bti, dos dosis de Temephos y 94.000 zoosporas de L. chapmanii
individualmente, combinadas de a dos y los tres larvicidas conjuntamente, se

observan en la Tabla X.

Tipo de Combinacién (%) Mortalidad (Promedio + DS)
A)1E. L. 446 +2,5
B)0,00035 ppm Temephos 59,3 +5,8
C)0,001 ppm Temephos 97,3 +0,3
D)0,012 ppm Bi 33,3 +1,8
E)0,027 ppm Bti 61,3 +2
F)0,00035 ppm Temephos + 1 E. L. 89,3 +0,5
G)0,001 ppm Temephos + 1 E. L. 100 +0
H)0,012 ppm Bti + 1 E. L. 80 +2,6
00,027 ppm Bti + 1 E. L. 90,6 +1,3
J)0,012 ppm Bti + 0,00035 ppm Temephos 100 +0
K)0,027 ppm Bti + 0,001 ppm Temephos 100 +0
L)0,012 ppm Bti + 0,00035 ppm Temephos + 1 E. L. 100 +0
M)0,027 ppm Bti + 0,001 ppm Temephos + 1 E. L. 100 +0

Tabla X: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestas a Bacillus
thuringiensis  var israelensis, Temephos y Leptolegnia chapmanii

individualmente o combinados.
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La dosis mayor (0,001ppm) de Temephos produjo la mortalidad mas
elevada mientras que la dosis menor (0,00035ppm) de Bti causé el porcentaje
menor de mortalidad cuando los tres larvicidas fueron ensayados

individualmente (Figura 34).
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Figura 34: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti producida por Temephos (B-
0,00035 y C-0,001ppm), Bti (D-0,012 y E-0,027ppm) y zoosporas de
Leptolegnia chapmanii (A-1 E. L.). (Significancia determinada por Dunkan,
numeros distintos indican diferencias significativas).

* En los controles no se registro mortalidad de las larvas por ello no se incluyen

en la figura.

Cuando los larvicidas se utilizaron combinados de a dos productos, la
mortalidad se incrementd en general en todas las combinaciones, variando
entre 80 y 100% (Figura 35).
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Figura 35: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti producida por Temephos (F-
0,00035 y G-0,001ppm) + zoosporas (94.000zoosp), Bti (H-0,012 y 1-0,027ppm)
+ 1 E. L. y Temephos (J-0,00035 y K-0,001ppm) + Bti (J-0,012 y K-0,027ppm).
(Significancia determinada por Dunkan, numeros distintos indican diferencias
significativas).

* En los controles no se registro mortalidad de las larvas por ello no se incluyen

en la figura.

Finalmente cuando se evaluaron los tres larvicidas combinados Ia
mortalidad fue 100% (Figura 36).
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Figura 36: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti producida por Temephos (L-
0,00035 y M-0,001ppm) + Bti (L-0,012 y M-0,027ppm) + zoosporas de
Leptolegnia chapmanii (L-M 1 E. L.) combinados.

* En los controles no se registro mortalidad de las larvas por ello no se incluyen

en la figura.

En el ANVA de los tarros expuestos al sol como los de la sombra,
primeramente se tomaron como factores inundaciones, tratamientos y dias
(como medidas repetidas). Todos los efectos principales como las
interacciones resultaron significativas (P<0,0001), lo que indica distinta
respuestas de los tratamientos ante las distintas inundaciones y dias.

Como la interaccion triple inundaciones*tratamientos*dias (para sol y
sombra) resulto altamente significativa, se estudio el comportamiento de la
variable respuesta (%) para cada inundacion por separado, esto nos permitié
ver el comportamiento de los tratamientos a través de los dias y estudiar sus
perfiles. En este analisis se detectaron diferencias altamente significativas para
los efectos principales dias y tratamientos y para la interaccion dias *
tratamiento (P<0,0001), en las tres inundaciones y para tarros expuestos tanto
al sol como a la sombra.

Los 3 E. L. introducidos en los recipientes con A. aegypti en condiciones
semi-naturales produjeron 95% + 0,8 de mortalidad en los recipientes ubicados

al sol y 100% en los colocados en la sombra al dia 4 de la introduccion (figuras
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37 y 38 respectivamente). En los recipientes donde se introdujeron 1 ml de
Temephos se determind 100% de mortalidad al sol (figura 37) y a la sombra
(figura 38) durante los primeros 3 y 4 dias, respectivamente; mientras que en
los recipientes en los que se introdujeron 1,5 ml de Bti la mortalidad fue 71,6%
+ 3,2 al soly 75% + 2,4 a la sombra el dia 1 (figura 37 y 38 respectivamente).
En los recipientes en los que se agregaron zoosporas de L. chapmanii y
temephos la mortalidad fue 100% hasta el dia 9 inclusive, en los expuestos al
sol y 100% hasta el dia 10 inclusive en los ubicados en la sombra. Cuando se
incorporaron zoosporas de L. chapmanii y Bti la mortalidad maxima obtenida
fue 83,3% + 0,4 en los recipientes colocados al sol (figura 37) y 88,3% + 0,4 en
los ubicados a la sombra (figura 38), a las 24 h de iniciado el ensayo. Cuando
se combinaron temephos y Bti la mortalidad fue 100% hasta el dia 9 y 10
inclusive, en los recipientes ubicados al sol y a la sombra, respectivamente
(figuras 37 y 38). Las experiencias en las cuales se combinaron las dosis
subletales de zoosporas de L. chapmanii con temephos y Bti la mortalidad
registrada fue 100% hasta el dia 12 y 13 inclusive, en los recipientes al sol y a
la sombra, respectivamente (figura 37 y 38).

Las zoosporas de L. chapmanii produjeron mortalidad larval, aunque muy
baja, hasta el dia 11 inclusive de la tercera inundacion de los recipientes
ubicados al sol (1,3 % + 0,8) y a la sombra (2,9 % + 0,4) (figuras 41y 42). El
organofosforado temephos produjo mortalidad larval hasta el dia 15 inclusive
de la segunda inundacién en los recipientes ubicados al sol (1 % + 0) y a la
sombra (1,8 % + 0,4) (figuras 39 y 40). Las toxinas de Bti produjeron mortalidad
hasta el dia 7 inclusive de la segunda inundacién tanto en los recipientes
ubicados al sol (5,7 % *+ 0,8) como a la sombra (5,7 + 0) (figuras 39 y 40).
Cuando se combinaron zoosporas de L. chapmanii, Temephos y Bti se registré
mortalidad larval hasta el dia 10 y 11 inclusive, al sol (2,9 % + 0,9) y a la
sombra (2,5 % *+ 0,4) de la tercera inundacion (figuras 41 y 42). En los
recipientes donde se combinaron Temephos y Bti se registré mortalidad larval
hasta el dia 15 inclusive de la segunda inundacién tanto al sol (1,2 % + 0,4)

como a la sombra (2,1 % + 0,4) (figuras 39 y 40).
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Figura 37: Mortalidad de las larvas en recipientes ubicados al sol
durante la primera inundacion (perfiles para cada uno de los tratamientos, cada

punto es el promedio de las tres repeticiones).

Aqui se puede apreciar que en todos los tratamientos , salvo para las
zoosporas de L. Chapmanii, el porcentaje de mortalidad va decayendo a
medida que avanzamos en los dias y por otro lado vemos que cuando los
larvicidas estan combinados el porcentaje de mortalidad es mayor a cuando se

encuentran por separado.
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Figura 38: Mortalidad de las larvas en recipientes ubicados a la sombra
durante la primera inundacion (perfiles para cada uno de los tratamientos, cada

punto es el promedio de las tres repeticiones).

Existen dos tratamientos (Bti y Temephos) en esta primera inundacion a la
sombra que comienzan a reducir su mortalidad a partir de los primeros dias de
exposicion. En los restantes cuatro tratamientos se observa que el porcentaje

de mortalidad se mantiene constante o se incrementa en igual lapso de tiempo.
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Figura 39: Mortalidad de las larvas en recipientes ubicados al sol

durante la segunda inundacién (perfiles para cada uno de los tratamientos,

cada punto es el promedio de las tres repeticiones).

