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“Interacciones competitivas entre poblaciones naturales de Aedes aegypti
y Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) de Misiones: una perspectiva desde

la patogenicidad diferencial de los parasitos naturales”
RESUMEN

Los objetivos planteados en el presente estudio realizado en la localidad
de Eldorado, Provincia de Misiones fueron, 1) conocer la distribucion estacional
de Aedes aegypti y Ae. albopictus en la localidad de Eldorado, Misiones; 2)
determinar las caracteristicas fisicas de los criaderos, y los criaderos
predominantes; 3) identificar los organismos parasitos hallados en especies de
mosquitos invasivas: Aedes aegypti y Ae. albopictus; 4) determinar la
prevalencia de infeccion y la estacionalidad de los patégenos hallados sobre las
poblaciones naturales de ambas especies vectores; 5) determinar las relaciones
entre los parasitos hallados, las abundancias de Ae. aegypti y Ae. albopictus y

las caracteristicas de los criaderos donde se los encuentra.

Para analizar la distribucién espacial y temporal de poblaciones
simpatricas de Ae.aegypti y Ae. albopictus, determinar su asociacion con las
variables ambientales e identificar los habitats mas productivos para ambas
especies; se realizaron capturas mensuales de larvas y/o pupas desde mayo de
2016 a abril de 2018 de habitats artificiales y habitats naturales en 4 tipos de
sitios 0 paisajes (viviendas familiares, gomerias, cementerio y parque). Ademas
los habitats larvales fueron clasificados en otras tres categorias: presencia de
Aedes aegypti (AE) sin presencia de Ae. albopictus, presencia de Ae.albopictus

sin Ae. aegypti (AA) y presencia de ambas especies (AAE).

Se recolectaron 20.057 larvas de Ae. aegypti, 3150 de Ae. albopictus y
4570 de otros culicidos (Aedes spp., Culex spp., Limatus spp., Sabethes spp.,
Toxorhynchites spp., Wyeomyia spp.). Aedes aegypti y Ae. albopictus se
registraron durante los 24 meses de muestreo, con un amplio predominio en
relacion a sus abundancias de la especie Ae. aegypti sobre Ae. albopictus; con

valores maximos de Ae. albopictus con respecto a Ae. aegypti, de 5/10.

La mayor abundancia de Ae. aegypti se encontré en las viviendas
familiares y la menor abundancia en parque. Para Ae. albopictus, las gomerias

presentaron la menor abundancia de larvas y en el resto de los sitios no hubo
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diferencias estadisticamente significativas entre si. EI cementerio presento la
mayor abundancia de recipientes de cria AE y AAE. Mientras que la menor
cantidad de recipientes AE se encontré en el parque. Aedes albopictus sin
compartir habitat con Ae. aegypti (AA) se encontré mayoritariamente en parque,
el resto de los sitios presentaron similares proporciones. Estos resultados
podrian sugerir a la segregacion de hébitats como un factor de la co-existencia
de ambas especies en la ciudad de Eldorado. La mayor abundancia de Ae.
aegypti se encontré en los meses diciembre, febrero, mayo y abril; de Ae.
albopictus febrero, marzo y abril. Las variables ambientales con correlacién
positiva para ambas especies fueron la precipitacion; la temperatura minima,

méaxima y media.

Con respecto a las caracteristicas de los criaderos dénde se hallaron
larvas y/o pupas de ambas especies de Aedes, en general estuvieron ubicados
bajo sombra parcial o pleno sol y la temperatura del agua oscil6 entre 5,4 y
37,1°C. Algunos presentaban materia organica e incluso olor desagradable. El
agua de los criaderos fue mayoritariamente clara, de color marron, con pH que
oscilé entre 3,17 y 12,11. La abundancia de Ae. aegypti y Ae. albopictus se
correlacioné de manera significativa y positiva con la temperatura del agua, Ae.
albopictus ademéas presentd una correlacibn negativa con el pH. Aedes
albopictus sin Ae. aegypti se encontrdé mayoritariamente en recipientes naturales
(tocdn de tacuara, bromelia y huecos de arboles), con pH acido (media de 5,45),
con temperaturas del agua que variaron entre 18,8°C y 28,2°C (media de 23,33°
C), ubicados a la sombra parcial. Aedes aegypti habitando sin Ae. albopictus, se
encontré6 en mayor namero en neumaticos (categoria caucho), recipientes
plasticos y recipientes de vidrio, que presentaron pH basico con medias de 8,35,
8,08 y 8,63 respectivamente. Las temperaturas medias del agua de estos
habitats fueron de 22,97°C, 24,19°C y 25,1°C respectivamente. El mayor nimero
de héabitats compartido (AAE) se encontrd en las categorias recipientes plasticos,

recipientes de vidrio y de caucho.

Los resultados expuestos permiten suponer que ambas especies
responden de manera diferente a las caracteristicas ambientales y de habitat, lo
que requiere de mayores estudios experimentales y a campo que permitan

dilucidar los mecanismos que estan actualmente permitiendo su co-existencia.
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Para realizar la busqueda de patdgenos y determinar la prevalencia de infeccion
y la estacionalidad en poblaciones naturales de Ae. aegypti y Ae. albopictus,
como primer paso se tomaron pequefios grupos de larvas de cada muestra
recolectada a campo y se realizaron observaciones bajo la luz de un microscopio
estereoscopico buscando detectar alguna sintomatologia caracteristica de
microorganismos patdgenos. Por otro lado se realizaron disecciones del tracto
digestivo para la busqueda de patdgenos/simbiontes bajo la luz de un
microscopio estereoscépico y posteriormente se observé bajo microscopio de luz
convencional. Ademas se realizo la extraccion de ADN para la identificacion
molecular por PCR con cebadores especificos posterior a la deteccion de los
MisMos.

Durante los dos afios de muestreo no fue detectada ninguna
sintomatologia correspondiente a infecciones por patdgenos fungicos o virales,
en los estados inmaduros de ambas especies de culicidos. Las disecciones del
tubo digestivo permitieron identificar gregarinas en ambas especies de
mosquitos. La busqueda de patdgenos/simbiontes bacterianos se enfocd en
Wolbachia no habiéndose detectado otra infeccidn bacteriana durante la
observacion al microscopio 6ptico.

Se identificaron dos especies de Ascogregarina; A. culicis en Ae. aegypti
y A. taiwanensis en Ae. albopictus. También fueron identificadas dos cepas de
Wolbachia, wAIbA y wAIbB en ejemplares de Ae. albopictus, en forma de simple
infeccion y superinfeccion. Esta bacteria no fue detectada en ejemplares de Ae.
aegypti que compartian el habitat con Ae.albopictus.

Los trofozoitos de Ascogregarina spp. fueron identificados siguiendo la
descripcion de Reyes-Villanueva et al. (2001). Se tomaron fotografias y se
realizaron las mediciones de largo y ancho de 49 trofozoitos de A. culicis y 75
de A. taiwanensis. Se diseccionaron 1333 larvas de Ae.aegypti con una
prevalencia de infeccion para A. culicis de 34,81% (N=464). Los trofozoitos se
observaron en el lumen del intestino medio y en el exterior del mismo, en larvas
de lll y IV estadio. El tamafio fue bastante variable, presentando una media de
82,22 um (£21,69) de largo y 28,27 um (x9,61) de ancho. Con respecto a la forma
de los mismos la parte anterior que comprende el protomerito y epimerito es
perceptiblemente mas ancha que la parte conica correspondiente al deutomerito,

siendo similar a una coma. La intensidad de infeccion varié entre 1 y 250
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trofozoitos por individuo. La amplificacién de un fragmento del gen ribosomal 18S
permitié por comparacion con la base de datos genética, demostrar la identidad
de la especie con otras secuencias de A. culicis.

En cuanto a Ae.albopictus se diseccionaron 188 larvas, con una
prevalencia de infeccion de 37,23 %. Los trofozoitos de A. taiwanensis
encontrados en el lumen del intestino medio de larvas de Ae.albopictus
presentaron un deutomerito mucho més corto y que termina en forma mas
abrupta que A. culicis. Con respecto al tamafio presentaron una longitud de 81,60
um (£ 20,4) y un ancho de 40,04 um (£ 13,24), N=75. La intensidad de infeccion
vario de 1 a 327 trofozoitos por larva. En relacion con su identificacién molecular,
la secuenciacion del fragmento obtenido fue de baja calidad no permitiendo su
identificacion. A partir de los resultados obtenidos en este trabajo sobre
prevalencia e intensidad de estas gregarinas sobre sus hospedadores se plantea
continuar con estudios experimentales de sus efectos sobre el fithess de Ae.
albopictus principalmente, en donde fue observada una intensidad media alta de
la gregarina y una baja abundancia del mosquito.

Para la deteccion de Wolbachia, el ADN gendémico fue extraido de larvas
de Ae.albopictus y de algunos ejemplares de Ae. aegypti. Durante el primer afio
de muestreo se armaron pooles de individuos y durante el segundo afio las larvas
se procesaron de manera individual para obtener datos de prevalencia. La
deteccién de la bacteria se realiz6 mediante PCR, utilizando los cebadores que
amplifican la proteina superficial wsp. Se realizaron 502 extracciones de ADN
distribuidas de la siguiente manera, desde el mes de mayo de 2016 a abril de
2017, 81 pooles; de mayo de 2017 a abril de 2018, 407 extracciones individuales.
La prevalencia de infeccién fue del 76,65 %, donde el 4,07 % Unicamente estaba
infectado con WAIbA; el 23,83 % sbélo con wAIbB y 52,58 % representaba doble
infeccidon con las cepas WAIbA/WAIbB. La cepa wWAIbA fue identificada por Unica
vez en una larva de Ae. albopictus recolectada en un neumatico de una gomeria.
Wolbachia puede verse afectada por diferentes factores, como la temperatura y
pH del habitat. En nuestro estudio encontramos que el aumento de la
temperatura en el microambiente incrementa la probabilidad de infeccién con
cepa WAIbB, este dato resulta de gran interés porgue esta cepa tendria la
potencialidad de utilizarse para transinfeccion de Ae. aegypti en esta region sub

tropical. La cepa de Wolbachia wAIbB al ser menos susceptible a los efectos de
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las altas temperaturas que la cepa wMel usada para infectar y controlar
poblaciones de Ae. aegypti, sugiere que esta cepa podria ser la adecuada para
el reemplazo poblacional en ambientes calidos. Ademas en el presente trabajo
las detecciones negativas para Ae. aegypti de poblaciones simpétricas con Ae.
albopictus demuestran que al menos en las cepas wWAIbA y wAIbB no habria
transferencia horizontal. Nuestros resultados permitirian especular con la
penetracion de la incompatibilidad citoplasmatica en la poblacién, lo cual podria
explicar en parte la baja abundancia de Ae. albopictus dado los efectos sobre la
fertilidad que este fendmeno genera en las poblaciones. Siguiendo con esta
hipotesis se propone como pasos siguientes la comparacion de los parametros
adaptativos como fecundidad, fertilidad, supervivencia, proporcién de sexos e
incompatibilidad citoplasmética entre colonias experimentales de Ae. albopictus
provenientes de Eldorado, infectadas y libres de Wolbachia.
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INTRODUCCION GENERAL

Caracteristicas generales de los mosquitos

Los mosquitos pertenecen a la Clase Insecta, y al igual que otros grupos
de animales como los crusticeos, quilépodos y aracnidos estan incluidos en el
Phyllum Arthropoda caracterizados por presentar apéndices del cuerpo (patas y
antenas) articulados. Poseen ademas un exoesqueleto secretado por la
epidermis subyacente el cual es reemplazado a medida que el organismo crece,
este proceso se denomina muda y el exoesqueleto viejo, exuvia. La Clase
Insecta presenta el mayor numero de especies dentro de los artropodos,
ocupando todos los nichos ecoldgicos de la biosfera.

El cuerpo de los insectos esté dividido en cabeza, donde existen un par
de antenas y un par de 0jos compuestos; térax generalmente con dos pares de
alas y tres pares de patas; abdomen, donde se ubican en la parte posterior el
aparato reproductivo.

La Clase Insecta esta dividida en 26 érdenes. El orden Diptera que
contiene a los mosquitos, se caracteriza por poseer un par de alas anteriores
funcionales y el par posterior reducido, denominados halterios o balancin, atil
para el equilibrio (Rossi & Almirdn, 2003; Forattini, 1996). Son ademas insectos
holometéabolos (su ciclo vital comprende cuatro estados: huevo, larva, pupa y
adulto) y en las formas adultas el aparato bucal estd adaptado para picar,

succionar o lamer.

FAMILIA CULICIDAE

Los culicidos son dipteros de pequeiio tamafo y cuerpo delgado, siendo
los machos generalmente mas pequefios que las hembras. Se distribuyen en
aproximadamente 40 géneros, encontrandose en la region Neotropical el mayor
nivel de endemismo (Forattini, 1996).

Poseen como caracteristica distintiva de los otros integrantes del orden
Diptera, la presencia de escamas en las venas alares. Los ocelos estan
ausentes. Las antenas son largas formadas por 15 a 16 segmentos, el primero

es estrecho y con forma de anillo se denomina “escapo”; el segundo es globoso
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“pedicelo”; el resto de los segmentos son alargados, y se denominan “segmentos
flagelares”. El aspecto de esta ultima porcidon varia de acuerdo al sexo de los
mosquitos, en los machos los pelos insertos en los segmentos son mas
numerosos y largos (antenas plumosas) que en las hembras (antenas pilosas).
Los ojos compuestos y muy desarrollados ocupan gran parte de la
superficie anterolateral de la cdpsula cefélica. Entre los ojos y por debajo de las
antenas, se encuentra una estructura llamada clipeo, y més abajo se encuentra
el conjunto de apéndices del aparato bucal de tipo suctor-picador. Esta accion
de succionar- picar de manera estricta esta restringida a las hembras para la
hematofagia (alimentarse de sangre). En el macho el aparato bucal se considera
sifonador-suctor, util para la alimentacion a partir de sustancias vegetales

azucaradas (Forattini, 1996; Consoli & Lourenco-De-Oliveira, 1994) (Fig. 1).

pedicel
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Figura 1. Diferenciacion sexual de mosquitos adultos a nivel de la cabeza. Se observan los
palpos maxilares més desarrollados y antenas plumosas en el macho, en la hembra antenas
pilosas. Extraido de Becker et al., 2010.

Como los dipteros en general, el protérax y el metatérax estan poco
desarrollados, ocupando el mesotérax casi la totalidad del tagma, con la
insercion de las alas funcionales en esta regién. Los halterios se ubican en el
metatOrax y estarian relacionadas con la orientacién y el equilibrio en el vuelo.

En el térax se ubican ademas lateralmente, los orificios denominados
espiraculos, que constituyen las aberturas de las traqueas hacia el exterior. Los
espiraculos sirven de referencia para la localizacion de las areas pre, hipo y post
espiracular; en las cuales la presencia de cerdas y escamas posee importancia

taxonOmica. Las patas son largas, compuestas de coxa, trocanter, fémur, tibia y



cinco tarsémeros. El Gltimo tarso esta generalmente provisto de un par de ufias,
semejantes o diferentes entre si y con presencia o no de dientes.

El abdomen esta formado por ocho segmentos visibles, formados por una
placa ventral (esternito) y una dorsal (tergito) y unidos por la pleura o membrana

pleural, mas dos segmentos modificados en ano y genitalia externa (Fig. 2).

cabeza — Antena

térax — Saids

= Halterio

Segmentos <——
abdomen _] abdominales

Figura 2. Morfologia externa de un mosquito adulto. Extraido y modificado de Rossi & Almirén,
2004.

Ciclo de vida

Los mosquitos, al ser insectos holometabolos, pasan por cuatro estados
durante su ciclo biolégico: huevo, larva con cuatro estadios larvales (L1, L2, L3
y L4), pupa y adulto (Fig. 3). Parte de este ciclo biolégico se desarrolla en el
agua, la fase adulta representa la fase diferenciada y principalmente destinada

a la reproduccion y dispersion.



Figura 3. Ciclo de vida de mosquitos, estadios larvales (L1, L2, L3, L4). Tomado y modificado
de https://acervo.publico.pt/multimedia/infografia/zzzzzzzika-185

Huevo: en general son de contorno oval o eliptico, su tamafio varia de acuerdo
a la especie (0,6 a 0,8 mm de longitud). Pueden ser colocados en la superficie
del agua de manera individual (especies del género Anopheles Meigen) o en
balsas (Culex Linnaeus, Uranotaenia Lynch Arribalzaga), adheridos a la
vegetacion acudtica (Mansonia Blanchard), o colocados individualmente en
lugares humedos por fuera del medio liquido (Aedes Meigen, Ochlerotatus Lynch
Arribalzaga, Psorophora Robineau-Desvoidy). El volumen de postura es muy
variado, oscila entre 50 a 500 huevos, dependiendo fundamentalmente de la
disponibilidad de sangre ingerida (Forattini, 1996). EI momento del dia elegido
por la hembra para esta actividad parece ser las horas de baja luminosidad,
realizando ademas multiples ovoposiciones como estrategia de supervivencia.
En cuanto a la eclosion se pueden dividir en dos categorias: aquellos que
eclosionan inmediatamente después del desarrollo embrionario (Anopheles,
Culex, Mansonia, Uranotaenia) y los que presentan un periodo de reposo luego

del desarrollo embrionario y que antecede a la eclosion (Aedes y Psorophora)
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(Rossi & Almirén, 2003). Estos ultimos son resistentes a la desecacion y
eclosionan cuando el agua los cubre.

El periodo de desarrollo embrionario es de uno a dos dias en los huevos
gue eclosionan inmediatamente al término del desarrollo y varia de acuerdo a la
especie y los factores del medio ambiente, sobre todo la temperatura, la
humedad relativa, la presencia de sustancias en el medio liquido y la densidad
en el criadero. En el caso de huevos con periodo de reposo posterior al
desarrollo, la embriogénesis generalmente ocurre en un periodo de dos a cuatro
dias a temperaturas en el rango de 24 a 27°C. La supervivencia del huevo
depende de una combinacién de presiones selectivas como la desecacion,
depredacion y congelaciéon (Ponce et al., 2004).

Con respecto a la seleccion de lugares para la ovoposicion, en particular
las hembras pertenecientes al género Aedes seleccionan tanto recipientes
artificiales como naturales, pudiendo incluso distinguir criaderos con y sin
presencia de la misma especie, prefiriendo los segundos (Grech & Luduefa-
Almeida, 2016).