En esta segunda inundacién al sol se observa que el porcentaje de
mortalidad para cada uno de los tratamientos comienza a descender desde el
primer dia de exposicion salvo en aquellos en donde intervienen zoosporas de

L. Chapmanii ya sea solas o combinadas con los larvicidas Bti o Temephos.
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Figura 40: Mortalidad de las larvas en recipientes ubicados a la sombra
durante la segunda inundacién (perfiles para cada uno de los tratamientos,

cada punto es el promedio de las tres repeticiones).

En esta segunda inundacion a la sombra la mortalidad comienza a decrecer
a partir de determinados dias en los tratamientos Zoosp. , Zoosp-Bti, Zoosp-
Tem y Zoosp-Bti-Tem, en el resto de los tratamientos la mortalidad comienza a

decrecer a partir del primer dia.
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Figura 41: Mortalidad de las larvas en recipientes ubicados al sol
durante la tercera inundacion (perfiles para cada uno de los tratamientos, cada

punto es el promedio de las tres repeticiones).

Existen tres tratamientos en esta tercera inundacion al sol que no producen
mortalidad, ellos son Bti, Tem y la combinacion Bti-Tem. En los restantes
cuatro tratamientos se observa que la mortalidad va en aumento hasta el dia 6,

para posteriormente en los dias sucesivos decaer bruscamente hasta no

observarse mortalidad alguna.
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Figura 42: Mortalidad de las larvas en recipientes ubicados a la sombra
durante la tercera inundacion (perfiles para cada uno de los tratamientos, cada

punto es el promedio de las tres repeticiones).
En esta tercera inundacion a la sombra los tratamientos Bti, Bti-Tem y Tem,
no producen mortalidad de las larvas, en el resto de los tratamientos se

observa mortalidad la cual decrece con el transcurso de los dias.

5.15 Evaluacién de diferentes medios de cultivos en el desarrollo y

crecimiento de Leptolegnia chapmanii.

El medio de cultivo Emerson (YPSS) fue el medio sélido mas eficaz donde
se produjeron mayor numero de zoosporas de L. chapmanii, 77.152 + 1.500
zoosporas/ml  (24.852 moviles y 52.300 enquistadas) (Figura 43). El medio
sélido que produjo el menor numero de zoosporas fue PYG, peptona y glucosa
con extracto de levadura 1%, con 62.400 + 972,5 zoosporas/ml (52.400

enquistadas y 10.000 maviles) (Figura 43).

88




Pelizza, Sebastian Resultados

100000 -
90000 -

owo || .
| [l { l

50000
40000 ~
30000 ~
20000
10000 ~

Zoosporas/ml

A B C D

Medios de cultivo

Figura 43: Produccion in vitro de zoosporas de Leptolegnia chapmanii en cuatro
medios de cultivo sdélidos. (A= PYG completo; B= PYG; C= YPSS; D= PYG

completo + SPE + aceite de sésamo).

5.16 Efecto de la luz solar sobre la infectividad de Leptolegnia
chapmanii.

La mortalidad provocada por larvas de cuarto estadio de A. aegypti
infectadas y muertas por L. chapmanii 48 horas post-infeccion y expuestas a la
luz solar directa, fue 95,3 % + 2,05 durante la primera semana de exposicion
(Figura 44), no registrandose mortalidad larval a partir de la segunda semana
de exposicion. La temperatura maxima y minima promedio fueron 30,5y 11,7
°C, respectivamente. Las larvas de A. aegypti utilizadas como indculo que
fueron colocadas a la sombra produjeron una mortalidad de 99,3 % + 0,47
durante la primera semana de exposicion con temperaturas maximas vy
minimas de 26,8 y 10 °C, respectivamente, 36% + 2,8 fue la mortalidad en la
segunda semana con temperatura maxima de 25,9 °C y minima 16,1 °Cy en
la tercera semana las zoosporas produjeron 23 % + 2,4 de mortalidad (Figura
44) con temperatura maxima y minima de 27 y 11 °C, respectivamente. No se
registr6 mortalidad larval luego de la tercera semana de exposicién en los

recipientes ubicados en la sombra.
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Figura 44: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti por zoosporas de Leptolegnia

chapmanii expuestas al sol (Barra salmoén) y a la sombra (Barra turquesa).

5.17 Utilizacion de suspensiones de zoosporas versus larvas

infectadas como indculo.

Se disefid una experiencia en el laboratorio para comparar la eficiencia
como in6culo de L. chapmanii de larvas infectadas de cuarto estadio de A.
aegypti a las 48h post-infeccion y una suspensién de zoosporas producidas in
Vivo 0O in vitro. Los resultados a las 48 horas registraron que no existieron
diferencias significativas (Anova P< 0,01) entre el uso de la suspension de
zoosporas de L. chapmanii o larvas de A. aegypti infectadas y muertas con L.
chapmanii 48 horas post-infeccién. La mortalidad registrada fue 82,2 % + 2,3,
924 % + 1,4y 100 % + 0, cuando se utilizaron 1, 2 y 3 E. L. (Figura 45),
mientras que la mortalidad fue 81,7 % + 1,2, 91,1 % + 0,8 y 100 % + 0 cuando
se utilizaron suspensiones de 94.000, 188.000 y 282.000 zoosporas,
respectivamente (nUmero de zoosporas equivalente a las que produce 1,2y 3
E. L.) (Figura 46).
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Figura 45: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestasa 1,2y 3 E. L.
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Figura 46: Mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestas a tres

concentraciones de zoosporas de Leptolegnia chapmanii.
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5.18 Efecto de la introduccién de Leptolegnia chapmanii en una poblacién

natural de Aedes aeqypti.

La densidad de las larvas promedio en los 12 recipientes utilizados antes
de la introduccion de L. chapmanii fue 10,8 + 4,5 larvas por recipiente ubicado
en la sombra y de 10,1 + 4,9 larvas por recipiente ubicado al sol. Una vez
introducidas las zoosporas de L. chapmanii en los recipientes ubicados al sol y
en la sombra en el cementerio de la ciudad de La Plata (Figura 47), se registré
a las 48 horas de comenzado el ensayo una mortalidad larval de 54,5 % + 9,7
en recipientes ubicados al sol en los que se introdujeron 3 equivalentes
larvales-E.L. (Figura 48). En los recipientes ubicados en la sombra en los
cuales se liberd similar concentracion de zoosporas, la mortalidad larval
promedio fue 59 % + 5,07 (Figura 48). En los recipientes en los cuales la
cantidad de inoculo introducido fue el doble, 6 E.L. la mortalidad larval
promedio en recipientes al sol y en la sombra fue a las 48 horas 70,7 % + 8,6 y
80,3 % *+ 11,2, respectivamente (Figura 49). No registrandose mortalidad larval

en los controles ubicados al sol y a la sombra.

Figura 47: Recipientes artificiales donde se desarrolla la poblacion de estados
inmaduros de Aedes aegypti en los que fueron introducidas zoosporas de L.

chapmanii (Cementerio Municipal de La Plata).
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Figura 48: Mortalidad (%) larval en una poblacion natural de Aedes aegypti en
recipiente ubicados al sol y a la sombra, producida por la introduccion de tres

(=3E.L.) larvas de cuarto estadio de Aedes aegypti muertas por Leptolegnia
chapmanii.
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Figura 49: Mortalidad (%) larval en una poblacién natural de Aedes aegypti en
recipientes artificiales ubicados al sol y a la sombra, producida por la
introduccién de seis (=6E.L.) larvas de cuarto estadio de Aedes aegypti
muertas por Leptolegnia chapmanii por recipiente.
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En los recipientes ubicados en la sombra se observo la erradicacion de las
larvas de A. aegypti a los 15 y 22 dias de introducidas los 3 y 6 E.L. de
zoosporas, respectivamente, mientras que en los recipientes ubicados a la
radiacion directa del sol se observé la eliminacion total de las larvas a los 28 y
39 dias posteriores a la introduccion de los 3 y 6 E.L. de zoosporas. No se
registraron larvas en los recipientes tratados, aunque estaban presentes en los
controles, en una densidad promedio de 15 + 2,3 larvas por recipiente.

Las larvas de A. aegypti desaparecieron también de los controles
ubicados al sol y en la sombra durante junio de 2006, reapareciendo las larvas
a partir de diciembre de 2006 en los recipientes controles pero no en los
recipientes tratados. A partir de febrero de 2007 se volvio a registrar la
presencia de larvas de A. aegypti en 67% de los recipientes ubicados al sol y
en 34% de los recipientes en la sombra donde se introdujo L. chapmanii.
Cuando se colocaron trampas centinelas con larvas de A. aegypti de la colonia
del CEPAVE en los recipientes tratados, no se observaron larvas infectadas por
L. chapmanii.
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DISCUSION

El aislamiento de L. chapmanii (ARSEF 5499 — CEP 010) objeto de
estudio de este trabajo de tesis fue aislado en cuerpos de agua temporaria
parasitando larvas del mosquito de las inundaciones Ochlerotatus albifasciatus
en la localidad de Melchor Romero, Partido de La Plata, Provincia de Buenos
Aires. La distribucion mundial conocida de esta especie se reduce a localidades
en 3 estados en EE.UU. (Carolina del Sur, Florida y Ohio) (Seymour, 1984., Mc
Innis & Zattau, 1982., Lord & Fukuda, 1988., Fukuda et al. 1997), siendo el
aislamiento estudiado el unico hallado en la regiéon Neotropical. Los estudios de
virulencia y patogenicidad en entomopatogenos no quedan limitados a nivel
especifico, sino que adquieren enorme relevancia las diferencias que presentan
diferentes aislamientos de un patégeno, ya sea a partir de hospedadores y/o de
localidades-ambientes distintos. Hasta el presente, la informacién relativa a
este nuevo aislamiento de L. chapmanii se reduce a su hallazgo (Lopez Lastra
et al. 1999), sus relaciones filogenéticos y evolutivas con otros miembros del
mismo género o grupo superior (Dick et al. 1999) y un estudio respecto al
espectro de hospedadores susceptibles y su efecto sobre la fauna asociada en
los criaderos de culicidos (L6pez Lastra et al. 2004).

El ciclo de vida del entomopatégeno L. chapmanii es tipicamente el de un
oomycete saprolegniaceo (Zattau & Mc Innis, 1987). Los propagulos producto
de la reproduccioén asexual (zoosporas) son los agentes o unidades infectivas y
las oosporas los estados resistentes.

La infeccion de las larvas de culicidos tiene lugar por dos vias, por
enquistamiento de las zoosporas moviles sobre la cuticula larval y por la
germinacion de las zoosporas ingeridas y enquistadas en el interior del tubo
digestivo de las larvas. Por otro lado, como resultado de la reproduccién sexual
se desarrollan oosporas (esporas de resistencia) las cuales le permiten a L.
chapmanii permanecer en el ambiente durante largos periodos de tiempo,
particularmente cuando las condiciones de temperatura y humedad le son
desfavorables. La capacidad de formar estados resistentes, sumado a que L.
chapmanii puede infectar larvas de mosquitos utilizando dos vias diferentes, lo
convierte a este patégeno en un valioso candidato como agente de control

bioldgico de culicidos vectores en el mediano y largo plazo.
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Las zoosporas de L. chapmanii requirieron un periodo de tiempo breve
para infectar larvas de A. aegypti. En el presente estudio qued6 demostrado
que un periodo tan breve como dos minutos, fueron necesarios para las
zoosporas de L. chapmanii para encontrar y adherirse a la cuticula de las
larvas y/o ser ingeridas por las larvas de A. aegypti. Este periodo breve que
requiere L. chapmanii para ponerse en contacto con las larvas hospedadoras,
permite hipotetizar la existencia de factores de atraccidn y/o estimulos y/o
conductas de la larva y/o de las zoosporas de L. chapmanii que favorezcan el
encuentro hospedador-parasito. Con referencia a la existencia de factores de
atraccion, Clark et al. (1966), demostraron que las zoosporas de Pythium sp.
incrementaban sensiblemente su actividad en presencia de larvas de A.
sierrensis (Ludlow), adjudicando este comportamiento al quimiotactismo
positivo de las zoosporas. La presencia de factores de atraccion y/o cambios
en la conducta de L. chapmanii y/o larvas de A. aegypti cuando ambas estan
en el mismo ambiente, no ha sido investigada en este estudio ni por otros
autores anteriores, tampoco se ha investigado en Lagenidium giganteum
(Couch) ni en otras especies acuaticas parasitas de culicidos.

Los registros de invasion de organismos acuaticos por via de ingestion de
formas infectivas presentan escasos registros en la literatura. La mayoria de los
estudios han priorizado la via de adhesion de los propagalos a la cuticula de
los insectos y en raras ocasiones han mencionado la ingestion de zoosporas
como via alternativa y/o complementaria para las infecciones de estos
patdogenos. En este estudio se demostr6 mediante técnicas histologicas la
germinacion y el crecimiento vegetativo de las zoosporas de L. chapmanii en el
interior del tubo digestivo de las larvas de A. aegypti, confirmando y
profundizando la informacién parcial y fragmentaria existente (Zattau & Mc
Innis, 1987). La germinacion de propagulos infectivos en el tubo digestivo de
larvas de culicidos, también fue registrada previamente en conidios del hongo
patdgeno de culicidos, Culicinomyces clavisporus (Sweeney, 1975).

Las células del epitelio intestinal de las larvas expuestas a L. chapmanii
presentaron una notable vacualizacion y alteracion de la disposicion normal de
las células sobre la membrana basal, sugiriendo la existencia de cambios en
las estructuras de unién celular, que pudiesen haber generado la separacion de

los componentes celulares y la consecuente alteracion de la continuidad tisular.
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También se observaron alteraciones en el tejido conectivo y muscular de la
pared del tubo digestivo. Cambios similares fueron registrados por Weiser y
Mat’ha (1988a,b) y Mat’ha et al. (1992) en larvas de mosquitos infectadas con
el hongo Tolypocladium sp. quienes describieron alteraciones celulares vy
tisulares como las descritas en L. chapmanii, adjudicandolas a la presencia de
micotoxinas producidas por ese hongo. Moléculas con algun tipo de actividad
biolégica producidas por L. chapmanii no han sido investigadas hasta el
presente, pero sospechamos que las alteraciones celulares registradas en este
estudio pudiesen ser producto de la actividad biolégica de moléculas
secretables o no, pero finalmente responsables de los cambios celulares y
titulares observados en las larvas de A. aegypti infectadas con L. chapmanii. En
el mismo sentido y constituyendo otra potencial evidencia de la existencia de
micotoxinas, hemos registrado la mortalidad temprana (dos-tres horas post-
infeccion) de larvas en la mayoria de los bioensayos que se realizaron en este
estudio, y luego de haber descartado que la muerte fue producto del
crecimiento vegetativo de L. chapmanii se sugirio la existencia de moléculas
con actividad biolégica téxica para larvas de dipteros. Ademas de las
evidencias histopatoldgicas halladas en esta investigacidn sobre ambos modos
de infeccién de las zoosporas de L. chapmanii, también estas vias de infeccién
han quedado demostradas a través de los porcentajes de mortalidad
observados en las larvas infectadas por ingestion exclusivamente o a través de
ambas rutas, 35 y 75 %, respectivamente. Estos porcentajes no sugieren la
preponderancia de un modo sobre el otro o cual de las vias constituiria el
mecanismo principal de infeccion para las zoosporas de L. chapmanii. La
presencia de formas infectivas méviles como las zoosporas biflageladas en L.
chapmanii sugiere que el contacto, enquistamiento y posterior penetracién a
través de la cuticula pudiese ser el mecanismo primario de infeccion mientras
que la ingestion y germinacién de los quistes en el tubo digestivo seria un
mecanismo alternativo y complementario, en principio menos eficiente en el
proceso de infeccidn de las larvas de culicidos. La existencia de dos modos de
ingreso al hospedador en L. chapmanii bien pudiese haber evolucionado como
una estrategia ecoldgica relacionada con la persistencia del patégeno en el
medio motivada por la amplia diversidad de habitat y hospedadores culicidos

que posee y son susceptibles a L. chapmanii (Lopez Lastra et al. 2004).
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La determinacion de las caracteristicas biolégicas de este primer
aislamiento neotropical de L. chapmanii y del efecto de diversos factores
bidticos y abidticos sobre la biologia, patogenia, dispersion y persistencia de
este aislamiento han constituido la cuestidon central de este trabajo de tesis,
respondiendo a la necesidad de profundizar el conocimiento de este patégeno
para determinar fehacientemente las potencialidades que posee como agente
de control biolégico de A. aegypti.