Larva: esta fase es acuética y de gran movilidad. El cuerpo de la larva esta
dividido en cabeza, térax y abdomen, los dos primeros tagmas de aspecto
globoso y el abdomen con una apariencia semi cilindrica y dividido en nueve
segmentos. Al final del cuerpo se encuentra el sifon respiratorio, con el cual
rompen la tensién superficial del agua para captar aire de la superficie por los
espiraculos. En los miembros de la sub familia Anophelinae no estéa desarrollado
el sifon, y existe en su lugar un conjunto de placas esclerotizadas que conforman
el aparato espiracular (Rossi & Almiron, 2003).

Para la alimentacion poseen un aparato bucal masticador-rascador con
mandibulas quitinosas modificadas con estructuras en formas de cepillo que
utilizan para filtrar detritos organicos suspendidos en el agua, 0 microorganismos
como hongos, bacterias y protozoos (Consoli & Lourengo-De-Oliveira, 1994;
Rossi & Almirdn, 2004). Existen también larvas depredadoras pertenecientes a
especies de los géneros Toxorhynchites Theobald, Psorophora y Culex.

El sistema digestivo esta dividido en intestino anterior o estomodeo
(faringe, eséfago y proventriculo), tubo medio o mesenteron (ciegos gastricos y

estbmago o intestino medio) y tubo posterior o proctodeo (piloro, intestino
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delgado, recto o colon y canal anal), cuyo inicio es coincidente con la presencia

de los tubulos de Malpighi (Fig. 4).

Figura 4. Esquema del sistema digestivo de una larva: 1 faringe, 2 es6fago, 3 proventriculo, 4
glandula salivar, 5 ciegos gastricos, 6 intestino medio, 7 tibulos de Malpighi, 8 colon, 9 recto,
10 ano. Extraido de Consoli & Lourengo-De-Oliveira, 1994.

El cuerpo de la larva presenta alrededor de 222 pares de cerdas
dispuestas de manera simétrica y que varian en tamafio y numero de

ramificaciones, su estudio se denomina quetotaxia (Fig. 5).

«— sifon respiratorio

Figura 5. Larva de Culicidae. Se observan las cerdas del cuerpo y el sifon respiratorio al final
del abdomen. Extraido de Consoli & Lourengo-De-Oliveira, 1994.

12



En la duracion de esta fase del desarrollo influye la temperatura, el aporte
de nutrientes y la densidad, por ejemplo las larvas de Ae. albopictus (Skuse), en
laboratorio a 30°C se han desarrollado en seis dias, y a 20°C en 13 dias (Ponce
et al., 2004).

Pupa: durante esta fase acuéatica el mosquito no se alimenta y sufre profundas
transformaciones que llevan a la formacion del adulto con el consecuente cambio
del medio hidrico al terrestre (Forattini, 1996). Morfologicamente el aspecto es
semejante a una coma y en su cuerpo se pueden distinguir dos partes: el
cefalotorax y el abdomen. En el cefalotérax existen dos estructuras tubulares
llamadas trompas o trompetas respiratorias donde se abren los Unicos
espiraculos de la pupa (Consoli & Lourenco-De-Oliveira, 1994) (Fig. 6).

trompetas

abdomen

cefalotérax

Figura 6. Pupa de Culicidae mostrando las principales divisiones del cuerpo. Extraido de Becker
etal., 2010.

A lo largo de esta fase se produce la eliminacion de ciertos 6rganos
larvales y formacion de érganos de la fase adulta, gracias a células embrionarias
gue permanecieron indiferenciadas.

La duracion de este estado puede ser de dos a cinco dias, no resiste
condiciones adversas (como la desecacion del criadero) y no presenta
quiescencia. Sin embargo para Ae. albopictus se observd que las mismas
sobreviven hasta dos dias a la desecacion a un temperatura de 26°C y una

humedad relativa del 87% (Ho et al., 1972). En general el tamafio de las pupas
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masculinas es menor que las femeninas, y la emergencia del adulto ocurre antes
(Forattini, 1996; Ponce et al., 2004; Forattini, 2002).

Adulto o imago: luego de la emergencia los mosquitos buscan lugares
hamedos y sin corrientes de aire para reposar. En cuanto a la alimentacion, los
machos se alimentan de sustancias azucaradas como néctar y exudados de
frutos, a partir de las cuales obtienen la energia necesaria para volar y aparearse
con las hembras. Las hembras ademas de ingerir estas sustancias azucaradas
necesitan ingerir sangre (hematofagia) para poder concluir su ciclo
gonadotrofico, que consiste en la maduracion de los huevos y la subsecuente
postura. Las principales funciones de un mosquito adulto son la reproduccion y
dispersion; en general se considera que una hembra puede poner entre 100 y
300 huevos luego de una ingesta sanguinea. Para Aedes aegypti (Linnaeus) a
lo largo de la vida de una sola hembra, y considerando multiples ingestas
sanguineas, se ha registrado la puesta de hasta 750 huevos (Rossi & Almirdn,
2003).

En cuanto a la dispersion del adulto podemos hablar de dos tipos, activa
efectuada con esfuerzo propio del mosquito, o pasiva debido a factores
independientes del mosquito como ser, corrientes de aire o transporte en
diferentes tipos de vehiculos (Rossi & Almirén, 2003). El alcance de vuelo de
hembras de Ae. albopictus experimentalmente se determind que es de 134 mts,
alcanzando rara vez los 500 mts. (Ponce et al., 2004). Sin embargo en un estudio
realizado en Rio de Janeiro (Brasil) se observé un rango de dispersién de 600 a

800 mts tanto para Ae. albopictus como para Ae. aegypti (Honério et al., 2003).

Taxonomia y morfologia de Aedes spp.

El género Aedes (Meigen) pertenece a la Subfamilia: Culicinae, Tribu:
Aedini. Dentro de la subfamilia Culicinae las hembras en general presentan
palpos maxilares cortos, y los machos frecuentemente mas largos que la
probéscide. En Argentina se encuentran 17 de los 19 géneros existentes, con un
total de 246 especies. La mayor diversidad se encuentra en la zona noreste del
pais, donde se halla representado el 86,47% del total de las especies (Rossi,
2015; Stein et al., 2018).
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La tribu Aedini esta representada por 47 especies en el pais (Rossi, 2015).
La gran mayoria de las especies incluidas en esta tribu presenta habitos diurnos
0 crepuscular vespertino y son oportunistas al presentar una amplia gama de
hospedadores, desde animales de sangre fria hasta de sangre caliente (Delatte
et al., 2010). La transitoriedad de los criaderos utilizados por los Aedini impone
un desarrollo rapido de las fases larvales y pupa, ya que su ciclo debe ser
completado antes de la evaporacion total del agua del criadero (Consoli &
Lourenco-De-Oliveira, 1994).

Los adultos del género Aedes se caracterizan por presentar el apice del
abdomen agudo con cerdas preespiculares ausentes; y bandas o grupos de
escamas en posicion basal en los tergos abdominales. El escuto posee cerdas
visibles en el area prescutelar; escamas de forma variada, pero no lisas ni de
color metalico; I6bulos antepronotales pequefios.

Aedes aegypti y Ae. albopictus pertenecen al subgénero Stegomyia
Theobald. Los adultos de este subgénero de manera frecuente presentan
ornamentaciones con manchas y disefios de escamas, tanto en el tdrax como en
las patas. Los palpos masculinos son largos y equivalen a los tercios de la
longitud de la probdscide.

Aedes aegypti y Ae. albopictus presentan un térax ennegrecido con
ornamentaciones de manchas o disefios de escamas claras (blanco-plateadas).
Dichas ornamentaciones se prolongan hasta el escutelo en donde predominan
las escamas claras. Las patas son de aspecto rayado con bandas blancas
(Consoli & Lourenco-De-Oliveira, 1994; Forattini, 1996). Morfol6gicamente se
puede distinguir facilmente a los adultos de ambas especies, Ae. aegypti es un
mosquito oscuro, cuya tonalidad varia del marron al negro. Las hembras
presentan palpos maxilares con conjuntos de elementos claros; el clipeo posee
dos mechones de escamas tambien blanco plateadas. La antena es filiforme con
escamas plateadas en el toro. El térax esta recubierto de escamas oscuras y
claras, con el escudo ormanentado con escamas blanco plateadas en forma de
lira. Los adultos de Ae. albopictus son oscuros, con tonalidad negra. Los palpos
maxilares de las hembras presentan conjuntos de elementos claros, y el clipeo
esta enteramente recubierto de escamas oscuras. Las escamas plateadas del

escudo se ubican en una linea longitudinal media.

15



En cuanto a la morfologia de las larvas, Ae. aegypti posee la cerda 7 de
la cabeza simple. El térax con espinas laterales muy evidentes; y el peine del
segmento VIII esta constituido por dientes dispuestos en una sola hilera, cada
uno de ellos con un espina central aguda, acompafada de otras menores
dispuestas basal y bilateralmente; la brocha ventral esta formada por cinco pares
de cerdas. Aedes albopictus presenta un térax con espinas laterales muy
pequefias; la cerda 7 de la cabeza es doble o triple. Los dientes del peine del
segmento VIII son largos, agudos, y presentan en la base bilateralmente un
pequefio diente (Forattini, 1996) (Fig. 7).

» Aedes aegypti Aedes albopictus

Figura 7. Caracteristicas morfoldgicas distinguibles del térax de Aedes aegypti y Ae. albopictus
y espinas del peine del VIII segmento abdominal de la larva de ambas especies.

Importancia sanitaria

Dentro de los culicidos se encuentran especies que poseen importancia
sanitaria por ser hospedadores y vectores de patbgenos causantes de
enfermedades tropicales. Entre dichas especies se encuentran Aedes aegypti,
que fue identificado como vector de arbovirosis por primera vez a principios del
siglo XX en Cuba (Souza-Neto, Powell, & Bonizzoni, 2019) y es el principal
transmisor de los 4 arbovirus que han tenido mayor importancia en la salud
humana en los ultimos afios, el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus del
dengue (DENVS), el virus Zika (ZIKV) y el virus chikungunya (CHYKYV) (Souza-
Neto et al., 2019); y Aedes albopictus, el cual es un reconocido vector del virus

denguey el virus de la encefalitis japonesa en Asia (Gratz, 2004). En condiciones
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experimentales ademas se demostrO que es competente para transmitir, al
menos, 22 arbovirus, entre ellos, los cuatro serotipos del DENV, el YFV, el virus
del Nilo Occidental (WNV), el ZIKV y el CHYKYV (Gratz 2004, Reiter et al., 2006,
Vega et al., 2014, Ruiling et al., 2018).

A continuacion se detallan los patdégenos, las enfermedades mas

importantes y sus mosquitos vectores.

1. Enfermedades parasitarias

Paludismo o malaria: es una enfermedad que afecta a millones de personas en
el mundo, en el afio 2017 se han reportado 217 millones de casos en el mundo
(OPS, 2019). Es causada por protozoos del género Plasmodium (Apicomplexa:
Aconoidasida, las especies mas peligrosas P. falciparum y P. vivax, transmitidos
por mosquitos del género Anopheles. Es una enfermedad febril aguda, que
puede provocar anemia y problemas respiratorios. En la regién de las Américas
existen 21 paises con algun riesgo de trasmision de malaria. El ultimo reporte de
la Organizacién Panamericana de la Salud (2018) mostré que el 93 % de los
casos se concentraron en seis paises: Brasil, Colombia, Guyana, Haiti, Pert y
Venezuela. Con respecto a Argentina, ha sido declarada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) libre de malaria durante el presente afo, luego de
demostrar la interrupcion de la transmisién autdctona de la enfermedad desde el
afio 2011 (OPS, 2019).

Con respecto a los vectores en Argentina se han registrado
histéricamente los siguientes: en 1911 a Anopheles (Anopheles)
pseudopunctipennis Th. (como el principal vector de la malaria en el noroeste de
Argentina (Paterson, 1911). En 1927 se reportaron para el noreste de Argentina
otras especies del subgénero Anopheles implicadas en la transmision, An.
albitarsis Lynch Arribalzaga y An. argyritarsis Robineau-Desvoidy (Shannon &
del Ponte, 1927). En 1946 durante un brote epidémico en la provincia de
Misiones se capturaron ejemplares de An. darlingi Root infectados (Lifshitz et al.,
1946).

Dirofilariasis: zoonosis parasitaria producida por nematodos del género
Dirofilaria, siendo D. inmitis (Leidy) la Unica especie reportada para Argentina.

Este parasito afecta principalmente al perro y de manera accidental al hombre.
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Con respecto a los vectores han sido encontrados con la infeccion natural Ae.

aegypti y Cx. pipiens Linnaeus (Vezzani & Eiras, 2016).

2. Enfermedades por arbovirosis

Los arbovirus son virus que utilizan artrépodos como vectores, su nombre
proviene de ARthropod-BOrne viruses. Existen alrededor de 150 que causan
enfermedades en humanos (Cleton et al., 2012). Pueden ser amplificados por
una amplia variedad de hospedadores, incluyendo aves y algunos mamiferos
(equinos, roedores, primates y otros). El vector adquiere la infeccion cuando se
alimenta de un hospedador virémico. Una vez en el intestino del artropodo el
virus infecta el epitelio intestinal y se replica en sus células. Posteriormente,
luego de atravesar la barrera fisica de la lamina basal se dirige por la hemolinfa
a las glandulas salivales donde se replica y acumula, transmitiéndose a otros
hospedadores mediante la inoculacion de saliva infectada. Los arbovirus pueden
ser amplificados por una amplia variedad de hospedadores incluyendo aves y
algunos mamiferos, como roedores, primates y equinos (Contigiani et al., 2016)

(Fig. 8).
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Figura 8. Proceso de infeccion por un arbovirus en un mosquito vector. Los arbovirus ingresan
al vector durante la alimentacion por via oral. Las particulas virales presentes en la sangre
ingerida deben unirse a las células del epitelio intestinal (1: barrera de infecciéon del intestino).
Una vez infectadas, el virus replica y debe escapar del intestino atravesando la lamina basal (2:
barrera de escape del intestino). Una vez fuera del tubo digestivo, las particulas virales se
dispersan por todo el organismo. Para poder completar el ciclo, las particulas virales deben
infectar las glandulas salivales (3) y asi poder ser transmitidos vectorialmente en el proximo acto
de alimentacién. Tomado de Contigiani et al., 2016.
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Las enfermedades por arbovirus estan emergiendo/reemergiendo a nivel
mundial: el virus chikungunya (CHIKV), el virus dengue (DENV), el virus de la
fiebre amarilla (YFV), el virus de la encefalitis de Saint Louis (SLEV) y el virus
Zika (ZIKV) son algunos ejemplos de este fenomeno. Entre los factores que
propician esta emergencia se encuentran cambios ambientales antrépicos,
cambios climaticos, expansion de la poblacion humana a zonas selvaticas,
movimiento humano por transporte aéreo (Contigiani et al., 2016). A continuacion

se detallan algunas de las enfermedades causadas por arbovirus:

Fiebre amarilla: es una enfermedad endémica de las zonas selvaticas de Africa,
Ameérica Central y Sur. Presenta dos ciclos de transmision, urbano en el cual el
principal hospedador es el hombre, y el vector Ae. aegypti. El segundo es el ciclo
selvatico, donde el hospedador principal es el mono aullador o caraya (Alouatta)
en Argentina, y los vectores son mosquitos del género Haemagogus Williston y
Sabethes Robineau-Desvoidy en Sudamérica. EI hombre es infectado por
mosquitos virémicos cuando se introduce accidentalmente en el ciclo selvatico.
El espectro clinico varia desde una enfermedad febril no especifica a una
enfermedad con desenlace fatal (Contigiani et al., 2016).

La ultima ola amarilica reportada en monos en Argentina tuvo lugar en los
afios 2008-2009 afectando las poblaciones silvestres de mono aullador, estas
epizootias también afectaron poblaciones de Brasil y Paraguay (Contigiani et al.,
2016). En los ultimos afios, en la region de las Américas, se han notificado casos
en seis paises: Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guayana Francesa y Peru.
Sdélo Brasil, entre el segundo semestre de 2016 a junio 2017 registrd 777 casos,
261 defunciones y 1.659 epizootias (OPS, 2019). Los vectores reconocidos en
Brasil son Haemagogus spegazzini Williston y Hg. leucocelaenus (Dyar &

Shannon).

Dengue: es una enfermedad con sintomas similares a una gripe, causada por el
virus dengue (DENV), del cual existen 4 serotipos: 1, 2, 3y 4. Cualquier serotipo
puede producir formas graves de la enfermedad, aunque los serotipos 2 y 3 se
han asociado de manera mas frecuente a casos graves o muerte. Se transmite
a través de la picadura de Ae. aegypti, aunque en otros continentes Ae.

albopictus también ha actuado como vector (Contigiani et al., 2016).
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Se presenta en climas tropicales, sub tropicales y templados, sobre todo
en areas urbanas y semi-urbanas se ha convertido en los ultimos afios en la
principal enfermedad viral transmitida por mosquitos en el mundo, siendo
reportados 560.586 casos en el 2018 (OMS, 2019). En Argentina la dltima gran
epidemia ha ocurrido en el periodo transcurrido desde verano 2015-2016 hasta
el otofo de 2016 con 60.000 casos confirmados, siendo la provincia de Misiones
la que registré el mayor porcentaje (80%) (Ministerio de Salud de la Nacion,
2016).

Chikungunya: causada por el virus chikungunya (CHYKV), es una enfermedad
febril aguda con dolores articulares y erupcion cutanea. La enfermedad ocurre
sobre todo en Africa, Asia y el subcontinente Indio. Sin embargo en el afio 2015
hubo un gran brote en las Américas con 47.680 casos confirmados. Es

transmitida por Ae. aegypti y Ae. albopictus (OMS, 2109).

Zika: causada por el virus Zika (ZIKV), en humanos provoca sintomatologia
similar a aquella causada por DENV y CHIKV, diferenciandose por la alta
frecuencia de conjuntivitis, poco dolor articular y baja fiebre (<38 °C) (Contigiani
et al., 2016). La infeccion contraida durante el embarazo es causante de
microcefalia y otras malformaciones congénitas. Ademas es un desencadenante
del sindrome de Guillain-Barré, neuropatia y mielitis, sobre todo en adultos y
nifios mayores (OMS, 2019). EI mantenimiento en nichos selvaticos ocurre a
través de la transmisién vectorial por mosquitos del género Aedes y primates u
otros mamiferos (Hayes, 2009). En Brasil se detect6é un gran brote en 2015, con
mas de 30 mil casos confirmados (OMS, 2019).