La profundizacion del conocimiento de las zoosporas, estados infectivos
asexuales de L. chapmanii, han ocupado gran parte del esfuerzo dedicado a
esta investigacion. Esto es debido a que hasta el presente, las zoosporas son
el estado por excelencia a ser considerado como indculo en las introducciones
a campo o en futuros productos larvicidas que pudiesen surgir en el mercado
con base en L. chapmanii. En este sentido se determiné que la capacidad de
las zoosporas de L. chapmanii para encontrar e infectar larvas de A. aegypti no
dependié exclusivamente de la concentracion de zoosporas utilizada, sino
también, de la superficie del recipiente en el cual se realizé la infeccion y de la
densidad larval presente en el recipiente. Contrariamente, el volumen de agua
en los recipientes de cria no afectd los niveles de parasitismo en las larvas de
culicidos expuestas a L. chapmanii. La falta de efecto del volumen sobre los
niveles de infeccidn pudiese estar relacionada con el comportamiento de las
zoosporas en el proceso de busqueda de las larvas, por ejemplo el
desplazamiento de los estados infectivos exclusivamente por la superficie del
agua, y/o deberse a que las larvas de culicidos permanecen suspendidas de la
superficie del agua por el sifon durante largos periodos de tiempo para respirar
facilitando el contacto con las zoosporas. La superficie de los criaderos y la
densidad de larvas presente en los sitios de cria son factores limitantes para la
propagacion y persistencia de L. chapmanii en condiciones naturales, debiendo
ser determinados previamente a que el aislamiento nativo de L. chapmanii sea
introducido en los ambientes de cria de A. aegypti u otra especie de culicido de
importancia sanitaria cuyo control se intente.

La temperatura es un factor clave en el desarrollo de L. chapmanii,
afectando la produccidén de zoosporas en larvas de A. aegypti infectadas (in
vivo) y en medios artificiales de cultivo (in vitro). La produccion de zoosporas de

L. chapmanii fue notoriamente afectada por las temperaturas extremas
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obteniéndose el numero maximo de zoosporas a 25°C. En otras especies
como Saprolegnia parasitica Coker y S. diclina Humphrey la mayor produccion
y movilidad de las zoosporas se observo a 10 °C , mientras que a 20 °C la
movilidad y produccion de zoosporas se redujo notoriamente hasta detenerse a
30 °C (Dieguez-Uribeondo, 1995).

La longevidad e infectividad de las zoosporas producidas in vivo (51 dias)
duplicé los valores registrados en zoosporas producidas in vitro (35 dias),
siendo en ambos casos periodos Illamativamente prolongados y que
constituyen otra caracteristica relevante de la biologia de este patégeno y que
refuerza sus cualidades como candidato a agente de control biolégico de
culicidos vectores. La disminucion de la patogenicidad y virulencia en
entomopatdégenos cuando fueron producidos en medios artificiales por periodos
prolongados no es un hecho inusual y ha sido citado en varias especies,
constituyendo una caracteristica negativa para aquellas especies con
potencialidades para ser utilizadas como agentes de control biolégico de
insectos perjudiciales (Hall, 1980; Fargues & Robert, 1983; Mc Coy et al. 1988;
Boucias & Pendland, 1998). La reduccion de la patogenicidad de los hongos
entomopatégenos cuando se producen en medios artificiales afecta
sensiblemente una de las principales ventajas que presentan los hongos como
bioinsecticidas, la facilidad de producirlos en medios sdlidos y liquidos. El
numero menor de zoosporas de L. chapmanii obtenidas in vitro respecto de las
producidas en larvas infectadas pudiera obedecer entre otras causas, a la
menor riqueza en nutrientes y factores de crecimiento presentes en los medios
de cultivo utilizados para la produccién de L. chapmanii comparados con los
presentes en la hemolinfa de las larvas hospedadoras.

Leptolegnia chapmanii puede producir zoosporas in vitro e in vivo dentro
de un amplio rango de temperaturas, siendo el valor 6ptimo 25 °C. Estudios
similares fueron llevados a cabo en otras dos especies de patéogenos de
culicidos, L. giganteum y Crypticola clavulifera Humber, Frances & Sweeney
(Oomycete, Lagenidiales) habiéndose registrado resultados muy cercanos a los
obtenidos en este estudio para L. chapmanii. La produccion in vitro de
zoosporas en L. giganteum se registré dentro de un rango de temperaturas
entre 15 y 35 °C con temperaturas 6ptimas entre 21 y 27 °C (Jarowski et al.

1983), mientras que para C. clavulifera la temperatura 6éptima de produccién de

99




Pelizza, Sebastian Discusion

zoosporas vario entre 20 y 25 °C, no registrandose produccién a 30 °C
(Frances, 1991). Las temperaturas para la produccion de zoosporas fueron
similares para L. giganteum, C. clavulifera y L. chapmanii, si bien esta ultima
puede producir zoosporas a 10 y 35 °C lo cual le permitiria desarrollarse en
ambientes de cria de culicidos con temperaturas extremas. Respecto a la
cantidad de zoosporas de L. giganteum producidas in vitro e in vivo los valores
promedios fueron 1,7-3,8 x 107 zoosporas (Jaronski et al. 1983) y 1,8 x 10°
zoosporas (Umphlett & Huang; 1972), respectivamente. Estos valores son
superiores a los obtenidos en L. chapmanii los cuales fueron 9,6 x 10*
zoosporas en larvas de mosquitos y de 7,58 x 10* zoosporas obtenidas in vitro,
ambos a 25 °C. Este aislamiento de L. chapmanii puede infectar y matar larvas
de A. aegypti dentro de un rango amplio de temperatura. L. chapmanii no
resulté infectivo a temperaturas extremas de 5 y 40 °C. Los estadios tempranos
de A. aegypti fueron mas susceptibles que los estadios tardios y las pupas,
siendo este ultimo el estado mas refractario a la infeccion por zoosporas de L.
chapmanii. El mayor porcentaje de mortalidad se registroé entre 20 y 25 °C para
todos los estadios larvales de A. aegypti.

Lagenidium giganteum es un promisorio agente de control biolégico que
se comercializa actualmente como larvicida para el control de culicidos. Los
aislamientos de L. giganteum provenientes de Carolina del Norte y Luisiana
(EE.UU.) produjeron las mayores tasas de infeccidon a una temperatura entre
21-29 °C, reduciéndose los porcentajes de mortalidad notablemente a valores
sobre 29 °C y por debajo de 21 °C, deteniéndose completamente la infeccidn
en larvas por debajo de 15 °C y por encima de 35 °C (Jaronski et al. 1983).

La tolerancia térmica diferencial que presentan los aislamientos de L.
chapmanii y L. giganteum constituye un factor que limita la amplitud de
ambientes donde pueden ser introducidos estos aislamientos, aunque la
mayoria de los ambientes donde se desarrollan los culicidos se ubican dentro
de las temperaturas que toleran estos patdégenos.

Crypticola clavulifera es otra especie de oomycota que ha sido
considerado como un potencial agente de control biolégico para dipteros de
importancia médica, especialmente mosquitos, ha sido encontrado en larvas de
Forcipomyia marksae Tokunaga (Diptera: Ceratopogonidae) en Australia en

1985 y fue infectivo también para larvas de mosquitos (Frances et al. 1989). La
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biologia de C. clavulifera es tipica de Lagenidiales y similar a la de L.
giganteum y L. chapmanii. Frances (1991) estudio el rango de hospedadores
susceptibles a C. clavulifera y el rango térmico dentro del cual esta especie
produjo mortalidad larval, observando que la infeccién fue inhibida a 30 °C, a
esta temperatura C. clavulifera no produce zoosporas, diferenciandose de L.
chapmanii que produce mortalidad larval inclusive a 35 °C. El mismo autor
determind que el porcentaje de mortalidad mas elevado se observé a 20 y 25
°C, coincidiendo con lo registrado para el aislamiento nativo de L. chapmanii.
En estudios llevados a cabo en Culicinomyces sp. (Sweeney, 1978) se
registraron resultados similares a los de C. clavulifera, produciendo infecciéon en
las larvas expuestas desde los 15 °C hasta los 27 °C aunque resultando la
infeccidn inhibida a 30 °C.

Mc Innis & Zattau (1982) determinaron que el aislamiento de L. chapmanii
de Carolina del Sur (EE.UU.) produjo 100 % de mortalidad en larvas de A.
aegypti de primero y segundo estadio a 25 °C, coincidiendo con los resultados
obtenidos en este estudio, aunque la mortalidad producida en larvas de A.
aegypti de tercero y cuarto estadio se redujo a 31y 12 %, respectivamente,
siendo los porcentajes de mortalidad para estos mismos estadios larvales de
100 y 99 %, respectivamente, con el aislamiento nativo. En el mismo trabajo Mc
Innis & Zattau (1982) determinaron que ese aislamiento de L. chapmanii no
produjo mortalidad larval por sobre 30 °C, contrariamente este aislamiento
nativo infecté y matd las larvas expuestas hasta 35 °C. Lo que se pudo
observar en nuestros resultados y en otros llevados a cabo alrededor del
mundo es que la mortalidad larval es siempre mayor en larvas de estadios
tempranos (primero y segundo) que en los mas tardios (tercero y cuarto) y en
pupas, condicion observada en la mayoria de los entomopatégenos. Esta
infeccion diferencial relacionada con la edad de los ejemplares pudiese
deberse al engrosamiento progresivo que se produce en el tegumento larval,
aun mas pronunciado en pupas, ademas los porcentajes de infeccién estan
reducidos en las larvas tardias de cuarto estadio y pupas ya que no se
alimentan, impidiendo en estas etapas del desarrollo los niveles
complementarios de infeccidn provocados por la ingestibn de zoosporas

enquistadas.
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Leptolegnia chapmanii toler6 un amplio rango de valores de pH en
condiciones de laboratorio produciendo grandes tasas de infeccion en las
larvas de A. aegypti expuestas. Mortalidad de 60 % fue registrada en agua con
pH de 4 a 10, rango que presentan la mayoria de los habitat de mosquitos del
planeta (Mac Gregor, 1929; Laird, 1988). Lord & Roberts (1985) determinaron
diferencias significativas en la produccion de zoosporas por parte de varios
aislamientos de L. giganteum en medios artificiales con pH entre 4,5y 8,4.

El desarrollo in vitro de este aislamiento nativo de L. chapmanii fue
afectado negativamente por la presencia de CINa en el medio de cultivo. Lord
et al. (1988) determinaron que concentraciones superiores a 5 ppm de CINa
estimularon el crecimiento del micelio en L. chapmanii aislado de una larva de
Culex sp. colectada de los bordes de un ambiente de aguas salobres en
Florida, EE.UU. A mayores concentraciones de CINa se observd una
progresiva inhibicion del desarrollo del micelio de este aislamiento de Florida,
deteniéndose el mismo a concentraciones de 20 ppm. Estos resultados fueron
similares a los observados en cultivos in vitro de L. giganteum con distintas
concentraciones de CINa (Merriam & Axtell; 1982).

Diferencias significativas en la mortalidad de larvas de A. aegypti y C.
pipiens se hallaron en este estudio, cuando se expusieron zoosporas de L.
chapmanii en agua destilada con diferentes concentraciones de CINa. Las
distintas concentraciones salinas no afectaron la tasa de mortalidad de las
larvas de A. aegypti por las zoosporas de L. chapmanii, contrariamente
afectaron significativamente la mortalidad de larvas de C. pipiens. La
susceptibilidad diferencial observada entre las dos especies hospedadoras
cuando fueron expuestas al mismo indculo en distintas concentraciones salinas
no podemos interpretarla y deberia dar lugar a futuras investigaciones
tendientes a dilucidar este fendmeno. La viabilidad e infectividad de las
zoosporas de L. chapmanii no resultaron afectadas por elevadas
concentraciones salinas, sin embargo el desarrollo vegetativo de L. chapmanii
resulté sensiblemente afectado. Una interpretacion preliminar y sencilla de
estos resultados pudiera ser que el medio de cultivo utilizado en este trabajo y
con el cual fue realizado el ensayo (Emerson YPSS) contenia sales, condiciéon
que lo diferencié del medio de cultivo (SDA) utilizado para el aislamiento de L.

chapmanii de Florida, pudiendo interpretarse a priori que las diferencias entre
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ambos aislamientos de L. chapmanii se deberian a requerimientos culturales
respecto del contenido y tipos de sales presentes en el medio de cultivo
utilizado.

En contraste con el aislamiento argentino de L. chapmanii, L. giganteum
no puede infectar larvas de culicidos en aguas que contengan concentraciones
de CINa por encima de 1 ppm (Merriam & Axtell, 1982; Lord & Roberts, 1985).
Esta caracteristica ha constituido una importante limitacion para la diversidad
de habitat donde pudiera ser introducido exitosamente L. giganteum, ya que la
salinidad de la mayoria de los sitios de cria de culicidos en el planeta varia
desde 1 hasta raramente, 20 ppm (Petersen & Chapman, 1970; Laird, 1988).
También deberia tenerse en cuenta al momento de interpretar la tolerancia de
este aislamiento de L. chapmanii a elevadas concentraciones de CINa, que
este aislamiento fue obtenido a partir de larvas de Oc. albifasciatus, culicido
neotropical de amplia distribucion en la Argentina y que ha sido citado
frecuentemente criando en cuerpos de agua salobres (Bachmann & Casal,
1962), aun cuando los hallazgos de este aislamiento fueron realizados en
cuerpos de agua dulce ubicados en la localidad de Melchor Romero, partido de
la Plata, Provincia de Buenos Aires (Lopez Lastra et al. 1999).

Los resultados de este trabajo nos permiten inferir que el aislamiento
nativo de L. chapmanii presenta una amplia tolerancia a la temperatura, pH y
salinidad de los ambientes, por o que no deberian ser considerados factores
limitantes para la introduccion de este aislamiento en la mayoria de criaderos
de culicidos en el mundo y particularmente en aquellos donde se desarrolla A.
aegypti. Las condiciones abibticas y bidticas de los ambientes donde se
desarrollan los culicidos son muy variables tal como lo describe Laird (1988) en
su completa obra sobre los habitats de larvas de mosquitos alrededor del
mundo. Aun cuando este aislamiento tolera amplios margenes de temperatura,
pH y salinidad, una de las variables mas relevantes es la complejidad fisico-
quimica del agua de los criaderos. El efecto de la calidad y caracteristicas
fisico-quimicas del agua de los criaderos de mosquitos sobre la infectividad de
L. chapmanii fue otro de los factores abidticos que se investigaron en este
estudio. Los cuatro tipos de agua que se evaluaron correspondieron al agua de
los criaderos donde se desarrollan los culicidos mas abundantes e importantes

desde el punto de vista sanitario en la provincia de Buenos Aires y en amplias
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areas de la Argentina y la regién Neotropical. Estas especies son A. aegypti, el
mosquito vector de dengue en América que se desarrolla preferentemente en
recipientes artificiales tales como agua de lluvia acumulada en cubiertas de
automovil, floreros en cementerios y todo tipo de recipiente que acumule agua;
C. pipiens, el mosquito de los domicilios, que habita preferentemente en
ambientes relacionados con el hombre, tales como recipientes artificiales como
los mencionados para A. aegypti y zanjas de desague con elevados niveles de
materia organica y en ocasiones productos de uso domiciliario o industrial
como lavandina, detergente, jabon, etc. La tercera especie es Oc. albifasciatus,
vector de algunas arbovirosis, conocido como el mosquito de las inundaciones,
es la especie que produce mayores inconvenientes a los habitantes y animales
domésticos en la Argentina por los numerosos adultos que emergen a los 10
dias, aproximadamente, de la inundacién de los ambientes deprimidos donde
las hembras colocaron los huevos. El agua necesaria para la inundacion de los
ambientes de Oc. albifasciatus proviene generalmente de lluvias intensas y/o
prolongadas y/o de los desniveles de arroyos y rios como sucede en el area
Platense cuando el Rio de La Plata incrementa sensiblemente su nivel,
generalmente por accion del viento intenso de direccion sudeste. El aislamiento
nativo de L. chapmanii tuvo un comportamiento exitoso en los cuatro tipos de
agua evaluados, produciendo elevados niveles de mortalidad larval
independientemente del tipo y caracteristicas del agua. La elevada mortalidad
que produjo L. chapmanii en las diferentes calidades de agua marcd una
diferencia notable con los resultados hallados por otros autores en estudios
similares con L. giganteum. Las diferencias observadas en la mortalidad larval
por L. chapmanii entre los cuatro tipos de agua evaluados no son tan marcadas
como las que se registraron en L. giganteum que infectd casi exclusivamente
larvas expuestas en aguas claras y libres de materia organica. Lagenidium
giganteum infecté entre 27 y 100 % de las larvas de C. quinquefasciatus
expuestas en agua con bajos niveles de contaminacion y materia organica,
mientras que no registraron infecciones en agua con niveles moderados a altos
de contaminacion y materia organica (Jaronski & Axtell, 1982). Algunas
caracteristicas de aguas contaminadas como los niveles bajos de oxigeno
disuelto, pH extremo y gran numero de otros microorganismos presentes en el