Microorganismos asociados ainsectos

Ademas de los organismos patdgenos al hombre y a los animales, los
insectos estan asociados a una amplia diversidad de microorganismos
especificos de insectos (virus, bacterias, hongos y protozoos) con una variedad
de relaciones simbidticas que incluyen el comensalismo, mutualismo y

parasitismo (Lacey, 2012).
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Los microorganismos pueden estar presentes interna o externamente en
el cuerpo de los insectos. La mayoria de las relaciones ecoldgicas entre
microorganismos e insectos son constructivas, resultando en beneficios para los
insectos, los microorganismos 0 ambos. Por ejemplo los que se encuentran en
el interior del cuerpo de los insectos hallan condiciones favorables para su
desarrollo, como refugio y alimentos. Pueden localizarse en el aparato
reproductivo, 0jos, espiraculos, tradquea, ciegos gastricos, hemocele, interior del
intestino o en el interior de las células. Algunas bacterias y levaduras forman
parte de la flora intestinal de los insectos confiriendo un mecanismo de defensa,
aunque en situaciones ligadas a estrés, falta de agua o dafios mecanicos pueden
tornarse patogeénicos.

En el caso de un microorganismo patdégeno, éste debe superar las
defensas inmunitarias del huésped y acceder al tejido apropiado antes de
comenzar su reproduccion, caracteristica especifica de cada especie
denominada tropismo celular; que puede variar en especificidad desde uno a
varios tipos de tejidos, o inclusive abarcar todos los tejidos del hospedador.
Existen también patégenos que invaden diferentes tejidos en diferentes

hospedadores o momentos del desarrollo (Katsuma et al., 2011).

La patogenicidad no solamente se relaciona con la muerte del individuo,
sino también con efectos sobre la biologia y fisiologia de los hospedadores, como
alteraciones en el ciclo de vida, reduccion de la fecundidad y la longevidad.
Ademas de las caracteristicas propias del patégeno, son muy importantes las
caracteristicas del huésped para determinar el resultado final de una infeccion vy,
la interaccion con los factores bidticos y abidticos del ambiente. Existen
patogenos generalistas con una amplia variedad de hospedadores; y otros que
pueden tener una Unica especie como hospedador, especies primarias o

intermedias o0 especies muy emparentadas.

La dispersién de los patégenos en el ambiente puede ocurrir a través del
cuerpo de los hospedadores infectados o como etapas infectivas liberadas al
ambiente, disponibles para invadir nuevos huéspedes susceptibles (Solter &
Becnel, 2018).

21



Rutas de ingreso al insecto

En el caso de los virus, el mecanismo tipico de entrada es la ingestion por
el hospedador. La invasion de las células por los viriones implica un entorno
intestinal especifico (pH, enzimas, receptores de membrana de las células
epiteliales). Algunos virus pueden transmitirse de la hembra infectada a la

descendencia (transmision vertical).

Las bacterias son ingeridas o invaden el cuerpo del hospedador a través
de heridas en los tejidos, aunque la transmision vertical es inusual ocurre, por

ejemplo en Wolbachia (Solter & Becnel, 2018).

Los clados fungicos Hypocreales (Ascomycota) y
Entomophthoromycotina, que incluyen a los patdgenos de invertebrados,
producen esporas llamadas conidios del cual crece un tubo germinal que secreta
las enzimas necesarias para que el hongo penetre mecanicamente y se adhieren

a la cuticula para crecer en el cuerpo del insecto (Solter & Becnel, 2018).

Los mecanismos invasivos de los protistas incluyen la ingestion de
ooquistes vy, la entrada a la cuticula a través de aberturas. En el caso de los
microsporidios la mayoria infecta a los hospedadores por via oral, las esporas
infecciosas germinan en la luz del intestino medio e inyectan su contenido en las
células (Solter & Becnel, 2018).

Microorganismos hallados en Culicidos

Dentro de los entomopatdgenos que infectan culicidos se encuentran los
hongos, como Leptolegnia chapmani (Seymour, 1984) que fue aislado por
primera vez de Ae. triseriatus (Say). Es un hongo patégeno acuético que ha
demostrado afectar a larvas de varias especies de mosquitos, por ejemplo Culex
spp., Anopheles spp., Haemagogus spp., Ae. aegypti y Ae. albopictus (Lopez
Lastra et al., 2004).

Los microsporidios (Microsporidia: Amblyosporidae) representan uno de
los grupos mas grandes y diversos de organismos parasitos asociados a
poblaciones naturales de mosquitos. Son parasitos intracelulares obligados de
larvas y adultos, a los que infectan via oral o transovarica, por ejemplo

Amblyospora Hazard & Oldacre, Vavraia culicis (Weiser), Edhazardia aedis
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(Kudo). En las ultimas décadas ha existido en el mundo un interés en su
utilizacion como controladores de poblaciones de mosquitos, por ello los estudios
se han centralizado en sus efectos sobre la fecundidad y longevidad de los
mosquitos adultos (Agnew et al., 1999; Becnel & Johnson, 2000; Andreadis,
2007; Duncan et al., 2015). Existen trabajos como el de Rivero et al. (2007)
donde mostraron que las larvas infectadas con microsporidios presentan menos
lipidos, azucares y glucégeno que las no infectadas, resultado de la alta
demanda metabdlica que estos parasitos imponen a sus huéspedes, retrasando

el desarrollo hacia la etapa de pupa.

Los mosquitos también son hospedadores de protozoos del género
Ascogregarina (syn. Monocystis von Stein, 1848, Lankesteria Mingazzini, 1891 y
Ascocystis Grasse, 1953) (Apicomplexa), dentro del cual existen 9 especies que

parasitan mosquitos (ver capitulo 3).

Los virus que causan enfermedades en mosquitos son parasitos
intracelulares obligados que a menudo llevan a la muerte del organismo (Becnel
& White, 2007). Pertenecen a cuatro grandes grupos. Los mas frecuentes son
los Baculovirus (Baculoviridae: Nucleopolyhedrovirus) y los virus de polihedrosis
citoplasmatica (Reoviridae: Cypovirus). Los otros son los densovirus

(Parvoviridae: Brevidensovirus) y los iridovirus (Iridoviridae: Chloriridovirus).

La familia Baculoviridae se agrupa en dos géneros Nucleopolyhedrovirus
y Granulovirus. Los hallados en mosquitos pertenecen al primer grupo y se han
encontrado en los géneros Aedes, Anopheles, Culex, Ochlerotatus, Psorophora,
Uranotaenia y Wyeomyia (Murphy et al. 1995). Invaden especificamente células
del intestino medio de larvas (Becnel et al., 2001). Los virus iridiscentes de
mosquitos pertenecen al género Chloriridovirus (Reoviridae). Estos virus de ADN
se replican y ensamblan en células del cuerpo graso. EI mayor nimero de
densovirus de mosquitos pertenecen al género Brevidensovirus, en este caso la
mayoria de los tejidos del hospedador son susceptibles, excepto las células del
intestino medio. Los Reoviridae se han aislado en 20 especies diferentes de
mosquitos. Los cuerpos de oclusion se acumulan en el citoplasma de las células
del intestino medio, observandose un color blanquecino o iridiscente. Las
infecciones se localizan en los ciegos gastricos o porcion posterior del estbmago
(Federici, 1985; Becnel & White, 2007).

23



En los afos recientes se ha descubierto que existe una comunidad de
bacterias que viven en el intestino o sobre la cuticula de mosquitos. Estos
microorganismos residentes pueden promover la condicién fisica del insecto al
contribuir en la nutricion, por ejemplo el aporte de aminoacidos esenciales,
vitamina B; ademas pueden protegerlo contra patdégenos o parasitos sintetizando
toxinas especificas o modificando el sistema inmune. En la mayoria de los
insectos el habitat m&s propicio para el desarrollo de la microbiota es el intestino
posterior al carecer de las enzimas digestivas del intestino medio (Douglas,
2015). Andlisis moleculares han determinado que el Phyllum dominante en el
intestino de An. stephensi Liston, An. gambiae Giles, Ae. aegypti, Ae. triseriatus

y Cx. quinquefasciatus son las Proteobacterias (Minard et al., 2013).

Aunque también existen bacterias como Wolbachia que afectan
principalmente las gbnadas de sus hospedadores, donde ademas de provocar
alteraciones en la reproduccion se asegura de transmitirse a la descendencia.
Se ha descubierto ademas que tiene efectos indirectos que interfieren en la
replicacion y diseminacion de patégenos, modificando la capacidad del mosquito

como vector (Moreira et al., 2009).

Estudios en Argentina

Entre los estudios realizados en Argentina se encuentran: el registro mas
austral del hongo Leptolegnia chapmani infectando larvas de Ae. albifasciatus
(Macquart) (Lépez Lastra et al.,1999); estudios de rango de hospederos de un
aislado argentino de Leptolegnia chapmani, el cual presenta un gran potencial
como agente de control bioldégico debido a su especificidad para colonizar
anicamente mosquitos y por lo tanto presentar poco riesgo para organismos
acuaticos no blanco (Lopez Lastra et al., 2004). Asimismo se han realizado
estudios sobre los efectos de la longevidad, supervivencia e infectividad de dicho
aislado (Pelizza et al., 2008).

Los estudios con microsporidios incluyen la deteccion de especies de
Amblyospora spp. y Parathelohania sp. en culicidos de las provincias de
Misiones y Buenos Aires; estudios de transmision horizontal de Amblyospora

albifasciati; ciclo de vida de Amblyospora camposi en Cx. renatoi Lane &
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Ramallho (Micieli & Garcia, 1997; Micieli et al., 2000; Micieli et al., 2001; Micieli
et al., 2007).

Se han realizado trabajos con el protozoo Ascogregarina culicis que
incluyen prevalencia e intensidad de infeccion ( Dellapé et al., 2005; Vezzani &
Wisnivesky, 2006; Albicécco & Vezzani, 2009).

Con virus de mosquitos en los ultimos tiempos se han realizado trabajos
gue incluyen la deteccion de un virus iridiscente en Cx. pipiens L (Muttis et al.,
2012; Muttis et al., 2013). El aislado de una nueva cepa de Culex Flavivirus
(CxFV) a partir de Culex sp. de la provincia de Corrientes (Goenaga et al., 2014).

Los estudios realizados con bacterias de culicidos incluyen el aislado de
una cepa nativa de Bacillus thuringiensis y la caracterizacién y clonacion de una
nueva proteina (Cry) con actividad larvicida contra Ae. aegypti (Beron et al.,
2005; Berdn & Salerno, 2006; Beron & Salerno, 2007). Tranchida et al. (2012)
en un estudio de patdégenos de Cx. pipiens en areas sub urbanas de la ciudad
de La Plata aislaron e identificaron la a proteobacteria del género Novispirillum
itersonii. Cepas de bacterias formadoras de esporas fueron aisladas de larvas
muertas de Cx. pipiens en La Plata siendo Lysinibacillus sphaericus la que
presento el mayor efecto larvicida sobre esta especie de mosquito (Tranchida et
al., 2011). Diaz-Nieto et al. (2016) evaluaron la tasa de supervivencia de colonias
de Cx. pipiens expuestas a microorganismos en condiciones de laboratorio, y
entre los resultados se destaca la preferencia de ovoposicion en aquellos medios
gue contenian las cepas nativas de las bacterias Klebsiella sp. y Aeromonas sp.

Con la bacteria Wolbachia se realizaron trabajos sobre los niveles
somaticos en Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens y la resistencia a la infeccion
del virus del Nilo Occidental (Micieli & Glaser, 2014). Recientemente se
determiné la prevalencia de infeccion de cepas de Wolbachia en Ae. albopictus

en la localidad de Puerto Iguazu, Misiones (Chuchuy et al., 2018).

25



BIBLIOGRAFIA

Achinelly M. F. & Micieli M. V. (2016). Entomonematodos como agentes de
control biolégico de mosquitos en Argentina. In N. S. C Beron, R Campos, R
Gleiser, L Diaz Nieto, O Salomon (Ed.), Investigaciones sobre mosquitos de
Argentina (pp. 275-283).

Agnew, P., Bedhomme, S., Haussy, C., & Michalakis, Y. (1999). Age and size at
maturity of the mosquito Culex pipiens infected by the microsporidian parasite
Vavraia culicis. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences,
266(1422), 947-952. https://doi.org/10.1098/rspb.1999.0728

Becnel, J. J., & Johnson, M. A. (2000). Impact of Edhazardia aedis
(Microsporidia: Culicosporidae) on a seminatural population of Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae). Biological Control, 18(2), 39-48.
https://doi.org/10.1006/bcon.1999.0805

Becnel, J. J., & White, S. E. (2007). Mosquito pathogenic viruses--the last 20
years. Journal of the American Mosquito Control Association, 23(2 Suppl), 36—
49. https://doi.org/10.2987/8756-971X (2007)23[36:MPVLY]2.0.CO;2

Becnel, J. J., White, S. E., Moser, B. A., Fukuda, T., Rotstein, M. J., Undeen, A.
H., & Cockburn, A. (2001). Epizootiology and transmission of a newly discovered
baculovirus from the mosquitoes Culex nigripalpus and C. quinquefasciatus,
275-282.

Beron, C. M., & Salerno, G. L. (2007). Cloning and characterization of a novel
crystal protein from a native Bacillus thuringiensis isolate highly active against
Aedes aegypti. Current Microbiology, 54(4), 271-276.
https://doi.org/10.1007/s00284-006-0299-8

Camino, N. B., Gonzalez, S. E., & Reboredo, G. R. (2015). Biodiversidad de
mermitidos (nematoda, mermithidae) parasitoides de larvas de dipteros
acuaticos (Simuliidae, Culicidae y Chironomidae) en Argentina. Neotropical
Helminthology 9(1), 65-71.

Consoli, R. A., & Lourengo-De-Oliveira, R. (1994). Principais mosquitos de
importancia sanitaria no Brasil. (Fiocruz, Ed.), Cadernos de Saude Publica (Vol.
11). Rio de Janeiro. https://doi.org/10.1590/s0102-311x1995000100027

26


https://doi.org/10.2987/8756-971X

Contigiani M. S., Diaz LA, Spinsanti L. I., Tauro L.B. (2016). Arbovirus. In N. S.
C Berdn, R Campos, R Gleiser, L Diaz Nieto, O Salomon (Ed.), Investigaciones
sobre mosquitos de Argentina (pp. 157-178).

Delatte, H., Desvars, A., Bouetard, A., Bord, S., Gimonneau, G., Vourc’h, G., &
Fontenille, G. (2010). Blood-Feeding Behavior of Aedes albopictus, a Vector of
Chikungunya on La Reunion. Vector-Borne and Zoonotic Diseases 10(3), 249-
258.

Douglas, A. E. (2015). Multiorganismal Insects: Diversity and Finction of Resident
Microorganisms. Annu Rev Entomol, 60, 17—34. https://doi.org/10.1146/annurev-
ento-010814-020822.

Duncan, A. B., Agnew, P., Noel, V., & Michalakis, Y. (2015). The consequences
of co-infections for parasite transmission in the mosquito Aedes aegypti. Journal
of Animal Ecology, 84(2), 498-508. https://doi.org/10.1111/1365-2656.12302

Grech M & Luduefia-Almeida F. F. (2016). Mosquitos que crian en
microambientes artificiales. In N. S. C Berén, R Campos, R Gleiser, L Diaz Nieto,

O Salomon (Ed.), Investigaciones sobre mosquitos de Argentina (pp. 142-155).

Katsuma, S., Kobayashi, J., Koyano, Y., Matsuda-Imai, N., Kang, W., & Shimada,
T. (2011). Baculovirus-Encoded Protein BV/ODV-E26 Determines Tissue
Tropism and Virulence in Lepidopteran Insects. Journal of Virology, 86(5), 2545—
2555. https://doi.org/10.1128/jvi.06308-11

Lacey, L. A. (2012). Manual of techniques in Invertebrate Pathology. (L. A. Lacey,

Ed.) (Second ed). Academic Press.

Laurito M. & Stein M. (2016). Taxonomia clasica de mosquitos de Argentina:
estado actual y proyecciones. In N. S. C Berén, R Campos, R Gleiser, L Diaz
Nieto, O Salomon (Ed.), Investigaciones sobre mosquitos de Argentina (pp. 22-
32).

Lifshitz J., Umana C.A., Vergara J. J., Heredia R.L. 1946. Anal del Instituto de

Medicina Regional. Universidad Nacional de Tucuman. 349 pp.

Lépez Lastra, C. C., Scorsetti, A. C., Marti, G. A., & Garcia, J. J. (2004). Host

range and specificity of an Argentinean isolate of the aquatic fungus Leptolegnia

27



chapmanii (Oomycetes: Saprolegniales), a pathogen of mosquito larvae (Diptera:
Culicidae). Mycopathologia, 158(3), 311-315. https://doi.org/10.1007/s11046-
005-0498-z

Lépez Lastra, C. C., Steciow, M. M., & Garcia, J. J. (1999). Registro mas austral
del hongo Leptolegnia chapmanii (Oomycetes: Saprolegniales) como patégeno
de larvas de mosquitos (Diptera: Culicidae). Revista Iberoamericana de
Micologia, 16, 143-145.

Micieli, M. V., & Glaser, R. L. (2014). Somatic Wolbachia (Rickettsiales:
Rickettsiaceae) Levels in Culex quinquefasciatus and Culex pipiens (Diptera:
Culicidae) and Resistance to West Nile Virus Infection. Journal of Medical
Entomology, 51(1), 189-199. https://doi.org/10.1603/mel13152

Micieli, M. V., & Garcia, J. J. (1997). Parasitismo por microsporidios (Microspora)
en tres especies de mosquitos (Diptera: Culicidae) de la Argentina. Revista de
Biologia Tropical, 44-45(1-3), 635-639.