agua hacen que la infectividad y efectividad de las zoosporas de L. giganteum
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sea escasa o nula (Lord & Roberts,1985). También la temperatura elevada del
agua y los altos niveles de contaminacidn organica pueden limitar la infeccion
de mosquitos por L. giganteum (Fetter-Lasko & Washino, 1978; Hallmon et al.
2000). Sin embargo L. giganteum fue un muy buen agente de control de larvas
de An. nigromaculis (Ludlow) en pasturas y de C. tarsalis (Loquillett) en campos
de arroz (Washino et al. 1976; Christensen et al. 1977).

En lo que respecta al tiempo requerido por L. chapmanii para producir la
muerte de las larvas de A. aegypti, se determiné una mortalidad elevada en la
primera hora de exposicion, fendbmeno que soélo pudiese ser explicado por la
presencia de micotoxinas con potente accion bioldgica en el medio. La
produccion de metabolitos secretados o no al medio por L. chapmanii no pudo
ser determinado en este estudio, aunque deberia ser motivo de investigaciones
en un futuro cercano. La deteccidn de metabolitos con accién larvicida u otra
accion biocida en hongos entomopatdgenos acuaticos carece de antecedentes.
Contrariamente, la presencia de micotoxinas con potente accion larvicida y/o
antimicrobiana ha sido citada en varios hongos entomopatdgenos,
preferentemente hongos patdgenos de insectos terrestres como Beauveria
bassiana (Vuil), B. brongniartii (Petch); Tolypocladium, Fusarium, Verticillium,
Metarhizium (Ferro, 1978; Roberts, 1981; Mc Coy et al. 1988; Cerenius et al.
1990; Gupta et al. 1992; Matha et al. 1993; Dumas et al. 1996).

También se ha demostrado que la concentracion de zoosporas tiene una
relacion directa con la mortalidad de las larvas expuestas. Se determiné que la
concentracion de zoosporas necesaria para producir la muerte de 25 larvas de
A. aegypti en cuarto estadio a las 48 horas a 25 °C, fueron aproximadamente
282.000 zoosporas o su equivalente larval = tres larvas de cuarto estadio
infectadas luego de 48 h en una superficie aproximada de 100 cm?. Lépez
Lastra et al. (2004) condujeron ensayos de patogenicidad y espectro
hospedador con el mismo aislamiento y similar concentracién de zoosporas,
determinando que diez de las doce especies de culicidos evaluados fueron
susceptibles a este aislamiento de L. chapmanii, ocho de las cuales resultaron
muy susceptibles con niveles de mortalidad entre 59 y 100 % en tres dias.

La informacién publicada sobre la relacién entre la concentracién de
zoosporas y la mortalidad larval no es abundante y en ocasiones resulta

dificultosa la comparacion entre especies o aislamientos de L. chapmanii
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debido a que la metodologia empleada en los diferentes estudios no es
comparable. Orduz & Axtell (1991) reportaron una elevada mortalidad e
infectividad de L. giganteum sobre larvas de Aedes sp. y Culex sp. que tenian 1
o0 2 dias de emergidas, una mortalidad intermedia sobre aquellas larvas que
presentaban 3 dias de emergidas y baja mortalidad en aquellas larvas que
tenian 4 o 5 dias de emergidas. Kerwin & Washino (1987) apoyaron estos
resultados y sugirieron que las zoosporas de L. giganteum no reconocen las
larvas de estadios tardios. El aislamiento de L. chapmanii obtenido en
Luisiana, EE.UU. produjo 100 % de mortalidad en larvas de A. aegypti de
primero y segundo estadio en 24 horas, mientras que estos valores se
redujeron a menos de 40 % con larvas de tercero y cuarto estadio del mismo
culicido a las 72 horas (Mc Innis & Zattau, 1982). Estos autores, también
observaron niveles de susceptibilidad similares en larvas de C.
quinquefasciatus (Say), An. quadrimaculatus (Say) y An. albimanus
(Wiedemann). Nnakumusana (1986) registro 100 % de mortalidad en larvas de
An. gambiae (Giles) expuestas a zoosporas de Leptolegnia chapmanii
(Aislamiento de Carolina del Sur) a las 72 horas. Respecto a la informacién
sobre otras especies cercanas a L. chapmanii, Bisht et al. (1996), determind
que una suspension de zoosporas (7 x 10° zoosporas) de L. caudata (Bary)
produjo 100 % de mortalidad en larvas de An. culicifacies (Giles) a los 7 dias.
En ensayos de laboratorios realizados con otras dos especies fungicas
patdgenas de culicidos se determiné que, Culicinomyces clavisporus Couch,
Romney & Rao produjo entre 87 y 95% de mortalidad en larvas de C.
quinquefasciatus a los 5 dias de exposiciéon (Cooper & Sweeney, 1986),
mientras que Tolypocladium cylindrosporum Gams produjo 98 % de mortalidad
en larvas de A. sierrensis a los 7 dias post-exposicion (Gardner et al. 1986).
Esta informacion, aunque parcial, nos permite concluir que el aislamiento nativo
de L. chapmanii es mas virulento y patogénico que otras especies de
organismos acuaticos entomopatégenos que han requerido entre cinco y siete
dias para producir niveles similares de mortalidad en larvas. Respecto de otros
aislamientos de L. chapmanii, el aislamiento argentino presenta niveles de
virulencia y patogenicidad similares.

Los métodos empleados en la cria de A. aegypti y el mantenimiento in

vivo e in vitro de L. chapmanii, condujo al desarrollo de experiencias tendientes

106




Pelizza, Sebastian Discusion

a dilucidar la existencia o no de niveles de mortalidad diferencial entre larvas de
la colonia y las provenientes de poblaciones de campo. La colonia de A.
aegypti mantenida en el CEPAVE esta sometida a una constante presion que
artificialmente selecciona los insectos mediante los métodos regulares de
crianza. Inclusive, la no introduccion de material genético en la colonia por
periodos de tiempo prolongados, favoreceria la homogeneidad genética,
inclusive la susceptibilidad o resistencia mayor a las infecciones por L.
chapmanii respecto de la que presentan las larvas de poblaciones naturales de
A. aegypti. Los resultados de los ensayos tendientes a determinar la existencia
o no de mortalidad diferencial en larvas de colonia o de campo expuestas a
zoosporas de L. chapmanii desestimaron la existencia de tales diferencias. La
mortalidad de las larvas de ambas procedencias, expuestas a similares
concentraciones de zoosporas, fue 100 %. Esta informacion adquiere
relevancia si consideramos que las larvas de poblaciones naturales de A.
aegypti serian eventualmente objeto de control por L. chapmanii. La existencia
de virulencia diferencial de L. chapmanii frente a mosquitos de campo y de
laboratorio tendria implicancia en la concentracién del in6culo introducido en un
ambiente a los efectos de lograr resultados exitosos. Asi como seleccionamos
continuamente los culicidos sometidos a cria artificial, también L. chapmanii es
seleccionada en el proceso de mantenimiento in vivo e in vitro en el laboratorio.
Estos resultados elevan las expectativas sobre la potencialidad de este
aislamiento nativo de L. chapmanii, altamente virulento e infectivo, para
controlar las poblaciones naturales de culicidos en sus respectivos habitat,
particularmente A. aegypti.