Micieli, M. V., Garcia, J. J., & Andreadis, T. G. (2001). Epizootiological studies of
Amblyospora albifasciati (Microsporidiida: Amblyosporidae) in natural
populations of Aedes albifasciatus (Diptera: Culicidae) and Mesocyclops
annulatus (Copepoda: Cyclopidae) in a transient floodwater habitat. Journal of
Invertebrate Pathology, 77(1), 68—74. https://doi.org/10.1006/jipa.2000.4995

Micieli, M. V., Marti, G. A., Garcia, J. J., Tranchida, M. C., & Becnel, J. J. (2007).
Epizootiological ~ studies of  Amblyospora camposi (Microsporidia:
Amblyosporidae) in Culex renatoi (Diptera: Culicidae) and Paracyclops fimbriatus
fimbriatus (Copepoda: Cyclopidae) in a bromeliad habitat. Journal of Invertebrate
Pathology, 94(1), 31-37. https://doi.org/10.1016/j.jip.2006.08.004

Micieli, M. V, Garcia, J. J., & Becnel, J. J. (2000). Life Cycle and Description of
Amblyospora camposi n. sp. (Microsporidia: Amblyosporidae) in the Mosquito
Culex renatoi (Diptera, Culicidae) and the Copepod Paracyclops jimbriatus
jimbriatus (Copepoda, Cyclopidae), 47, 575-580.

Ministerio de Salud de la Nacion. 2016. BIV N°336. Disponible en:
http://www.msal.gob.ar/index.php/home/boletin-integrado-de-vigilancia [Acceso:
Marzo, 2019].

28



Moreira, L. A., Iturbe-Ormaetxe, I., Jeffery, J. A., Lu, G., Pyke, A. T., Hedges, L.
M., ... O'Neill, S. L. (2009). A Wolbachia Symbiont in Aedes aegypti Limits
Infection with Dengue, Chikungunya, and Plasmodium. Cell, 139(7), 1268-1278.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.11.042

Multtis, E., Micieli, M. V., J, J., & Garcia. (2013). Culex pipiens affected by joint
infection of a mosquito iridescent virus and Strelkovimermis spiculatus. Journal
of Invertebrate Pathology, 114(3), 295-297.
https://doi.org/10.1016/}.jip.2013.08.010

Multtis, E., Miele, S. A. B., Belaich, M. N., Micieli, M. V., Becnel, J. J., Ghiringhelli
Pablo D, & Garcia, J. J. (2012). First record of a mosquito iridescent virus in Culex
pipiens L. (Diptera: Culicidae). Arch Virol, 157, 1569-1571.
https://doi.org/10.1007/s00705-012-1302-2

Paterson G. C. 1911. Las fiebres paludicas en Jujuy. An Depto Nac Hig. 18: 29-
57.

Nota descriptiva Informe mundial sobre el paludismo 2018. Organizacion Mundial
de la Salud. https://www.who.int/malaria/media/world-malaria-report-2018/es/
[Acceso: Marzo, 2019].

Pelizza, S. A., Lépez Lastra, C. C., Becnel, J. J., Humber, R. A., & Garcia, J. J.
(2008). Further research on the production, longevity and infectivity of the
zoospores of Leptolegnia chapmanii Seymour (Oomycota:
Peronosporomycetes). Journal of Invertebrate Pathology, 98(3), 314-3109.
https://doi.org/10.1016/}.jip.2008.04.006

Ponce, G., Flores, A. E., Badii, M. H., & Fernandez, . (2004). Bionomia de Aedes
albopictus (Skuse). Revista Salud Publica y Nutricion, 5(12), 17.

Rivero, A., Agnew, P., Bedhomme, S., Sidobre, C., & Michalakis, Y. (2007).
Resource depletion in Aedes aegypti mosquitoes infected by the microsporidia
Vavraia culicis. Parasitology, 134(10), 1355-1362.
https://doi.org/10.1017/S0031182007002703

Rossi, G. C., & Almirdn, W. R. (2004). Clave ilustrada para la identificacion de
larvas de mosquitos de interés sanitario encontradas en criaderos artificiales en
la Argentina Rossi, (Vol. 16). https://doi.org/10.1177/0897190003257626

29



Rossi, G. C. (2015). Annotated checklist, distribution, and taxonomic bibliography
of the mosquitoes (Insecta: Diptera: Culicidae) of Argentina. Check List, 11(4),
1-15. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0001963

Shannon R.C. & Del Ponte E. 1927. Informe sobre una investigacion preliminar
sobre Anopheles del rio Alto Parana en la Argentina. Rev Inst. Bacteriol. 4: 706-
723.

Seymour, R. L. (1984). Leptolegnia chapmanii, an Oomycete Pathogen of
Mosquito Larvae. Mycologia, 76(4), 670-674.

Stein, M., Alvarez, C. N., Alonso, A. C., Bangher, D. N., Willener, J. A., & Campos,
R. E. (2018). New records of mosquitoes (Diptera: Culicidae) found in
phytotelmata in Northern Argentina. Zootaxa, 4399(1), 87—-100.

Stein, M., Rossi, G. C. & Almirén, W. R. (2016). Distribucion geografica de
Culicidae de Argentina. In N. S. C Beron, R Campos, R Gleiser, L Diaz Nieto, O

Salomon (Ed.), Investigaciones sobre mosquitos de Argentina (pp. 47-56).

Tranchida, M. C., Riccillo, P. M., Rodriguero, M. S., Garcia, J. J., & Micieli, M. V.
(2012). Isolation and identification of a-proteobacteria from Culex pipiens (Diptera
Culicidae) larvae. Journal of Invertebrate Pathology, 109(1), 143-147.
https://doi.org/10.1016/.jip.2011.10.007

30



OBJETIVOS

Los estudios realizados en Argentina relacionados con los parasitos de
mosquitos de interés sanitario son escasos, y corresponden mayoritariamente a
la region templada del pais. El desarrollo de estas investigaciones que incluyen
la distribucion espacio temporal de estas especies vectores generara
conocimientos a nivel local que permitird integrarlos en programas de control

mas efectivos. De alli los objetivos planteados:

Objetivo General:
Contribuir al conocimiento de la ecologia de los parasitos hallados en
poblaciones naturales simpatricas de Aedes aegypti y Ae. albopictus en

Eldorado, Misiones

Objetivos especificos:
1. Conocer la distribucién estacional de Aedes aegypti y Ae. albopictus en la

localidad de Eldorado, Misiones.

2. Determinar caracteristicas fisicas de los criaderos y los criaderos

predominantes en los que estas dos especies se hallan.

3. ldentificar los organismos pardasitos hallados en especies de mosquitos

invasivas: Aedes aegypti y Ae. albopictus.

4. Determinar la prevalencia de infeccion y la estacionalidad de los
patdgenos hallados sobre las poblaciones naturales de ambas especies

vectores de patdgenos.
5. Determinar las relaciones entre los parasitos hallados, las abundancias

de Ae.aegypti y Ae.albopictus y las caracteristicas de los criaderos donde

se las encuentra.
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SECCION 1

Ecologia de Aedes aegyptiy Aedes albopictus
(Diptera: Culicidae) de la localidad de Eldorado,
Misiones
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INTRODUCCION

Aedes aegypti (L.) y Aedes albopictus (Skuse) pertenecen al subgénero
Stegomyia, grupo de aedinos originarios del viejo mundo, especies que han sido
introducidas en la region Neotropical gracias al desarrollo comercial.
Originalmente eran especies propias de huecos de arboles adaptadas
actualmente a los recipientes artificiales y al habitat urbano (Forattini, 2002;
Gould et al., 2017)

A nivel mundial son consideradas especies invasoras o invasivas (Juliano
& Lounibos, 2005). El término “invasivo” se aplica a una especie introducida a
un area que ha incrementado su nimero y se ha expandido, generando un
impacto potencial en las especies y ecosistemas nativos, o en las actividades
humanas. Dichos impactos de las especies invasivas se producen
principalmente a través de interacciones bidticas, que incluyen la depredacion,
el parasitismo, la competencia interespecifica y los efectos sobre la salud
humana y animal. Los efectos perjudiciales provocados por los mosquitos sobre
las especies o0 ecosistemas residentes estan mas relacionados a la fase acuatica
de su ciclo de vida, y el impacto sobre la salud humana y de otros vertebrados
se relaciona con la fase adulta (Juliano & Lounibos, 2005).

Las especies de mosquitos invasivos como Ae. aegypti y Ae. albopictus
presentan ciertas caracteristicas: huevos resistentes a la desecacion, que
ayudaria en el transporte y dispersion de los mismos; capacidad de desarrollarse
en recipientes pequefios brindados por el hombre (ademés de recipientes
naturales como son los huecos de &arboles, bromélias); colonizacion de
ambientes antrépicos (urbano, sub urbano, doméstico) (Juliano & Lounibos,
2005).

Biologia y distribucion geografica de Aedes aegypti (L.) y Ae. albopictus
(Skuse) (Diptera: Culicidae)

La distribucion geografica y la supervivencia de las especies estan
influenciadas por las condiciones ambientales como la temperatura, la luz,
humedad; tanto a escala regional como local. Entre los factores asociados

especificamente a mosquitos se encuentran los climaticos, la modificacion del
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ambiente por el hombre con fines productivos, el transporte, las actividades
comerciales y las conductas humanas. Las conductas del hombre influyen sobre
todo en aquellas especies adaptadas a vivir en un ambiente urbano, y que
utilizan habitats artificiales como sitio de cria, ya que la ovoposicion en
recipientes artificiales, como ser neumaticos, recipientes de diferentes materiales
(vidrio, plastico, metal) favorece la dispersion pasiva de los huevos a través del
transporte terrestre, aéreo o maritimo, y por lo tanto la expansion del area de
distribucion (Stein et al., 2016).

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)

Aedes aegypti posee un comportamiento antropofilico y estd presente
principalmente en el interior de domicilios en areas urbanas (Forattini, 2002;
Heinisch et al., 2019a). La alimentacion selectiva y frecuente, por sangre humana
de las hembras, acompafada de la baja preferencia por fuentes azucaradas
vegetales estaria relacionada al estilo de vida antropofilico de esta especie
(Harrington, et al., 2001). La domiciliacion pareciera haber evolucionado en el
Norte de Africa cuando el ambiente se volvi6 mas arido, provocando que una
poblacion aislada de la especie se viera obligada a adaptarse a estas nuevas
condiciones secas mediante la reproduccion en recipientes provistos por el
hombre (Petersen, 1977). En la actualidad se reproduce en todo tipo de
recipiente doméstico y peridoméstico que contenga agua dulce, incluidos
floreros, tanques de agua, latas, neumaticos, etc. (Diaz-Nieto et al., 2013).

La distribucién de Ae. aegypti esta concentrada en las regiones tropicales
y sub tropicales del mundo, entre los paralelos de 45° de latitud norte y 40° de
latitud sur, aunque puede encontrarse fuera de esos limites, dificiimente pueda
mantenerse como una poblacion estable. Esta especie se cree que emigro de
Africa Occidental al nuevo mundo en los siglos XV al XVII a bordo de barcos de
esclavos (Lounibos, 2002). En la fig. 1 se muestra la distribucién global realizada

con 19.930 datos de posicion geografica por Kraemer et al. (2015).
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Figura 1. Distribucién mundial de Aedes aegypti tomado de Kraemer et al. (2015).

Distribucion en Argentina

Aedes aegypti fue considerado erradicado de Argentina en el afio 1964,
(Carcavallo & Martinez 1968) después de una fuerte campafa iniciada en 1947
en esta region del mundo (Bejarano 1979; PAHO 1994). Para el afio 1986 se
reportd la primera re infestacién en las provincias de Formosa y Misiones y en
1991 ya se lo habia detectado en la provincia de Buenos Aires (Grech et al.,
2010). Actualmente se distribuye a lo largo de latitudes templadas y subtropicales
llegando hasta la provincia de Neuquén, con diferentes patrones estacionales,
asociados a fluctuaciones de variables meteoroldgicas como las temperaturas y
las precipitaciones (Stein et al., 2005; Vezzani & Carbajo, 2008; Grech et al.,
2012; Diaz-Nieto et al., 2013; Muttis et al., 2018)

Los estudios de estructura genética realizados en nuestro pais han puesto
de manifiesto que existieron multiples introducciones de Ae. aegypti a partir de
subpoblaciones genéticamente diferentes. Ademas se han podido reconstruir
patrones de colonizacién hacia nuestro pais desde la re-introduccion de la
especie en el aflo 1986 concluyendo que el haplotipo predominante en el este,
noreste y centro de Argentina, lo es también en Brasil y Paraguay. Mientras que
el predominante en Bolivia se encuentra con mas frecuencia en el noroeste de
Argentina, llegando hasta la provincia de Chaco (Gardenal, 2011). Considerando
la proporcién en Argentina de los dos haplotipos presentes, el H presenta una

frecuencia muy alta (90,74 %) respecto al haplotipo K (9,26%). Este predominio
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de un haplotipo podria estar relacionado con un efecto cuello de botella
provocado por el uso de insecticidas en su anterior erradicacion (Carrozza et al.,
2016).

Aedes (Stegomya) albopictus (Skuse)

Aedes albopictus es un mosquito que puede estar presente en una
variedad de habitats, distribuidos en zonas rurales hasta urbanas, dejando en
evidencia la habilidad de la especie para sobrevivir en gradientes variables de
condiciones microambientales. Ademas de reproducirse en recipientes
asociados al hombre, habita en recipientes naturales como bromélias, hueco de
arbol y tocones de bambu (Hawley et al., 1987; Monteiro Marques et al, 2001).
Las hembras presentan un habito predominantemente diurno con un pico de
actividad de “picadura” entre las 16 y 17 hs. Es una especie oportunista donde
el humano es una fuente mas de alimentacion (Marques & De Castro Gomes,
1997).

Esta especie de mosquito es originaria del suroeste de Asia, ha sido
descrito por primera vez en Calcuta, India por Skuse en 1984. Su distribucion
original abarca varias regiones biogeograficas: oriental, australasia y paleartica,
por ello ha recibido el nombre de “tigre asiatico” (Forattini, 2002). En su rama
ancestral asiatica tiene una distribucién extendida que incluye poblaciones
tropicales sin diapausa fotoperiddica y poblaciones templadas que presentan
diapausa (Hawley 1988). La diapausa es una detencion del desarrollo controlada
hormonalmente que se desencadena mediante un estimulo antes del inicio de
las condiciones ambientales desfavorables. Proporciona un mecanismo de
adaptacion para la coordinacion temporal del crecimiento, desarrollo y la latencia

en un entorno estacional (Armbruster, 2016).

Las poblaciones templadas de Ae. albopictus son resistentes al frio debido
a la diapausa del huevo, dichas caracteristicas se han encontrado en huevos en
Norteamérica, constituyendo una prueba del origen templado de dicha invasion
(Armbruster, 2016). En las poblaciones tropicales de Ae. albopictus, la diapausa
esta ausente, Lounibos (2003) sugirié de todas formas que durante la invasion,

la diapausa evoluciono relativamente rapido.
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Para al continente americano fue citada por primera vez en el condado
de Harris, en Texas (EEUU) en al afio 1985. ElI mosquito llegé via maritima, en
un embarque de neumaticos usados provenientes de Asia (Martinez Mufioz,
1995).

En América del Sur, 20 afios después de su deteccion en Brasil ya se
encontraba en 24 de sus 27 estados (Pancetti et al., 2015).

Su distribucion mundial actual, realizada gracias a 22.137 registros, se

muestra en la figura 2.
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Figura 2. Distribucién mundial de Aedes albopictus tomado de Kraemer et al. (2015)

Distribucion en Argentina

Fue detectada por primera vez en Argentina en 1998 (Rossi et al., 1999).
A diferencia de otros paises del continente, donde se ha dispersado ampliamente
y de manera rapida, en nuestro pais y hasta la actualidad su distribucién se
encuentra restringida a la provincia de Misiones. Se lo ha encontrado en las
siguientes localidades: San Antonio (Rossi et al., 1999); Eldorado (Schweigmann
et al., 2004); Puerto Iguazi y Comandante Andresito (Rossi et al., 2006) y
Colonia Aurora (Lizuain et al., 2016). Las proporciones encontradas con respecto
a Ae. aegypti son de 1/10 hasta 1/4 (Stein et al., 2018).
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Poblaciones simpatricas: Interacciones entre Aedes aegypti (L.) y Ae.

albopictus (Skuse) (Diptera: Culicidae)

Las interacciones de las especies invasoras varian en el espacio y el
tiempo y dependen de las condiciones locales y las especies que interactdan
(Juliano & Lounibos, 2005).

Los estados inmaduros de Aedes aegypti y Ae. albopictus comunmente
se encuentran en el mismo contenedor artificial de areas urbanas, suburbanas y
rurales, constituyendo poblaciones simpatricas en regiones tropicales y sub
tropicales (Braks et al., 2003; Passos et al. , 2003, Rey et al., 2006). Debido a
este habito asociativo, en diversas partes del mundo se han observado diferentes
situaciones: la sustitucion del mosquito nativo Ae. albopictus por Ae. aegypti en
algunas é&reas del nucleo urbano del sudeste de Asia; la disminucién en la
abundancia o el desplazamiento de Ae. aegypti por la reciente expansion de Ae.
albopictus; y la existencia de regiones en las cuales ambas especies coexisten

o inclusive viven como especies simpatricas (Rey & Lounibos, 2015).

La mayor parte de los estudios sobre la interaccion de estas dos especies
fueron realizados en Estados Unidos, por ejemplo en Florida, donde Ae. aegypiti
se encontraba distribuido por todo el estado antes de la llegada de Ae. albopictus
en la década del 90, desde entonces ha disminuido en abundancia y distribucion.
Esta disminucion en la abundancia se relacioné con el establecimiento de Ae.
albopictus en areas donde anteriormente su distribucion se superponia (Kaplan
et al.,2010).

Para explicar este fendmeno de desplazamiento o competencia entre
ambas especies surgieron varias hipotesis enmarcadas en principios ecoldgicos
que postulan que dos especies no pueden ocupar el mismo nicho, lo que
desencadena en la reduccion de la poblacion de una de las dos especies, debido

a la competencia con la otra (Rey & Lounibos, 2015).
1. Segregacion por habitat

Las especies evitan la competencia directa explotando diferentes habitats,
los estudios de Braks et al. (2003) en Estados Unidos y Brasil demostraron la

influencia del habitat sobre la abundancia de ambas especies. Aedes aegypti
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predomina en areas urbanas, Ae. albopictus en areas rurales y coexisten en

areas periurbanas.
2. Competencia por los recursos

Desde su introduccion al continente americano se han observado distintas
situaciones con respecto a la competencia interespecifica entre Aedes aegypti y
Ae. albopictus. En América del Norte los experimentos en laboratorio realizados
por Barrera (1996) demostraron que cuando existe hacinamiento o limitacion en
la fuente de alimentos en contenedores artificiales, Ae. albopictus tiene mejores
oportunidades de supervivencia y causa reducciones significativas en la
supervivencia de Ae. aegypti. Los experimentos a campo han arrojado
resultados similares, sin embargo el resultado de la competencia interespecifica
dependeria del tipo de recurso alimenticio utilizado y de las condiciones
ecologicas del habitat. Por lo tanto la competencia por el recurso en el estado de
larva parece ser suficiente para el reemplazo de Ae. aegypti por Ae. albopictus
Gnicamente en hdbitats marginales de Ae. aegypti, como areas boscosas
suburbanas de Florida (EE. UU.) (Juliano, 1998).

En Rio de Janeiro (Brasil) los experimentos a campo demostraron que Ae.
albopictus es capaz de mantener un crecimiento poblacional positivo con
respecto a Ae. aegypti a menor disponibilidad de recursos, sugiriendo que es un
mejor competidor, de manera similar a las poblaciones de Norteamérica mas alla
del origen genético diferente de ambas poblaciones (Braks et al. , 2004; Heinisch
et al., 2019).

Con respecto a las condiciones del habitat y la supervivencia de huevos,
la desecacion, las altas temperaturas y la baja humedad afectan de manera
diferencial a ambas especies. En condiciones secas existe una mayor mortalidad
para los huevos Ae. albopictus en comparaciéon con Ae. aegypti. En condiciones
de mayor humedad, existe un pequefio impacto para Ae. aegypti y un efecto
negativo para A. albopictus (Juliano et al. 2002; Costanzo et al., 2005).

3. Interferencia quimica

Esta hipotesis plantea que un aumento en la densidad de larvas de

mosquitos resulta en la acumulacion de productos de excrecion toxicos
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(desechos nitrogenados), provocando algun efecto en la competencia
(Bédhomme et al. 2005).

4. Competencia de apareamiento o satirizacion

Los efectos asimétricos de los apareamientos interespecificos favorecen
a Aedes albopictus, porque los machos de Ae. albopictus transfieren durante el
apareamiento sustancias con efectos sobre las hembras de Ae. aegypti que le
Impide apareamientos posteriores. Sin embargo no fue observado este efecto de
los machos de Ae. aegypti sobre las hembras de Ae. albopictus (Tripet et al.,
2011). Otros estudios en cambio indican que las hembras de Ae. aegypti en
simpatria con Ae. albopictus, ya sea en condiciones naturales o experimentales,
desarrollan rapidamente mecanismos de aislamiento reproductivo en

apareamientos con machos de Ae. albopictus (Bargielowski et al., 2013).
5. Eclosion retardada

La densidad larval influye en la eclosion de huevos, provocando una
disminucién en la tasa de eclosion en respuesta a los aumentos de la densidad
larvaria. Este tipo de interaccion tendria el potencial de provocar cambios rapidos

en la composicion de las especies larvales.

La eclosién en Aedes spp. se da luego que los huevos entran en contacto
con el agua, y la superficie de los mismos es colonizada por microorganismos lo
cual disminuye el oxigeno disuelto debido a la respiracion microbiana y se
desencadena la eclosion (Hawley et al., 1987). A pesar de este estimulo para la
eclosion, una parte de los huevos permanece en estado de latencia para
eclosionar en las siguientes inundaciones, fenémeno conocido como eclosion en
cuotas o retardada (Gillett et al., 1977).

Las larvas impiden la eclosién de los huevos porque se alimentan de las
bacterias que habitan su superficie, a medida que aumenta la densidad larvaria,
se consumen mas bacterias y disminuye la tasa de eclosion de huevos, este
mecanismo estaria influyendo en la composicion de las comunidades de Aedes
albopictus y Ae.aegypti que habitan en los mismos recipientes. Esta hipotesis
sugiere que las larvas de Ae. albopictus suprimen diferencialmente la eclosion

de los huevos de Ae. aegypti (Edgerly et al., 1993).
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6. Patogenicidad diferencial por Ascogregrarina

Esta hipotesis estd centrada en la patogenicidad diferencial de las
Ascogregarina (Craig, 1993) y plantea efectos asimétricos provocados por la
infeccion. La infeccion podria causar descensos en la densidad de Ae.aegypti, el
cual se infectaria con la especie parasito natural de Ae. albopictus, A.
taiwanensis; causando efectos negativos en su supervivencia. En cambio la
ascogregarina presente en Ae. aegypti, A. culicis no infectaria a Ae. albopictus
(Munstermann & Wesson, 1990; Blackmore et al., 1995; Juliano, 1998; Reyes-
Villanueva et al., 2003).

Mecanismos de coexistencia en Argentina

En el caso de las poblaciones simpatricas de Aedes aegypti y Ae.
albopictus de Argentina, los trabajos previos realizados en la localidad de
Eldorado correspondiente a Faraone (2016) plantean dos mecanismos que
estarian actuando para permitir la coexistencia de ambas especies y no el
reemplazo de una por otra. Uno de estos mecanismos es el efecto negativo sobre
el sitio de ovoposicién de una especie sobre la otra. El segundo es un patron de
eclosion diferente entre ambas especies, que les permitiria separarse en el
tiempo y evitar la competencia directa entre ellas. Aedes albopictus alcanza los
mayores porcentajes de eclosion antes que Ae. aegypti. Esto representaria una
desventaja para Ae. albopictus ya que eclosiona en un ambiente pobre en
nutrientes y con mayor riesgo de ocurrencia de efectos desafortunados, como
por ejemplo la sequedad del criadero; esto indirectamnete representaria una

ventaja para Ae. aegypti.
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CAPITULO 1

Distribucion espacio-temporal de Aedes aegypti

y Ae. albopictus en Eldorado, Misiones
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INTRODUCCION

Los estudios de patrones temporales y espaciales a escala regional, de
mosquitos vectores de patdgenos que afectan a la salud humana, son
importantes desde el punto de vista epidemiolégico (Vezzani & Carbajo, 2008;
Waldock et al., 2013).

Aedes aegypti Linnaeus se encuentra ampliamente distribuido en areas
urbanas templadas, tropicales y sub tropicales con una preferencia a los
recipientes artificiales para la oviposicion (Lopes et al., 2004; Vezzani & Carbajo,
2008). Aedes albopictus Skuse ha extendido su distribuciéon por el mundo con
éxito en los ultimos 30 afios, gracias a su plasticidad fisiolégica y ecoldgica. La
fisiolégica dada, al igual que en Ae. aegypti, principalmente por la capacidad de
sobrevivir en condiciones tropicales y templadas gracias a la puesta de huevos
resistentes al frio y la desecacién; y la ecologica relacionada con la capacidad
de reproducirse en diversos habitats naturales (huecos de arboles, bromelias,
tocones de tacuara) hasta una amplia variedad de recipientes provistos por el
hombre (Vezzani & Carbajo, 2008; Waldock et al., 2013).

Influencia del ambiente y las variables climaticas en la biologia de Aedes
spp.

La tasa de desarrollo y la supervivencia de los organismos, incluidos los
mosquitos vectores, varian en respuesta a diversos factores bioticos y abioticos
del medio en el que se desarrollan (Beserra et al., 2006; Serpa et al., 2013). La
ampliacion a nivel global en la distribucién de Ae. aegypti y Ae. albopictus en los
altimos 30 afios, estaria relacionado con la modificacion de las variables
ambientales, cuyos efectos provocan un cambio climético (Reinhold et al., 2018).
Entre las variables ambientales la lluvia, la temperatura y la humedad relativa
son factores determinantes de la presencia y frecuencia de ambas especies (Azil
et al., 2010; Nance et al., 2018).

Temperatura

La temperatura es un factor abidtico que influye directa o indirectamente
en la biologia de los insectos, afectando su fisiologia, ecologia, desarrollo,
desplazamiento y supervivencia (Reinhold et al., 2018). Particularmente en los
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insectos vectores ejerce un importante efecto en la dinamica poblacional. Las
tasas de desarrollo de Ae. aegypti y Ae. albopictus es funcién de la temperatura
ambiental, sin embargo el acervo genético de las poblaciones desempefia un rol
importante en el comportamiento de las mismas. Esto ha sido demostrado en
Argentina para Ae. aegypti, en el cual se observé un comportamiento diferencial
en poblaciones provenientes de diferentes lugares geograficos criadas bajo las
mismas condiciones de laboratorio. Esta evidencia de adaptacién a las
condiciones ambientales locales esta respaldada por el hecho que en nuestro
pais existen altos niveles de polimorfismo genético producto de los diferentes
origenes de las poblaciones (Duefias et al., 2009; Grech et al., 2010; Llinas &
Gardenal, 2011; Muttis et al., 2018).

La temperatura, junto a la humedad relativa son factores esenciales en la
supervivencia del adulto de Aedes spp.; en cuanto a los estadios larvales
adquiere importancia la temperatura del agua (Beserra et al., 2006; Waldock et
al., 2013). Los valores mas altos se relacionan con un desarrollo del ciclo mas
rapido (Rueda et al., 1990; Kingsolver & Huey, 2008; Couret et al., 2014). Para
poblaciones de Ae. aegypti de la region noreste de Brasil la temperatura
favorable para el desarrollo del ciclo de vida es entre 21°C y 29°C, y para la
longevidad y fecundidad entre 22°C y 30°C. Con temperaturas por debajo de
17°C la eclosion de huevos no ocurre (Beserra et al., 2006). Para la fase larvaria,
la mayor supervivencia fue observada a temperaturas de 21°C. Para poblaciones
del norte de Argentina, las condiciones 6ptimas de temperatura del agua para un
desarrollo larval de 5,8 dias y de pupa 2,5 dias es de 25,6 °C (Tejerina et al.,
2009).

En cuanto a la supervivencia del adulto de Ae. albopictus, se observa una
disminucién de la longevidad por debajo de 15°C y por encima de 30°C (Calado
& Navarro-Silva, 2008). Con respecto a la resistencia al frio de los huevos,
experimentos realizados con huevos provenientes de Asia y EE UU mostraron
que resisten por 24 hs a -10° C. Las larvas y pupas evidencian una supervivencia
optima entre 25°C y 30°C, y una alta mortalidad por debajo de 15°C y por encima
de 36°C (Waldock et al., 2013).
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Precipitacion

La precipitacion es una de las variables ambientales mas complejas que
afecta a las poblaciones de mosquitos. Por un lado influye sobre la creacion de
nuevos sitios de reproduccion, pero ademas debido a la escasa o ninguna
resistencia de los estados larvales y de pupa a la desecacion, cuando es escasa
y no alcanza para mantener los volimenes de agua de los sitios de cria, provoca
disminuciones en la poblacién. Otro factor negativo asociado a las
precipitaciones abundantes es el lavado de los sitios de cria que afectaria los
estados inmaduros (Waldock et al., 2013).

Diferentes investigaciones han demostrado que la temperatura y la
precipitacion afectan la dinamica poblacional de mosquitos (Alto & Juliano, 2001;
Vezzani et al., 2004; Ponce et al., 2004; Stein et al., 2005; Almeida Costa et al.,
2006).

Humedad relativa

La humedad relativa tiene un impacto en las etapas de huevo y adulto del
ciclo de vida de los culicidos. Para Ae. albopictus las tasas de eclosién de huevos
son mayores a valores altos de humedad relativa (HR). En cuanto a la
supervivencia del adulto, con valores de humedad igual o inferior al 50 % se
observé una disminucién de la longevidad, donde los individuos sobreviven de
1 a 3 dias (Calado & Navarro-Silva, 2008).

En Ae. aegypti los porcentajes de humedad altos (80%) junto a
temperaturas de 25°C, aumenta las tasa de ovoposicién, mientras que a
temperaturas de 35°C y 60 % de humedad se produce un rapido descenso en la
puesta de huevos (Canyon & Miller, 1999; Almeida Costa et. al, 2006). La
fecundidad y supervivencia del adulto también es afectada por la humedad junto
a la temperatura. Con valores de humedad de entre un 60 y 90% las diferencias
en la supervivencia del adulto son muy pequefias, con valores mas bajos o
superiores al 90% se produce una disminucion en la longevidad (Mogi et al.,
1996; Reiskind et al., 2009; Waldock et al., 2013).
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Distribucion temporal de Aedes aegypti y Ae. albopictus en Argentina

Los datos de distribucién temporal en Argentina provienen principalmente
de estudios de oviposicion realizados en diferentes regiones geograficas que
evidencian distintos patrones estacionales. En la region templada existe un
patron de oviposicidén discontinuo mas relacionado a la temperatura ambiente
que a las precipitaciones, registrandose ausencia de ovipostura en los meses
mas frios (Campos & Macia, 1996; Carbajo et al., 2004 Vezzani et al., 2004). En
la region subtropical existen patrones diferentes para la region noreste (NEA) y
noroeste (NOA) debido a que la dinamica de oviposicion de Ae. aegypti esta
fuertemente influenciada por las variables meteoroldgicas, especialmente las
temperaturas minimas (Estallo et al., 2015). Existen trabajos que evidencian un
patrén ininterrumpido de actividad de Ae. aegypti todo el afio en Corrientes y
Misiones (NEA) y Salta (NOA) (Borda et al.1999; Micieli & Campos, 2003;
Aponte, 2017; Stein et al., 2018). En cambio Estallo et al., (2015) en Oran, Salta
y Stein et al. (2005) en Resistencia, Chaco encontraron un patron interrumpido

de oviposicion, sin actividad en la época invernal.

Los escasos estudios sobre Ae. albopictus en Misiones registran su
presencia durante todo el afio con proporciones entre 1/10 hasta 4/10 respecto
de Ae. aegypti (Lizuain et al., 2016; Stein, 2018).

Distribucion espacial de Aedes aegypti y Ae. albopictus en Argentina

La distribucién actual de Ae. aegypti en Argentina lo sitia mas hacia el sur
y al oeste que en el siglo pasado durante su erradicacién (Diaz-Nieto et al.,
2013). Rossi (2015) cita a la especie en todas las regiones de Argentina, incluido
Cuyo y la provincia de Neuquén. Entre las hipétesis para explicar este
desplazamiento se encuentran la variabilidad genética de las subpoblaciones de
Argentina (Gardenal, 2011) y los desplazamientos de isotermas hacia el sur del
pais (Burgos et al., 1994). En el caso de Ae. albopictus su distribucién esta
restringida a cinco localidades de la provincia de Misiones, donde su presencia
y abundancia se ha relacionado con areas periurbanas de abundante vegetacién
(Espinosa et al., 2007).
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La escasez de estudios a escala regional sobre los patrones temporales
realizados de manera ininterrumpida con Ae. aegypti en el noreste de Argentina,
sumado a los interrogantes en cuanto a la bionomia de Ae. albopictus en el pais,

nos llevaron a plantear los siguientes objetivos:

e Analizar la distribucién espacial y temporal de poblaciones simpétricas de
Ae. aegypti y Ae. albopictus en la localidad de Eldorado, Misiones.

e Determinar la asociacion entre las variables ambientales (precipitacion,
humedad relativa y temperatura media mensual) con la abundancia de

Ae. aegypti y Ae. albopictus en la localidad de Eldorado, Misiones
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MATERIALES Y METODOS
Descripcién del area de estudio:

La ciudad de Eldorado (26°24'00"S 54°38'00"O) se encuentra ubicada a
212 m sobre el nivel del mar, al noroeste de la provincia de Misiones, Noreste de
Argentina (Fig. 1). Pertenece al departamento homonimo, es la tercera ciudad

mas importante de la provincia, con una poblacién de 100 mil habitantes.

La ciudad se desarrolla a ambos lados de la ruta Nacional N°12,
organizada en 95 barrios. Las principales actividades econémicas de la region
son la explotacién forestal (aserraderos, industria celulésica papelera) y la
agricultura, orientada a la produccion de cultivos industriales (yerba mate, té,
tabaco y citricos (https://www.eldorado.gob.ar).

Fitogeograficamente corresponde a la provincia Paranaense, Bosque
Atlantico Interior. Se caracteriza por presentar tres estratos arbéreos, con lianas,
epifitas y hemiepifitas; y un sotobosque de helechos y fanerofitas herbaceas y
arbustivas, incluidas bambuseas (Oyarzabal et al., 2018). El clima es calido y
hamedo, subtropical sin una estacibn seca marcada, con una importante
amplitud térmica y pluviométrica, lo que denota su caracter "continental" y
convierte a esta regiéon en una de las mas humedas del pais. La temperatura
media anual es de 22°C, con una temperatura maxima de 38,5°C y minima de -
5,4°C. El periodo sin heladas es de 315 dias. La precipitacion media anual es de
2017 mm y la temporada mas lluviosa es en otofio (563 mm) (Eibl et al., 1999;

Manso Hernandez et al., 2010).

55


https://www.eldorado.gob.ar/

Paraguay fiorado
A {

Misiones

f ! .
Brazil

SZeHZmMOPS o

Figura.1l. Mapa de localizacion en Argentina de la provincia de Misiones. Sitio de colecta: ciudad
de Eldorado.

Recolecciéon de culicidos

Los muestreos mensuales para captura de estados inmaduros (larvas y/o
pupas) se realizaron desde mayo de 2016 a abril de 2018. Las muestras se
tomaron de habitats artificiales (considerados aquellos contenedores provistos
por el hombre propicios para el desarrollo de estados inmaduros de mosquitos)
y habitats naturales como: bromelias, tacuaras y huecos de arbol. Se
seleccionaron 4 tipos de sitios 0 paisajes, descriptos a continuacién, buscando
abarcar los ambientes mas favorables para la cria de culicidos, en base a
muestreos previos realizados por el grupo de trabajo. En la fig. 2 se observa la

distribucion de los sitios de muestreo.
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Figura 2. Mapa de la ciudad de Eldorado, Misiones con los puntos de muestreo. Los datos
fueron tomados con Garmin, y el mapa se realiz6 con datum WGS 84 (World Geodetic System
1984).