La presencia de sobrevivientes entre las larvas expuestas en los
bioensayos conducidos con L. chapmanii y A. aegypti, indujo a determinar la
existencia de efectos subletales en los adultos provenientes de larvas
expuestas. Se determiné el numero de huevos colocados por las hembras
emergidas de larvas expuestas a L. chapmanii en relacién con el de hembras
que no estuvieron en contacto con el patégeno. Se observé que las hembras
expuestas a L. chapmanii colocaron 23 % menos huevos que aquellas que no
lo estuvieron, aun cuando no se detecto la presencia de L. chapmanii en estas
hembras. Esta diferencia en niumero de huevos colocados fue acompanada por

la menor dimension que presentaron estas hembras expuestas, determinado
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por el tamano del ala de las hembras. Estudios anteriores efectuados con otros
patdgenos confirmaron que hembras de culicidos de tamafios menores colocan
menos huevos que aquellas de tamafos mayores (Nasci et al. 1992; Becnel et
al. 1995). La relevancia de la determinacion fehaciente de la existencia de
efectos subletales en hembras adultas expuestas en estado de larvas a L.
chapmanii requerira mayor precision y la profundizacién de las investigaciones,
ampliandolas a los efectos sobre la eclosion de los huevos y la longevidad de
las hembras expuestas, resultados que tendrian un impacto directo sobre la
densidad poblacional de los adultos de A. aegypti y consecuentemente sobre la
capacidad de las hembras adultas de A. aegypti para transmitir arbovirosis.

Los estados sexuales de L. chapmanii, oosporas, han sido pobremente
investigados hasta el presente, aun cuando son los estados responsables de la
variabilidad genética intraespecifica e intrapoblacional, en el ciclo de un
organismo que habita una amplia y variable diversidad de ambientes como son
donde se desarrollan los culicidos. Ademas, las oosporas le permiten a L.
chapmanii persistir por largos periodos y dispersarse efectivamente en esos
ambientes tan cambiantes y expuestos a condiciones diversas, las cuales en
ocasiones suelen ser extremas.

La produccion de oogonios y oosporas a distintas temperaturas en el
aislamiento nativo de L. chapmanii fue inversamente proporcional a las
variaciones de la temperatura. La temperatura mas elevada disminuyé el
tiempo de formacion de los oogonios y oosporas. Este resultado, en lineas
generales responde a leyes bioldgicas que consignan que la temperatura
elevada, dentro de ciertos limites, favorece el incremento del metabolismo en la
mayoria de los organismos. Esto explica el incremento de oogonios y oosporas
en L. chapmanii, pero no lo logra con el otro fendmeno registrado y que
establecié que el incremento de oogonios al aumentar la temperatura no fue
acompanado por el incremento en el numero de oosporas.

La interacciéon temperatura-oosporas es valiosa para los intentos de
produccion y utilizacion de oosporas de L. chapmanii en programas de
regulacion de poblaciones de este insecto vector. Como es conocido, A.
aegypti es un culicido que habita en regiones tropicales o subtropicales donde
se registran elevadas temperaturas medias, que le permitirian a L. chapmanii

poder desarrollar rapidamente oosporas cuando no hubiese larvas de
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mosquitos disponibles y de esta manera incrementar las posibilidades de
persistencia en el ambiente. Patel et al. (1991) determinaron que el numero
medio de oosporas producidas por L. giganteum no era influido por la
temperatura, inclusive los autores no registraron la produccién de oosporas de
L. giganteum en larvas de cuarto estadio a 15 °C, resultados que difieren de los
hallados con nuestro aislamiento de L. chapmanii en el presente estudio, que
continua produciendo oosporas a temperaturas tan bajas como 5 °C.

Las caracteristicas relevantes de este aislamiento neotropical de L.
chapmanii lo posicionan como un serio candidato para ser evaluado a campo
como agente de control bioldégico de culicidos de importancia sanitaria,
particularmente en poblaciones naturales de A. aegypti. El control de A. aegypti
en el mundo se ha realizado histéricamente mediante el empleo de métodos
culturales (eliminacion de fuentes de cria) y por el uso de insecticidas quimicos,
como el organofosforado Temephos. A partir de la década del 80 se incorporé
al arsenal para el control de este y otros culicidos de importancia sanitaria,
varios productos comerciales cuya sustancia activa son las endotoxinas del
Bacillus thuringiensis var. israelensis (serovar H-14) (Bti), con elevada
especificidad para larvas de dipteros acuaticos y seguro para vertebrados y la
mayoria de los invertebrados acuaticos (Federici et al. 2007).

Ante la posibilidad a mediano o largo plazo de incorporar productos
basados en zoosporas y/o oosporas y/o micelio de L. chapmanii dentro del
arsenal efectivo y permitido para el control de A. aegypti surgi6 la necesidad de
investigar la compatibilidad entre nuestro aislamiento de L. chapmanii con los
dos productos larvicidas de uso corriente en el mundo en los programas de
control de larvas de culicidos vectores.

El efecto combinado de dosis subletales de Bti y Temephos con
zoosporas demostré que L. chapmanii no es inhibido por esos dos larvicidas,
inclusive se comprobé la potenciacion de la actividad de L. chapmanii cuando
las zoosporas se utilizaron conjuntamente con Bti y Temephos. Este
incremento de la actividad larvicida observado cuando se utilizaron zoosporas
de L. chapmanii conjuntamente con temephos y/o Bti se determiné no solo en
ensayos de laboratorio sino también, en condiciones seminaturales donde se

determind que las zoosporas de L. chapmanii fueron infectivas durante 71 dias.
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Estudios similares con L. giganteum mostraron que este patdégeno es
compatible y puede ser utilizado tanto con Bti (Vectobac-12 AS) como Bacillus
sphaericus. En concentraciones bajas de Bti y Bacillus sphaericus (0,057 itu/ml
y 0,6 x 10* esporas/ml respectivamente) la mortalidad de las larvas fue inferior
a 50 % pero al combinar estas mismas dosis con zoosporas de L. giganteum la
mortalidad alcanz6 valores de 97,5 y 100 %, respectivamente (Orduz & Axtell
1991). La posibilidad que el aislamiento nativo de L. chapmanii pueda ser
utilizado de manera conjunta con esos dos larvicidas, es un dato relevante
dentro del conjunto de caracteristicas favorables que reune este aislamiento
nativo. La inexistencia de accion inhibitoria entre estos productos y las
zoosporas sumado a la potenciaciéon de su accionar sobre las larvas de A.
aegypti, abre expectativas para la utilizacion conjunta de estos 3 larvicidas y
para el desarrollo de productos comerciales novedosos que contemplen dos o
los tres larvicidas en una formulacion. Formulaciones con estas combinaciones
de productos activos tendrian varias ventajas respecto a las existentes que
poseen un solo larvicida como producto activo. Las ventajas de estas
formulaciones multivalentes serian en primer lugar, la reduccion de la dosis de
insecticida de sintesis liberada a campo, en este caso Temephos, con los
beneficios que esto traeria aparejado para el ambiente. También se reduciria la
cantidad de Bti aplicado, redundando en un notable abaratamiento de los
costos de tratamiento. El uso racional en menores dosis de Bti también
demoraria la eventual aparicion de resistencia en las poblaciones naturales del
vector, inconveniente que ya ha surgido en poblaciones de C. pipiens
expuestas a B. sphericus y en lepidépteros tratados con B.t.kurstaki (Tabashnik
et al. 1990; Tabashnik, 1994). Finalmente, la ventaja mayor que tendrian estas
formulaciones multivalentes estaria relacionada con el control a corto, mediano
y largo plazo de A. aegypti en las zonas de riesgo sanitario de dengue. Esta
ventaja derivaria de combinar el efecto a corto plazo provocado por el control
inmediato de la poblacion de A. aegypti por la accion de Temephos y/o Bti con
un control a mediano y largo plazo producido por L. chapmanii, que ademas de
provocar elevada mortalidad larval puede permanecer en el ambiente por lagos
periodos de tiempo en formas de zoosporas enquistadas y/o oosporas de
resistencia, hasta que las condiciones ambientales sean apropiadas para la

presencia de una nueva generacion de larvas de culicidos.
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La produccion en medios axénicos es otra ventaja relevante que
caracteriza a L. chapmanii respecto de otros entomopatdogenos. Este
aislamiento pudo ser cultivado facilmente en medios artificiales simples vy
econdmicos y no requirid la adicion extra de esteroles para inducir la
esporulacion, como requiere L. giganteum (Mc Innis & Schimmel, 1985;
Nnakumusana, 1987; Lopez Lastra et al. 2004).