Viviendas familiares: las viviendas estan ubicadas en terrenos amplios
y presentan abundante vegetacion, transformandolas en un sitio de potencial
acumulacion de recipientes con agua. Las visitas a los diferentes barrios de la
ciudad se realizaron junto al personal de control de vectores de la municipalidad
de Eldorado, quienes realizaban ademas el trabajo de control focal, que consistia
en la entrega de folletos explicativos al residente de la vivienda, deteccién de los
criaderos y servicio de recoleccion de aquellos que no podian ser eliminados
facilmente, por ejemplo chatarras. Dentro del domicilio se realiz6 la busqueda de

potenciales recipientes de cria en los alrededores de la vivienda (Fig. 3).
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Figura. 3. Recoleccion de culicidos en patios de viviendas familiares de Eldorado, Misiones.

Cementerios: las muestras fueron colectadas en todos los cementerios
de la ciudad, “Catdlico histérico Picada 18" y “San Juan” (26°24’14.0”S,
54°34’°33.3"W) ubicados en el km 12 de la avenida San Martin, linderos a una
zona residencial de la ciudad, rodeados de abundante vegetacion y con
plantaciones de pino cercanas; “La Piedad”, “Cementerio Danés y “Cementerio
Luterano” ubicados lindantes en el km 4 de la avenida San Martin (26°402°709”
S y 54°653°.684” O). En los alrededores de éstos ultimos se encuentran barrios
de viviendas familiares y asentamientos precarios. En cada uno de los predios
se recorrieron nichos y tumbas en el suelo, de estas ultimas se extrajo la mayor

cantidad de muestras (Fig. 4).
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Figura. 4. Recoleccion de culicidos en cementerios de Eldorado, Misiones.

Gomerias: existen en la ciudad una gran cantidad de gomerias
distribuidas por el casco urbano y alrededores. Se han visitado durante el periodo
de muestreo alrededor de 17 diferentes, se busco visitar mensualmente las
mismas, hecho que resulté muy dificil por ser una actividad muy fluctuante en la
ciudad (Fig. 5).
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Figura. 5. Habitats de culicidos en gomerias de la ciudad de Eldorado, Misiones.

Parque Schwelm: es un parque urbano municipal de aprox. 8 hectareas
qgue se encuentra en el extremo oeste de la ciudad en cercanias de la costa del
rio Parana (26°24'36.4"S y 54°41'20.9" O). Posee un area de camping Yy
parquizado con especies exoticas y bromélias, ademas se encuentra un museo
municipal con la casa del fundador de la ciudad. En la zona mas cercana al

riopresenta un tacuaral, rodeado de bosque secundario (Fig. 6).
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Figura. 6. Parque Municipal Schwelm y sus diferentes areas, Eldorado, Misiones.

El agua de los criaderos fue colectada directamente a una bandeja blanca,
en los casos en que no fue posible tomar todo el volumen de agua se utilizé un
cuchardon de 300 ml de capacidad, efectuandose siempre que fuera posible 10
colectas por criadero. Para transferir las larvas desde la bandeja blanca a frascos
apropiados para su traslado al laboratorio se utilizaron pipetas plasticas. Los
frascos fueron tapados y rotulados con los correspondientes datos de coleccién
(tipo de criadero, sitio y fecha). En los criaderos naturales se utilizd un frasco
aspirador, que consiste en un frasco de vidrio con tapon de goma perforado con
dos orificios, por donde se colocaron mangueras plasticas flexibles utilizadas
para la aspiracion, y a modo de sifon, toda el agua es colectada.

Se registraron las variables de interés de cada uno de los habitats larvales,
como ser pH; temperatura; volumen de agua; color del agua; turbidez; cobertura
del recipiente; presencia de materia organica; tipo de recipiente; material de
construccion; ubicacién respecto a la luz solar considerando sombra parcial:
cuando el criadero estaba parcialemente expuesto al sol, sombra profunda: los
rayos solares no ingresaban al criadero y pleno sol: durante la mayor parte del
dia existia una exposicion directa a la luz solar (Tabla 1). Todos estos registros
se consignaron en planillas confeccionadas para tal fin, donde ademas se
georeferenciaron los sitios positivos para especies de Culicidae. EI nimero de
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muestras mensual fue de N=60, distribuidos de la siguiente manera: 20 habitats
naturales, 20 habitats artificiales de cementerio, 10 de gomerias y 10 de
viviendas. Las larvas y/o pupas fueron trasladadas al laboratorio del Instituto de
Medicina Regional para su cria, conservacion y determinacion (Fig. 7).

Los habitats larvales fueron clasificados en tres categorias: presencia de
Ae. aegypti sin Ae. albopictus (AE) presencia de Ae. albopictus sin Ae. aegypti
(AA) y presencia de ambas especias (AAE). No se ha considerado la presencia
de otros culicidos en la clasificacion de habitats.

Figura 7. Cria de culicidos en el Instituto de Medicina Regional, Resistencia, Chaco.

62



Tabla 1. Variables medidas en los diferentes habitats de Culicidae de la ciudad de Eldorado,
Misiones

Variables del habitat

sitio (vivienda familiar, gomeria, cementerio, parque)

tipo de recipiente (chatarra, lona, caucho /neumatico, recipiente de
cemento, recipiente de ceramica, recipiente de metal, recipiente de

plastico, recipiente natural, recipiente de vidrio, tanque de agua, otros)
materia organica en descomposicion (presencia, ausencia)
tamanfo del habitat larval (pequefio, mediano, grande)

localizacién del habitat en relacién al sol (sombra parcial, sombra

profunda, pleno sol)
temperatura del agua (registrada con termémetro digital)
pH del agua ( registrado con dispositivo digital)

color del agua (estimado visualmente, transparente, ocre, marrén, negro,

verde)

turbidez del agua (estimada visualmente como baja, media, alta)

Identificacion de individuos

Para la determinacion de las especies de Culicidae halladas se utilizaron

claves dicotdomicas (Darsie 1985; Consoli y de Oliveira 1994). La observacion de

las larvas se realiz6 bajo la luz de un microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi

2000-C) (1X).

Analisis de datos

Los analisis fueron realizados con el software estadistico InfoStat /E

version 2018 (Di Rienzo et al., 2018). Para la comparacion de las abundancias

mensuales de Ae. aegypti y Ae. albopictus se utilizo el test de Kruskall-Wallis

para andlisis de la varianza no paramétrico, luego de probar la normalidad de los

datos con Shapiro-Wilks. Ademas se realizé una prueba de comparaciones de a

pares.
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Para establecer relaciones entre la abundancia de larvas, temperatura
media, humedad relativa y la precipitacion acumulada se realiz6 un analisis de
correlacion lineal simple, utilizando el coeficiente de correlacion de rangos de
Spearman. Las correlaciones se realizaron sin retraso y con 4 y 8 semanas de

retraso.

La informacion de las variables meteorolédgicas fue proporcionada por el
Servicio Meteorolégico Nacional, de la estacion mas cercana ubicada en la
ciudad de Puerto Iguazu (25° 40' 0" S, 54° 30' 0" W), ubicada a 100 km de la
localidad de estudio. Se calcularon promedios mensuales obteniendo las
variables: temperatura mensual minima (Tmin), temperatura media (Tmed) y
maxima (Tmax); humedad relativa minima (HRmin) y maxima (HRmax). En el
caso de la variable precipitacion (Prec.) se utilizaron los valores acumulados.
Teniendo en cuenta las caracteristicas bioldgicas de las especies estudiadas se
correlacioné la variable respuesta con las variables climaticas ademas de sin
retraso, con un tiempo de retardo de 4 y 8 semanas, es decir, un lapso que
transcurre desde que se registra un cambio en las condiciones meteorolégicas,
y que se vea reflejado en el nUmero de inmaduros encontrados (Dominguez et
al., 2000).
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RESULTADOS

Distribucion espacial de Aedes aegypti y Ae. albopictus en la ciudad de

Eldorado, Misiones

Como resultado de los muestreos realizados de mayo de 2016 a abril de
2018 en la ciudad de Eldorado, se recolectaron 20.057 larvas y/ pupas de Ae.
aegypti, 3150 de Ae. albopictus y 4570 de otros culicidos (Aedes spp., Culex spp,
Limatus spp., Sabethes spp., Toxorhynchites spp., y Wyeomyia spp.).

Se encontr¢6 diferencias significativas en las abundancias de Ae. aegypti
y Ae. albopictus entre los cuatro sitios de muestreo (H=104.59, p< 0.0001 y
H=37.14, P<0.001). En el caso de Ae. aegypti la mayor abundancia se hall6 en
las viviendas familiares mientras que en el parque se registré la menor

abundancia de larvas y/o pupas (Tabla 2).

Tabla 2. Abundancia de Aedes aegypti en los diferentes sitios de muestreo en la localidad de
Eldorado, Misiones.

o Abundancia N° recip. Media
Sitio D.E. *
total positivos inmaduros
Vivienda familiar 8744 215 40,67 51,44 A
Gomeria 5081 195 26,09 38,64 B
Cementerio 6183 345 17,92 28,15 C
Parque 49 36 1,36 2,46 D

*: Test de prueba de comparaciones de a pares: medias con una letra comdn no presentan
diferencias significativas (p > 0,05); Desvio estandar (D.E.)

Para Ae. albopictus, el sitio gomeria se diferencio significativamente del
resto de los sitios, al presentar el menor nimero medio de larvas. El resto de

los sitios no presentaron diferencias significativas entre si (Tabla 3).

65



Tabla 3. Abundancia de Aedes albopictus en los diferentes sitios de muestreo en la localidad
de Eldorado, Misiones.

o Abundancia N° recip. Media
Sitio D.E. *
total positivos inmaduros
Vivienda familiar 1348 215 6,25 15,16 B
Gomeria 182 196 0,93 2,67 A
Cementerio 1528 345 4,43 11,56 B
Parque 92 37 2,59 3,91 B

*: Test de prueba de comparaciones de a pares: medias con una letra comdn no presentan
diferencias significativas (p > 0,05); Desvio estandar (D.E.)

Con respecto a las categorias de criaderos y su distribucion por sitios se
hallaron diferencias significativas (Chi cuadrado de Pearson 207.39, p<0.0001).
El cementerio fue el sitio donde se encontré la mayor abundancia de recipientes
de cria con Ae. aegypti sin Ae. albopictus (AE), y con Ae. aegypti y Ae. albopictus
criando en el mismo héabitat (AAE). Mientras que la menor cantidad de recipientes
con Ae. aegypti sin Ae. albopictus se encontré en el parque. Aedes albopictus
sin compartir habitat con Ae. aegypti (AA) se encontrd0 mayoritariamente en
parque, el resto de los sitios presentaron las mismas proporciones. En la Tabla
4 se observa la frecuencia relativa de cada tipo de criadero dentro de cada sitio

estudiado.

Tabla 4. Frecuencia de recipientes de cada categoria en los diferentes sitios de muestreo.

Sitio AA AAE AE Total
Cementerio 0,01 0,19 0,23 0,43

Gomeria 0,01 0,06 0,18 0,25

Parque 0,02 0,01 0,01 0,04

Vivienda familiar 0,01 0,13 0,14 0,28

Total 0,05 0,38 0,57 1

AE: recipiente con Aedes aegypti sin Ae. albopictus; AAE: recipiente con Ae. aegypti y Ae.
albopictus; AA: recipiente con Ae. albopictus sin Ae. aegypti
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Distribucion temporal de Aedes aegypti y Ae. albopictus en la ciudad de

Eldorado, Misiones.

La presencia de inmaduros de Ae. aegypti y Ae. albopictus fue registrada
durante los 24 meses de muestreo. Se observaron diferencias significativas en
la abundancia de ambas especies durante los diferentes meses de muestreo
(H=80.56; p<0.0001 y H=H 79.2; p <0.0001 respectivamente).

Para Ae. aegypti, los meses con menor abundancia media de larvas
fueron: junio, agosto, septiembre y octubre de 2016; junio, julio y agosto de 2017.
Las mayores abundancias medias de registraron en los meses de mayo 2016,
febrero y diciembre de 2017; febrero y abril de 2018. En el caso de Ae. albopictus
los meses de menores abundancias medias fueron: junio, julio, agosto, octubre
y noviembre de 2016; agosto, septiembre y octubre de 2017. Las mayores
abundancias medias se registraron en los meses de abril de 2017; febrero y
marzo de 2018 (Tabla 5).
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Tabla 5. Datos mensuales de Aedes aegypti y Ae. albopictus, abundancias mensuales (Ab.),
abundancias medias (Ab. media), desvio estandar (DE) y Ae. albo/Ae. aeg: proporcién de
inmaduros de Ae.albopictus en 10 inmaduros de Ae. aegypti.

Ab.Ae  Ab. Ab. Ae. Ab. o
SIS aegypti media P albopictus media e 223)//';‘3'
may-16 1000 32,26 60,31 68 2,19 3,86 0,7
jun-16 178 14,83 34,19 8 0,67 1,37 0,4
jul-16 293 16,28 19,81 13 0,72 2,42 0,4
ago-16 139 6,62 4,47 1 0,05 0,21 0,1
sep-16 197 8,95 16,85 58 2,64 6,78 3
oct-16 475 12,84 15,35 16 0,41 1,19 0,3
nov-16 601 19,39 26,83 17 0,55 1,55 0,3
dic-16 1051 26,95 48,71 182 4,67 13,01 2
ene-17 948 30,71 51,48 53 1,71 2,29 0,5
feb-17 1004 40,16 41,99 98 5,25 6,69 1
mar-17 1219 21,02 31,94 256 4,41 7,00 2
abr-17 842 20,54 35,22 355 8,66 22,14 4
may-17 1010 24,63 32,45 129 3,23 6,43 1
jun-17 509 14,14 18,64 177 4,92 12,96 3,5
jul-17 76 9,50 9,87 42 4,67 6,32 55
ago-17 295 12,83 17,99 24 1,04 2,25 1
sep-17 664 18,97 23,80 62 1,82 5,06 1
oct-17 1208 28,76 43,08 64 1,52 3,58 0,5
nov-17 1280 30,48 39,88 149 3,55 11,03 1
dic-17 1519 37,98 57,85 87 2,18 4,31 0,6
ene-18 1721 40,98 51,39 255 6,07 13,34 15
feb-18 1447 32,16 46,94 379 8,42 19,68 2,6
mar-18 1243 31,08 34,30 467 11,68 20,63 3,7
abr-18 1138 36,71 44,62 190 5,94 13,16 1,7
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Relacion entre las abundancias mensuales y las variables ambientales

Las abundancias de Ae. aegypti presentaron correlacion significativa y
positiva con la precipitacion,temperatura maxima y media con uno y dos meses
de retraso; temperatura minima sin retraso, con uno y dos meses de retraso.
Con la humedad relativa la correlacion fue negativa con uno y dos meses de

retraso (Tabla 6).

Tabla 6. Relacion entre la abundancia mensual de Aedes aegypti y las variables ambientales
de la localidad de Eldorado, Misiones.

Variable n coef. Spearman p-valor
Tmin 24 0,60 0,0021
Prec 1 24 0,59 0,0048
Prec 2 24 0,79 0,0002
Tmin 1 24 0,74 0,0004
Tmin 2 24 0,78 0,0002
Tmax 1 24 0,69 0,001
Tmax 2 24 0,76 0,0002
Tmed 1 24 0,80 0,0001
Tmed 2 24 0,79 0,0002
HRmax1 24 -0,47 0,0193
HRmax2 24 -0,53 0,0108

Tmin: temperatura minima sin retraso; Prec 1: precipitacion acumulada con un mes de retraso; Prec 2: con dos meses
de retraso; Tminl: temperatura minima mensual Prec 1: precipitaciéon acumulada con un mes de retraso; Prec 2: con dos
meses de retraso; Tminl: temperatura minima mensual con un mes de retraso; Tmin 2: temperatura minima mensual
con dos meses de retraso; Tmax 1: temperatura maxima con un mes de retraso; Tmax 2: temperatura maxima con dos
meses de retraso; Tmedl: temperatura media con un mes de retraso; Tmed2: temperatura media con dos meses de
retraso, HRmax 1: humedad relativa maxima con un mes de retraso y dos meses de retraso; HRmax 2: humedad relativa
maéxima con uno y dos meses de retraso.

La abundancia de Ae. albopictus correlacion6 con las variables
precipitacion con dos meses de retraso (0,65; p= 0,0019) y con la temperatura

minima y media sin retraso, con uno y dos meses de retraso (0,77; p=0,0002 y
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0,76; p=0,0003) (Tabla 7). Con la humedad relativa no existi6 correlacion.

Ademas correlacion6 con la temperatura maxima sin retraso.

Tabla 7. Relacion entre la abundancia mensual de Aedes albopictus y las variables
ambientales de la localidad de Eldorado, Misiones.

Variable n coef. Spearman p-valor
Tmin 24 0,73 <0,0001
Tmed 24 0,73 <0,0001
Tmax 24 0,62 0,0012
Prec 2 24 0,65 0,0019
Tmin 1 24 0,67 0,0013
Tmin 2 24 0,77 0,0002

Tmax 1 24 0,53 0,00105

Tmax 2 24 0,68 0,0012

Tmed 1 24 0,66 0,0014

Tmed 2 24 0,76 0,0003

Tmin: temperatura minima sin retraso; Tmed: temperatura media sin retraso; Tmax: temperatura maxima sin retraso;
Prec 2: precipitacién con dos meses de retraso; Tminl: temperatura minima mensual Tminl: temperatura minima
mensual con un mes de retraso; Tmin 2: temperatura minima mensual con dos meses de retraso; Tmax 1: temperatura
maxima con un mes de retraso; Tmax 2: temperatura maxima con dos meses de retraso; Tmed1: temperatura media con
un mes de retraso; Tmed2: temperatura media con dos meses de retraso.

Las mayores abundancias de inmaduros de ambas especies se
corresponden con los valores mas altos de precipitaciones con 30 y 60 dias de

retraso (Fig.8 'y 9).
m Acdes albopictus Aedes aegypti = Precipitaciones (mm)

1800 450
1600 400
1400 350
1200 300
1000 250

800 200
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400 100

200 50

Figura 8. Distribuciéon mensual de Aedes aegypti y Ae albopictus y las precipitaciones con 30
dias de retraso en la ciudad de Eldorado, Misiones.
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Figura 9. Distribucion mensual de Aedes aegypti y Ae albopictus y las precipitaciones con 60
dias de retraso en la ciudad de Eldorado, Misiones.

Se observé un aumento del nimero de inmaduros para ambas especies
a mayor temperatura media con 30 dias de retraso (Fig. 10). Las abundancias
de Ae. aegypti y Ae. albopictus, fueron menores cuando la humedad relativa
maxima presentd los valores mas altos para 30 dias de retraso, a valores
superiores al 90 % de humedad se observo que las abundancias de inmaduros
eran menores (Fig. 11).
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Figura 10. Distribucién mensual de Aedes aegypti y Ae. albopictus y las temperaturas medias
con 30 dias de retraso en la ciudad de Eldorado, Misiones.
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Figura 11. Distribucién mensual de Aedes aegypti y Ae. albopictus y humedad relativa maxima
con 30 dias de retraso en la ciudad de Eldorado, Misiones.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio evidencian un amplio predominio en
relacion a sus abundancias de la especie Ae. aegypti sobre Ae. albopictus en la
localidad de Eldorado a lo largo del periodo de muestreo. Aunque pudieron
observarse variaciones en cuanto a la proporcion de Ae. albopictus con respecto
a Ae. aegypti, siendo maxima en julio de 2017 (5/10), y minima en agosto de
2016 (0,1/10) a lo largo del periodo de muestreo. En 15 oportunidades esa
relacion fue igual o superior a lo reportado por Schweigmann et al. (2004) de
1/10, y similar a lo reportado por Stein (2018) de entre 1/10 a 4/10, para la misma

localidad.

A diferencia en estudios de campo en EEUU (Juliano, 1998) y Brasil
(Bracks et al., 2003) han demostrado la superioridad competitiva de larvas de
Ae. albopictus frente a Ae. aegypti, independientemente de las poblaciones de
origen o de las condiciones ambientales. En el sureste de Estados Unidos, y en
las Islas Bermudas se observd la evidencia mas solida de desplazamientos
competitivos de Ae. aegypti por Ae. albopictus (Juliano 1998; 2004; Lounibos &
Juliano, 2018). En Rio de Janeiro se encontr6 mayor abundancia de Ae.
albopictus con respecto Ae. aegypti, con proporciones de 80% y 20%
respectivamente (Hondério & Lourenco-de-Oliveira 2001; Hondrio et al., 2006;
Barros et al., 2009).

A pesar de ello Ae. aegypti persiste en diferentes ciudades donde habita
en simpatria con Ae. albopictus en el sur de Texas (Hornby et al., 1994; O’Meara
et al 1995; Moore 1999) y en la mayoria de las ciudades en Brasil (Galardo, 2002;
Passos et al.,, 2003; Serpa et al. , 2006; Serpa et al., 2013). Una de la
explicaciones de la co-existencia es la segregacion de habitats (Hawley 1988)
donde la primera predomina en areas urbanas mientras que la segunda en areas
rurales (Braks et al., 2003). La interaccion entre las caracteristicas de habitat con
el clima, la resistencia de los huevos a la desecacién, la seleccion de comida por
las hembras adultas, determinan la abundancia de las especies de Aedes e
incluso pueden ser limitantes (Vezzani et al., 2001). La urbanizacion esta
generalmente asociada con el decrecimiento de la vegetacion y el aumento de
la densidad poblacional e infraestructura, lo que favorece a una o a otra especie

(Bracks et al.,, 2003). En el presente estudio Ae. aegypti fue detectado en
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grandes abundancias en 3 sitios ubicados dentro del ejido urbano de Eldorado,
predominando en las viviendas familiares relacionado con la mayor diversidad y
disponibilidad de diferentes tipos de habitats y la preferencia antropofilica de la
especie. Aedes albopictus fue significativamente menos abundante en el sitio
gomeria, caracterizados por ser espacios abiertos o cerrados pero sin
vegetacion circundante, bajo techo o expuestos al sol. En contraposicion Ae.
aegypti fue muy abundante en este sitio y como lo evidencian diferentes estudios
realizados en la region templada y subtropical de Argentina representa un habitat

larval importante para la especie (Stein et al., 2007; Rubio et al., 2011).

Nguyen et al. (1974) mencionan la cobertura vegetal como un factor
importante que determina la presencia de Ae. albopictus en Vietnam y su
ausencia en areas altamente urbanizadas sin vegetacion. En la ciudad de
Eldorado el sitio gomeria fue el que menos cobertura vegetal presentd
comparado con las viviendas familiares, el cementerio y el Parque, lo que podria
explicar la menor abundancia media de Ae. albopictus en ese sitio en relacion a
los otros tres y a la segregacion de habitats como un factor de la co-existencia
de ambas especies en la ciudad. Estudios realizados de marcaje-liberacion y
recaptura de Ae. aegypti y Ae. albopictus en Brasil mostraron que la segunda
puede volar entre ambientes selvaticos y peridomésticos, mientras que Ae.
aegypti tiene una menor tendencia a dispersarse en el bosque, lo que sugiere
gue los bosques urbanos son un importante refugio para Ae. albopictus (Maciel-
de-freitas et al., 2006). En Colombia se reportaron resultados similares
asociando la distribucién de Ae. albopictus a areas de mayor densidad de
vegetacion, como los parques (Zorrilla et al., 2011).

Por otro lado la segregacion de habitat puede ser mas evidente en relacion
a las abundancias halladas de las especies pero no en cuanto a su ocurrencia
en los diferentes tipos de habitats larvales, ya que ambas especies se hallaron
colonizando una gran variedad de criaderos, algo que sera desarrollado con mas

detalle en el capitulo siguiente.

Los cementerios segun lo reportado para la ciudad de Buenos Aires por
Vezzani et al. (2001) brindan hébitats urbanos favorables para la proliferacién de
Ae. aegypti, debido a la gran cantidad de recipientes con agua, la sombra y la
presencia de fuentes de alimentacion para los mosquitos adultos. Antes de la
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invasion de Ae. albopictus en EEUU, Ae. aegypti ocupaba principalmente los
neumaticos y los recipientes en los cementerios, probablemente por la poca
accesibilidad y disponibilidad de recipientes domiciliarios. Actualmente en las
areas dénde Ae. aegypti fue desplazada por Ae. albopictus, esos habitats son
colonizados exclusivamente por la ultima especie (O’Meara et al., 1995). En el
presente estudio el cementerio fue el sitio con mayor proporcion de criaderos

compartidos por ambas especies.

Las fluctuaciones en las condiciones ambientales que afectan
negativamente las abundancias de las especies pueden afectar los resultados
de la competencia intra e interespecifica si las especies responden de manera
diferencial a esas fluctuaciones (Chesson, 2000). Juliano (2002) propone que la
coexistencia local de Ae. aegypti y Ae. albopictus es posible en el sur de Florida,
porque la estacionalidad climética con estacion seca y calida favorece a Ae.
aegypti y alivia los efectos de la competencia larval de Ae. albopictus por
mortalidad diferencial de sus huevos. Dunson y Travis (1991) mencionan tanto
factores bidticos como abidticos que pueden contribuir con los resultados de una
competencia inter-especifica entre especies estrechamente relacionadas y que

crian en los mismos tipos de contenedores.

Los resultados del presente trabajo evidencian la presencia de Ae. aegypti
y Ae. albopictus durante todo el afio en la localidad de Eldorado, Misiones. Sin
embargo Ae. aegypti muestra una mas temprana y ascendente recuperacion en
cuanto a sus abundancias durante la primavera, con picos en el mes de enero,
mientras que Ae. albopictus tiene abundancias fluctuantes y maximas
abundancias en abril y mayo. Aedes aegypti, presentd las mayores abundancias
durante el verano (diciembre a marzo), coincidente con las mayores
temperaturas medias del area que rondan entre 23,02°C y 26,70°C con maximas
de 32,52°C; y las mayores precipitaciones de la época estival. Las menores
abundancias coincidieron con los meses mas frios del afio con temperaturas
medias entre 13,75°C y 20,12°C, con minima de 8,91°C. En ambos casos se
consider6 la variable ambiental con 30 dias de retraso, por lo tanto las bajas
temperaturas de los meses frios afectarian a la generacién parental de los
inmaduros colectados, en su actividad de alimentacién, supervivencia y

reproduccion.
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Existen otros estudios realizados en el norte de Argentina, provincia de
Chaco, donde se registr6 mayor abundancia de huevos de Ae. aegypti entre
noviembre y diciembre, en respuesta a las altas temperaturas y las mayores
precipitaciones, con otro pico en abril, aunque menos importante coincidente con
las lluvias de otofio (Stein et al., 2005). En la provincia de Salta la actividad de
oviposicion puede ser continua durante todos los meses del afio, con un pico en
marzo asociado a las precipitaciones (Micieli & Campos, 2003). Para la provincia
de Corrientes, Borda et al. (1999) registran la presencia de inmaduros durante

las cuatro estaciones del afo.

En Séo Paulo, Brasil Serpa et al. (2006) registran estados inmaduros de
Ae. aegypti durante todo el afio con un pico al inicio del otofio (mes de abril) y
descensos al final de la estacion y principios de invierno (entre los meses de abril

y mayo, y junio Yy julio).

En cambio para la regién templada de Argentina Ae. aegypti es
encontrado desde la primavera hasta el otofio y la actividad de oviposicion cesa
con temperaturas por debajo de los 17°C, no registrandose actividad en la época
invernal, opuesto a la region subtropical del pais. Los adultos de Ae. aegypti no
sobreviven en el otofio- invierno, si, en cambio, los huevos que darian origen a
una nueva generacion en la primavera siguiente (Dominguez et al., 2000). Para
la provincia de Buenos Aires, Campos & Macia (1996) también reportaron que la
abundancia temporal de Ae. aegypti estaria condicionada por la temperatura
ambiente. Vezzani et al. (2004) reportan la presencia de inmaduros en la ciudad
de Buenos Aires desde la primera semana de octubre hasta la segunda semana
de julio, con la mayor abundancia el mes de marzo y disminuciones constantes

entre abril y julio.

En relacion a Ae. albopictus, detectamos mayores abundancias a fines de
verano, principio de otofio (febrero, marzo y abril) coincidente con la abundancia
de huevos de la especie reportado por Aponte (2017). En estos meses las
temperaturas medias se encuentran entre 22,58° y 26,70°, y ademas coincide
con las precipitaciones de otofio. Serpa et al. (2006) reportaron de manera similar
en Sao Paulo un pico en abril para Ae. albopictus, sin embargo no lo encuentran

todo el ano.
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Los reportes sobre los cambios en la densidad de la poblacion de Ae.
albopictus en respuesta a las precipitaciones son variables, esto refleja que
existen sitios de reproduccién dependientes e independientes de las lluvias; se
podria considerar por lo tanto que las poblaciones estan compuestas por dos
componentes, las que se reproducen en habitats permanentes no influenciados
por la lluvia, y las poblaciones que se reproducen en habitats creados por la lluvia
y que dependen de ella. La precipitacion a menudo se correlaciona con
aumentos en la densidad de huevos, larvas y / o adultos en el campo, y los picos
en la precipitacion media semanal se correlacionan con los picos posteriores en
el adulto de Ae. albopictus (Waldock et al., 2013).

En el norte de Florida donde Ae. albopictus ha excluido a Ae. aegypti no
se presentan periodos prolongados sin precipitacion durante el invierno (O’Neal
& Juliano, 2013). Las diferencias en la distribucion geogréafica de las dos
especies estarian asociadas con las diferencias en la tolerancia a la desecacién
de los huevos (Sota et al., 1992). La estacion seca reduciria la supervivencia de
huevos de Ae. albopictus lo que haria que sus abundancias sean menores al
principio de la estacion lluviosa que al final de la misma (Juliano et al., 2002). Por
lo que el secado de los contenedores contribuiria a la coexistencia de estos dos

competidores.

En el presente trabajo las variables ambientales que correlacionaron de
manera significativa y positiva con las abundancias de ambas especies fueron
las precipitaciones con dos meses de retraso, la temperatura minima sin retraso
y la temperatura media mensual a uno y dos meses de retraso, similar a lo
reportado por Estallo et al. (2015) para Ae. aegypti en Oran en la provincia de
Salta, donde la precipitacion y la temperatura minima son las variables climaticas
gue mas influyen sobre las abundancias de la especie. Para la provincia de
Buenos Aires, Campos & Macia (1996) encuentran que la abundancia relativa
temporal de Ae. aegypti estd mas relacionada con la temperatura ambiente que
con las precipitaciones. En la provincia de Misiones, Aponte et al. (2018)
encuentran que la temperatura era la Unica variable relacionada a la actividad de
oviposicion de ambas especies. En Brasil se detecta también que la temperatura
y la precipitacion estan significativamente relacionadas a la abundancia de

ambas especies de vectores, donde los periodos de mayores precipitaciones
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presentan las mayores abundancias (Marques & De Castro Gomes, 1997,
Honério & Lourenco-de-Oliveira, 2005; Hondrio et al., 2009; Rodrigues et al.,
2015). En el presente estudio Ae. aegypti ademas correlacion6 de manera
positiva con la precipitacion con un mes de retraso lo que favoreceria la
presencia temprana de larvas de la especie en los diferentes tipos de habitats en

relacion a la presencia de larvas de Ae. albopictus.

En relacion a los efectos de la temperatura sobre la tasa de crecimiento y
densidad de Ae. albopictus, Alto & Juliano (2001) estudiando poblaciones de la
especie de Estados Unidos proponen que las poblaciones de temperaturas mas
calidas (Sur de EEUU) tienen mayor tasa de crecimiento al principio de la
estacion favorable dénde se presentan picos de abundancia, pero una densidad
relativamente baja de adultos. En poblaciones templadas mas frias (Norte de
EEUU) presentan un crecimiento méas lento, pero una produccion mas estable
de adultos a lo largo de la temporada y alcanzan mayores densidades maximas.
En las regiones de climas templados tales como medio-oeste de Estados Unidos
y Japon, la estacion activa de Ae. albopictus es la primavera tardia y el otofio
temprano (Alto & Juliano, 2001).

En relacion a la humedad, altos porcentajes de humedad relativa afectan
la supervivencia y longevidad de huevos y mosquitos adultos como fue
demostrado en diferentes trabajos (Fay, 1964; Mogi et al., 1996; Reiskind et al.,
2009; Waldock et al., 2013). Aedes albopictus y Ae. aegypti sobreviven en un
amplio rango de humedad relativa, de todas formas existen escasos estudios de
los efectos de la humedad relativa sobre la supervivencia de huevos y adultos,
siendo uno de los factores complejos a la hora de estudiar dado que la
temperatura y la humedad relativa no son independientes (Waldock et al., 2013).
Generalmente en un rango de 60-90% de humedad relativa se observa poca
diferencia en la supervivencia de los adultos. Mogi et al. (1996) encontraron una
correlacion negativa entre la humedad relativa y la supervivencia de adultos a
valores de 70 % para Ae. aegypti, y 90 % para Ae. albopictus. En coincidencia
en el presente trabajo, se observé una disminucion de la abundancia de
inmaduros con humedad relativa mayor al 90% con 30 dias de retraso, por lo
tanto estos valores afectarian a la generacion parental de las larvas colectadas.

En el analisis sin retraso no observamos correlacion con la humedad relativa.
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O’Neal & Juliano (2013) encuentran que la estacidon hiumeda ocasiona una
mayor mortalidad de huevos de Ae. albopictus comparada con la estacion seca,
mientras que para Ae. aegypti no registran diferencias, algo para lo que no hallan
explicacion, pero especulan con la posibilidad de que la especie sea afectada

por bacterias u hongos.

Las diferencias estacionales en respuesta a las variables ambientales
entre las dos especies podrian minimizar la aptitud diferencial entre las mismas,
estabilizando los mecanismos que producen la coexistencia entre ambas o
prolongando el tiempo esperado para la exclusién competitiva (O’Neal & Juliano,
2013). Los resultados expuestos permiten suponer que ambas especies
responden de manera diferente a las caracteristicas ambientales y de habitat, lo
que requiere de mayores estudios experimentales y a campo que permitan

dilucidar los mecanismos que estan actualmente permitiendo su co-existencia.

Asimismo el hecho de que las dos especies co-ocurran en todos los sitios
muestreados, un cambio en las densidades relativas de las especies podria
ocurrir sin tiempo de retraso a partir de cambios en el habitat, revirtiendo la

situacion de dominancia.
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CAPITULO 2

Habitats larvales de Aedes aegypti (Linnaeus) y
Ae. albopictus (Skuse) en la localidad de
Eldorado, Misiones
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INTRODUCCION

La seleccion de un sitio de ovoposicidn que garantice la supervivencia de
los huevos y las larvas es un paso critico en el proceso reproductivo de Culicidae,
los peligros asociados a los ambientes acuaticos efimeros, la exposicién a
condiciones ambientales adversas y la ausencia de nutricion larval hacen que la
seleccidon cuidadosa del sitio de ovoposicion sea extremadamente importante
(Day, 2016).

Dentro de los ambientes urbanos y semiurbanos existen “microhabitats
artificiales”, denominacién dada a contenedores manufacturados por el hombre
propicio para el desarrollo de estados inmaduros de ciertas especies de
mosquitos, constituyéndose en habitats larvales importantes. En los domicilios,
peridomicilios y lugares publicos existe una amplia variedad de contenedores
artificiales factibles de convertirse en sitios de cria de mosquitos, y a nivel
mundial son mayoritariamente ocupados por Aedes aegypti Linnaeus, Ae.
albopictus (Skuse) y especies pertenecientes al complejo Culex pipiens Linnaeus
(Grech & Ludueia-Almeida, 2016).

Un importante foco de produccion de Culicidae dentro de los ambientes
urbanos lo constituyen los cementerios, que poseen una gran cantidad de
recipientes propicios para el desarrollo de mosquitos, ademas de otros recursos
como la disponibilidad de fuentes azucaradas vegetales, fuentes de sangre y
refugio (Vezzani et al, 2001; Vezzani et al., 2005; Vezzani, 2007). Las gomerias
también representan otro foco importante, con la acumulacion a cielo abierto de
neumaticos en desuso y partes de vehiculos abandonados, los cuales son
usados como hébitat de reproduccion de especies de importancia sanitaria,
ademas de un medio de introduccién y distribucion de las mismas (Yee, 2008;
Yee et al., 2010; Rubio et al., 2011).

Las caracteristicas espaciales y las microambientales del habitat son
aspectos fundamentales en la productividad del criadero y por ende en la historia
de vida del mosquito, influyendo tanto en la supervivencia como en la dinamica
de la poblacion (Bentley & Day, 1989; Vezzani et al., 2005). Entre los factores
del microhabitat que se correlacionan con la presencia de estados inmaduros de
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Aedes spp. se encuentra la exposicion a la luz y la vegetacion, la disponibilidad
de alimento, la ocurrencia de interacciones inter e intra especificas (competencia
y depredacion), el pH, la temperatura y la salinidad del agua del criadero
(Vezzani et al., 2001; Vezzani & Schweigmann, 2002).