Emerson YPSS fue el medio de cultivo en el que se obtuvo la produccion
mayor de zoosporas del aislamiento nativo de L. chapmanii, por el contrario el
medio de cultivo peptona, glucosa con extracto de levadura 1 % (PYG) fue el
que produjo menor numero de zoosporas, estos resultados fueron coincidentes
con los obtenidos en estudios anteriores realizados por otros autores (Lord &
Roberts, 1986).

Esta investigaciéon profundizé el conocimiento de las caracteristicas
bioldégicas del unico aislamiento neotropical de L. chapmanii, asi como del
efecto que tienen varios factores bidticos y abiodticos sobre la patogenicidad,
virulencia y longevidad de los estados infectivos asexuales de L. chapmanii.
Finalmente se realizaron evaluaciones de L. chapmanii en poblaciones
naturales de A. aegypti en condiciones naturales y seminaturales.

La introduccién de este aislamiento nativo de L. chapmanii en una
poblacion natural de A. aegypti produjo elevados niveles de mortalidad larval
durante las primeras 48 horas, siendo mayor la mortalidad en los recipientes
ubicados en la sombra que en aquellos expuestos directamente a los rayos
solares. Esta observacion pudo deberse a dos factores, la mayor temperatura
en los recipientes expuestos al sol respecto de los ubicados en la sombra y la
mayor intensidad de radiacién ultravioleta (UV) en los primeros recipientes. La
radiacion ultravioleta probablemente afecte negativamente la virulencia,
infectividad y longevidad de las zoosporas de L. chapmanii. Los efectos
negativos de la UV son comunes y han sido demostrados para la mayoria de
los entomopatdgenos, incluidos los hongos acuaticos. Conidios del hongo
Metarhizium anisopliae Sorokin se inactivaron completamente luego de estar
expuestos solo unas pocas horas a la radiacion UVA y UVB solar (Braga et al.
2001a). Resultados similares fueron obtenidos con los hongos
entomopatdégenos Verticillium lecanii Viegas y Aphanocladium album Gams
(Braga et al. 2002) y en M. album, M. flavoviride y M. taii (Braga et al. 2001b).
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La utilizacion de protectores UV en futuras formulaciones de L. chapmanii
pudiera ayudar a la viabilidad de las zoosporas.

El tiempo que demandé a las zoosporas de L. chapmanii la eliminacion de
la poblacion natural de larvas de A. aegypti fue relativamente breve (15 a 22
dias en promedio en aquellos recipientes ubicados a la sombra y entre 28 y 39
dias en los ubicados a la sombra) y luego de un afio de la introduccion de L.
chapmanii, el porcentaje de recipientes positivos (con larvas de A. aegypti) se
redujo 33 % en los recipientes expuestos al sol y 66 % en los ubicados en la
sombra. Estos resultados son auspiciosos y muy positivos, considerando que
fue la primera liberacion a campo del aislamiento nativo de L. chapmanii. En las
futuras experiencias a campo deberia ajustarse la concentracion de zoosporas
introducidas en los recipientes, tratando de estandarizarlas de acuerdo a la
superficie y densidad larval presente en los recipientes de acuerdo a lo
determinado en este estudio.

Como se mencionara previamente, L. giganteum ha sido hasta el presente
el unico hongo acuatico evaluado a campo en profundidad. Ha sido registrado
como larvicida biolégico ante la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de
EE.UU. y se comercializa en el mercado mundial como larvicida de culicidos
(Kerwin, 2007). Glenn y Chapman (1978) publicaron los resultados de tres afios
continuos de epizootias de L. chapmanii en Luisiana (EE.UU.) luego de la
introduccién de dicho hongo en ambientes naturales con varias especies de
culicidos. Washino (1981) observé que L. giganteum pudo persistir por ocho
afios en un habitat natural de culicidos luego de haber sido introducido por Mc
Cray et al (1973). Fetter-Lasko (citado en Washino 1981) demostraron la
supervivencia de L. giganteum en un campo de arroz experimental que fuera
drenado durante el invierno, el cultivo cosechado y los restos de las plantas de
arroz secas fueron quemados. Al afio siguiente ese campo fue nuevamente
sembrado con arroz e inundado, determinando porcentajes de mortalidad larval
por L. giganteum entre 19,4 y 48,5 %. Jaronski & Axtell (1983) determinaron
que L. giganteum control6 la poblacion natural de mosquito Culex sp. durante
un afo.

Las caracteristicas determinadas en este estudio sobre el aislamiento
neotropical de L. chapmanii nos permiten concluir que es un excelente

regulador natural de estadios inmaduros de -culicidos, particularmente A.
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aegypti, y que reune condiciones para convertirse en un larvicida biolégico
eficiente para larvas de culicidos. Presenta atributos relevantes como la
tolerancia a condiciones extremas de temperatura, pH, salinidad, incluida la
tolerancia a niveles elevados de contaminacion del agua de los criaderos.
Presenta un amplio espectro de culicidos susceptibles y es seguro para la
mayoria de los insectos, peces y larvas de anfibios que crian en los ambientes
de culicidos. Crece facilmente sobre medios axénicos econdomicos
manteniendo las zoosporas la patogenicidad. Posee estados sexuales
resistentes a condiciones extremas, incluida la desecacién. Los resultados de
las liberaciones en poblaciones naturales de A. aegypti son muy alentadores,
aunque preliminares, debiéndose profundizar las evaluaciones a campo
exponiendo a los estados infectivos a una amplia gama de ambientes que
permitan demostrar la tolerancia determinada en el laboratorio, en condiciones

naturales y sobre poblaciones silvestres de A. aegypti.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados de este estudio nos permiten concluir que el aislamiento

neotropical de L. chapmanii:

Es patogénico y virulento dentro de un amplio rango de temperatura, pH,
salinidad, contenido de materia organica y contaminantes del agua.
Consecuentemente, L. chapmanii puede ser aplicado en casi todos los
ambientes naturales y artificiales donde se crian los culicidos.

Produce una mortalidad de las larvas rapida y elevada (24 o 48 h), poco
comun en otros entomopatégenos que suelen requerir periodos mas
prolongados para matar a los hospedadores.

Puede ser utilizado conjuntamente con larvicidas como el
organofosforado Temephos y Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti),
provocando ademas, la potenciacion del efecto de esos larvicidas.

Crece en medios de cultivos simples y econdmicos y no requiere la
adicién de esteroles para favorecer la esporulacion.

Las estructuras de resistencia (oosporas) son producidas en un amplio
espectro de temperatura.

La superficie y la densidad de larvas de culicidos en el criadero a tratar
deben conocerse como paso previo y necesario para determinar la
concentracion de zoosporas a aplicar.

Presentd un excelente comportamiento en liberaciones preliminares a
campo. La introduccidn de zoosporas de L. chapmanii en criaderos
naturales de A. aegypti provoco la reduccion del numero de recipientes
positivos (con larvas) entre 33% (sol) y 66% (sombra) luego de un afio

de la introduccion de zoosporas.

Las caracteristicas determinadas en este estudio sumadas a otras como,

la especificidad elevada a nivel de la Familia Culicidae y la ausencia de

patogenicidad sobre la fauna “no blanco”, nos permiten concluir que este

aislamiento nativo de L. chapmanii es un excelente candidato para utilizarlo

como agente de control biolégico en programas de manejo integrado de A.

aegypti.
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Este estudio abre nuevas perspectivas para futuros estudios a realizarse

por el nuestro u otros grupo de investigacion similares que se interesen en los

aspectos basicos de un organismo tan enigmatico como L. chapmanii y/o que

pretendan profundizar aun mas el conocimiento de este aislamiento como

agente de control bioldgico de culicidos.

Algunas areas que deberan abordarse en investigaciones futuras son:

el proceso de germinacion de las oosporas de L. chapmanii.

Los genes que regulan la quiescencia de las oosporas.

Determinar los factores ambientales que contribuyen a terminar con la
quiescencia de las oosporas.

Determinar el impacto a mediano y largo plazo que produciria la
introduccidn de zoosporas y/u oosporas de L. chapmanii en poblaciones

naturales de A. aegypti y otros culicidos vectores.
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