La presencia del hombre contribuye a la rapida adaptacion de Ae.
albopictus a nuevos entornos, el cual se reproduce en una amplia variedad de
recipientes y, en las areas donde ambas especies cohabitan, sus larvas a
menudo se encuentran en el mismo recipiente de cria (Braks et al., 2003;
Waldock et al., 2013 Grech & Luduefia-Almeida, 2016).

Los pocos estudios realizados en Argentina hallaron a ambas especies
cohabitando en recipientes artificiales como: jarras, latas, cacerolas, baldes,
botellas plasticas cortadas, lonas y neumaticos en desuso en El Soberbio y
Eldorado, provincia de Misiones (Rossi et al 1999; Lizuain et al, 2016, Stein et
al., 2016). Numerosos y mas conocidos son los estudios referidos a los
microhdabitats artificiales mas utilizados por Ae. aegypti a saber: los recipientes
cilindricos, de boca ancha y poco profundos (floreros, latas, baldes y neumaticos
en desuso), bebederos de animales, cubiertas de auto en desuso (Rossi &
Almirén, 2004; Vezzani & Carbajo, 2008; Grech & Luduefia-Almeida, 2016) en
regiones templadas y floreros, recipientes de plastico, neumaticos, botellas,
baldes y tachos en regiones tropicales (Stein et al., 2005).

En relacion a los estudios que detectaron Ae. albopictus en habitats
naturales se conoce la cita de Stein et al., (2016) que la encuentra en bromelias
silvestres y ornamentales, bractea de palmera caida, hueco de arbol y tocén de
tacuara en Eldorado. En Argentina se ha encontrado Ae. aegypti en hueco de
arbol en la provincia de Salta, en vainas foliares (axilas) de Araceas en la
provincia de Misiones y en bromélias epifitas en la provincia de Tucuman
(Mangudo et al., 2010; Campos et al., 2011; Stein et al., 2013). En Eldorado a
partir del presente estudio se la detecta por primera vez en tocon de tacuara, co-
existiendo con Ae. albopictus (datos no publicados). Estos hallazgos estarian
apoyados por estudios moleculares que determinaron que las poblaciones de
Argentina de Ae. aegypti tienen una mezcla de las dos formas de Ae. aegypti, la

variedad formosus y la variedad aegypti aegypti, y parte de las consecuencias
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de la mezcla genética de ambas variedades, es que el mosquito pueda
encontrarse en habitat mas naturales (Gloria-Soria et al., 2016).

Con el fin de ampliar los conocimientos sobre los microhabitats mas
utilizados por Ae. aegypti y Ae. albopictus, junto a las condiciones fisico quimicas

de los mismos en la region noreste del pais; se proponen los siguientes objetivos:

e Determinar la abundancia de Ae. aegypti y Ae. albopictus colectadas en
diferentes tipos de habitats naturales y artificiales de la localidad de
Eldorado, Misiones.

e Identificar los hbitats mas productivos para ambas especies.

e Estudiar la correlacién entre la abundancia de ambas especies y las

variables microambientales del habitat.
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MATERIALES Y METODOS

El sitio de estudio y las variables registradas fueron descriptas en el
capitulo 1. Para el presente estudio s6lo se han considerado los recipientes
positivos para Culicidae. Los habitats artificiales se clasificaron segun el tamafio
en: pequefo (<2 litros), mediano (2-30 litros) y grande (>30 litros), y fueron
agrupados segun su material de construccién (vidrio, plastico, ceramica, etc.);
los tanques de agua por su gran volumen y uso se agruparon separados del
resto. Los habitats naturales se reunieron en una sola categoria (Tabla 1).
Ademas los hébitats larvales fueron clasificados en otras tres categorias:
presencia de Aedes aegypti (AE) sin presencia de Ae. albopictus, presencia de
Ae.albopictus sin Ae. aegypti (AA) y presencia de ambas especies (AAE). No se

ha considerado la presencia de otros culicidos en esta clasificacion de habitats.

Tabla 1. Categorias de recipientes utilizados como habitats por Aedes aegypti y Ae. albopictus
en la localidad de Eldorado, Misiones.

categoria descripcion

chatarra autopartes abandonados, restos de electrodomésticos

lona depresiones formadas en las lonas abandonadas o cubriendo algin
material por ej. arena

caucho neumaticos de motos, autos, camionetas, tractores, maquinas viales

tanque de agua

recipiente de cemento

recipiente de ceramica
recipiente de metal

recipiente natural

recipiente plastico
recipiente de vidrio

otros

recipientes de gran tamafo para acumulacion de agua de riego
depresiones formadas por las lapidas u orificios para depésito de
flores en las tumbas de los cementerios.

floreros, jarrones, adornos de cementerio

latas, utensilios de cocina descartados

tocoén de tacuara (tacuara cortada de manera transversal por el
hombre), bromelias, huecos de arboles

juguetes, platos de mascotas, utensilios de cocina

frascos, floreros, botellas

macetas, lanchas abandonadas, vasijas , bolsas de polietileno

Analisis de datos

Los analisis fueron realizados con el software estadistico InfoStat /E

version 2018 (Di Rienzo et al., 2018). Para analizar la existencia de diferencias
significativas entre las abundancias de inmaduros de las dos especies en los
diferentes tipos de habitats se utiliz6 el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. A
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partir del hallazgo de diferencias significativas se realiz6 una prueba de
comparaciones de a pares entre habitats. Para analizar las abundancias de las
categorias AA, AE y AAE, en cada uno de los distintos tipos de habitats naturales

y artificiales se utilizd6 Chi cuadrado de Pearson.

Para analizar la existencia de correlacion entre las abundancias de cada
especie y las variables microambientales del habitat se utilizé el coeficiente de

correlacion de Spearman.

Se realizé un analisis de correspondencia multiple (ACM) para estudiar la
relacion entre la presencia y/o abundancia de las dos especies y los tipos de
habitats en las que fueron halladas. Este analisis es una técnica multivariada
descriptiva y exploratoria, por lo que para su uso las variables fueron
categorizadas y tratadas como variables cualitativas.
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RESULTADOS

En la ciudad de Eldorado, Misiones, entre mayo de 2016 y abril de 2018
el nimero total de recipientes encontrados con inmaduros de culicidos en los
diferentes sitios (viviendas familiares, gomerias, cementerios y parque) fue de
1272, donde Aedes aegypti y Ae. albopictus fueron halladas en el 63% de los
mismos. Se han encontrado diferentes tipos de habitats distribuidos en los 4
sitios de muestreo (Tabla 1). Los habitats naturales estuvieron representados por
bromelias, hueco de arbol y tocén de tacuara, y dentro de los habitats artificiales
se encontraron lonas, juguetes plasticos, bebederos de mascotas, neuméticos,
chatarras, frascos, tanques de agua, botellas de vidrio y plastico, etc. (Figs. 1y
2).

Tabla 1. Porcentaje de cada tipo de recipiente positivo para larvas de Aedes spp. hallado en
los diferentes sitios de muestro de la localidad de Eldorado, Misiones. Entre paréntesis se
encuentra el nimero de recipientes correspondiente a cada porcentaje.

Tipo de recipiente Vivienda familiar Cement. gomeria parque N total
chatarra 57,9 (11) 53(1) 36,8 (7) 0 19
vidrio 1,96 (3) 97,4 (149) 0,65 (1) 0 153
tanque de agua 93,3 (14) 0 6,7 (1) 0 15
lona 58,3 (14) 4,2 (1) 37,5 (9) 0 24
caucho (neumético) 19,4 (42) 0,5(2) 80,1 (173) 0 216
otros 50,0 (3) 50,0 (3) 0 0 6
cemento 3,1(1) 96,9 (32) 0 0 32
ceramica 5,0 (1) 95,0 (20) 0 0 21
metal 67,6 (23) 32,4 (11) 0 0 34
natural 9,5 (4) 2,4 (1) 0 88,1 (37) 42
plastico 43,0 (99) 54,4 (125) 2,6 (6) 0 230
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Figura 1. Habitats naturales donde se hall6 Aedes aegypti y Ae. albopictus en la localidad de
Eldorado, Misiones. Ay D: hueco de arbol, B: bromelia, C: tocén de tacuara.
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Figura 2. Habitats artificiales donde se hall6 Aedes aegypti y Ae. albopictus en la localidad
de Eldorado, Misiones. A y B: recipientes plasticos, C: recipiente de cemento en tumba de
cementerio, D: tanque de agua, E: neumético, F: lona, G: frasco de vidrio.

Las abundancias de Ae. aegypti y Ae. albopictus presentaron diferencias
significativas segun el tipo de recipiente utilizado como habitat (H=76,62, p<
0.0001 y H=38,17, P<0.001). Tanto para Ae. aegypti como para Ae. albopictus,
las mayores abundancias de estados inmaduros se encontraron en los
recipientes agrupados como “otros”. Bajo esta categoria se encontraron una
lancha, una bolsa de polietileno y una maceta de gran volumen conteniendo
plantas acuaticas ubicadas en viviendas familiares. Los restantes recipientes de
esta categoria eran vasijas de barro ubicadas bajo la sombra parcial, en el
cementerio.

Las abundancias medias de Ae. aegypti halladas en la categoria “otros”,
se diferenciaron significativamente con la categoria ceramica, caucho, vidrio,

plastico y natural. En el caso de Ae. albopictus las abundancias medias de
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inmaduros halladas en la categoria “otros” se diferencio significativamente de las

abundancias medias halladas en caucho y tanque de agua (Tabla 2).

Tabla 2. Abundancias medias de Ae. aegypti y Ae. albopictus en los diferentes tipo de habitats
en la localidad de Eldorado, Misiones.

Tipo de habitat Ag'egAist?s DE * alﬁg b@fus DE *
chatarra 36,05 435 CD 1,74 2,47 AB
lona 35,67 61,7 BCD 2,67 5,43 AB
caucho 25,79 34,7 BC 1,38 4,38 A
otros 59,33 44,3 D 20,67 37,49 B
cemento 27,69 339 CD 6,34 13,02 B
ceramica 11,10 11,8 B 4,86 12,82 AB
metal 42,36 64,8 BD 11,79 21,70 B
natural 2,02 3,44 A 2,31 3,75 B
plastico 29,60 44,8 BC 4,53 12,21 AB
vidrio 18,11 285 BC 5,14 12,52 B
tanque de agua 28,6 32,0 BCD 1,14 4,00 A

*. Test de prueba de comparaciones de a pares: medias con una letra comdn no presentan
diferencias significativas (p > 0,05); Desvio estandar (D.E.)

Los criaderos estuvieron ubicados bajo sombra parcial o pleno sol y la
temperatura del agua oscilé entre 5,4 y 37,1°C. Algunos presentaban materia
organica e incluso olor desagradable. EI agua de los criaderos fue
mayoritariamente clara, de color marrén, con pH que oscil6é entre 3,17 y 12,11.
La abundancia de Ae. aegypti se correlacion6 de manera significativa y positiva
con la temperatura del agua (0,12, p=0,0008). Aedes albopictus presentd una
correlacion significativa aungue negativa con el pH, y positiva con la temperatura
(-0,16, p<0.0001; 0,12, p= 0,0005).

Las categorias AA, AE y AAE se distribuyeron de manera
significativamente diferente entre los diferentes tipos de habitats naturales y
artificiales (Chi cuadrado de Pearson 228.99, p< 0.001). Aedes albopictus sin Ae.
aegypti se encontré mayoritariamente en recipientes naturales (tocon de tacuara,
bromelia y huecos de arboles), con pH acido (media de 5,45), con temperaturas
del agua que variaron entre 18,8°C y 28,2°C (media de 23,33° C), ubicados a la
sombra parcial. Aedes aegypti habitando sin Ae. albopictus, se encontré en
mayor nuamero en neumaticos (categoria caucho), recipientes plasticos y
recipientes de vidrio, que presentaron pH basico con medias de 8,35, 8,08 y 8,63
respectivamente. Las temperaturas medias del agua de estos habitats fueron de
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22,97°C, 24,19°C y 25,1°C respectivamente. EI mayor niamero de habitats

compartido (AAE) se encontrd en las categorias recipientes plasticos, recipientes

de vidrio y de caucho (Tabla 3).

Tabla 3. Abundancia de inmaduros de Aedes aegypti, Ae. albopictus y otros culicidos por tipo

de habitat y variables fisico quimicas.

Abundancia

_ Abur_]dancia Abundancia media de A

Tlpq de medlafie Ae. medlqde Ae. 0'_(rc_)s AA E AAE
habitat aegypti albopictus Culicidae pH Temp. °C

Chatarra 36.05 (43.52) 1.74 (2.47) 2 (4.82) 8.14 (1.54) 21.94 (4.91) 0 10 9
Lona 35.67 (61.71)  2.67 (5.43) 22.00 (40.93) 8.31 (1.46)  23.29 (3.67) 0 11 13
Caucho 25.43 (34.6) 1.38 (4.38) 8.85 (26.4) 8.35 (1.66) 22.97 (5.9) 10 158 56
Otros 59.33 (44.32) 20.67 (37.49) 11 (17.39) 7.68 (0.94) 23.75 (1.96) 0 2 4
cemento 27.69 (33.86) 6.34 (13.02) 1.25 (4.41) 7.25 (1.34) 23.63 (3.99) 0 9 22
ceramica  11.1 (11.83) 4.86 (12.82) 1.24 (3.66) 8.11(1.14)  23.95 (4.38) 1 9 10
metal 41.12 (64.25)  11.44 (21.46) 4.29 (13.04) 7.93 (1.31) 24.4 (3.77) 2 11 21
natural 1.98 (3.41) 2.31 (3.75) 0.24 (0.62) 5.42 (1.35) 23.23 (2.39) 21 14 7
plastico 29.6 (44.78) 453 (12.21) 5.7 (19.69) 8.08 (1.51)  24.19 (4.74) 4 126 100
vidrio 18.11 (28.51) 5.14 (12.52) 1.64 (5.95) 8.63 (1.71) 25.1 (4.25) 5 79 67
Zg;‘g“e 4 26 (32.0) 1.07 (3.86) 1473 (21.39) 7.36(0.65) 2363358 0 1 2

AA: N° de hébitats con Aedes albopictus sin aegypti; AE: N° de habitats con Ae. aegypti sin albopictus; AAE: N° de
hébitats con Ae.albopictus y Ae. aegypti; (): desvio standart

Andlisis considerando cadatipo de habitat en funcién de las categorias AA,
AE y AAE.

Del total de colectas realizadas en recipientes naturales, Ae. albopictus

sin Ae. aegypti (AA) fue hallado en el 50% de los habitats naturales; mientras

que Ae. aegypti sin Ae. albopictus se colecto en el 71% de los recipientes de

caucho (neumaticos) y 87% de los tanques de agua (AA) inspeccionados. Por

otro lado si bien en todas las categorias se hallaron en simpatria (AAE), en lonas,

“otros”, cemento y metal fueron halladas en porcentajes superiores al 50% de los

recipientes inspeccionados para las respectivas categorias (Tabla 4).
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Tabla 4. Frecuencia relativa de cada categoria de habitat por tipo de recipiente.

Categoria . o

. natural lona caucho plastico chatarra otros vidrio cemento metal tanque total
de habitat
AA 0,50 0 0,05 0,02 0 0 0,03 0,02 0,06 0 0,05
AAE 0,17 0,54 0,25 0,43 0,47 0,67 0,45 0,62 0,62 0,13 0,39
AE 0,33 0,46 0,71 0,55 0,53 0,33 0,52 0,37 0,32 0,87 0,55
Total 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

AA: N° de habitats con Aedes albopictus; AE: N° de habitats con Ae. aegypti; AAE: N° de habitats con Ae.albopictus y
Ae. aegypti

Andlisis considerando todos los tipos de habitats en funcion de las
categorias AA, AEy AAE.

Del total de recipientes inspeccionados, Ae. albopictus sin Ae. aegypti se
hall6 mayoritariamente en habitats naturales (tocon principalmente) (49%)
seguido por caucho (neuméticos) (Tabla 5). Los principales habitats donde Ae.
aegypti se colectd sin Ae. albopictus estuvieron representados por las categorias
caucho (35%) y plastico (29%) (Tabla 5). Por ultimo ambas especies habitando
en simpatria, mayoritariamente se hallaron en plastico, seguido de vidrio y
caucho (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia relativa de tipo de habitat por clasificacion de recipiente.

Categoria ) o

- natural lona caucho plastico chatarra otros  vidrio cemento metal tanque total
de habitat
AA 0,49 0 0,23 0,09 0 0 0,12 0,02 0,05 0 1
AAE 0,02 0,04 0,17 0,32 0,03 0,01 0,22 0,10 0,07 0,01 1
AE 0,03 0,03 0,35 0,29 0,02 0,0046 0,18 0,04 0,03 0,03 1
Total 0,05 0,03 0,27 0,29 0,02 0,01 0,19 0,07 0,04 0,02 1

AA: N° de habitats con Aedes albopictus; AE: N° de habitats con Ae. aegypti; AAE: N° de habitats con Ae.albopictus y

Ae. aegypti.

El analisis de correspondencia multiple (ACM) permitié establecer que el
100 % de la inercia se explica con dos dimensiones, donde el primer eje
representa el 78,25 % de la inercia, sugiriendo que Ae. albopictus criando sin Ae.
aegypti, se halla relacionado principalmente con recipiente natural. En el
segundo eje (con una inercia del 21,75%), Ae. aegypti sin Ae. albopictus se
relaciona con los neumaticos y por ultimo ambas especies en simpatria se
asocian con una gran variedad de habitats (vidrio, chatarra, plastico, lona,

cemento, metal u otros) (Fig. 2).
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Figura 2. Gréfico de andlisis de correspondencia multiple de categorias de criaderos y tipo
de recipiente. AA: habitats con Aedes albopictus; AE: habitats con Ae. aegypti; AAE: habitats
con Ae.albopictus y Ae. aegypti. tan: tanque de agua, neu: caucho, rep: plastico, rev: vidrio,
cha: chatarra, lon: lona, rec: cemento, rem: metal, otr: otros (maceta, lanchas).
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DISCUSION

Los ambientes urbanos ofrecen una amplia variedad de microambientes
artificiales factibles de convertirse en habitats larvales de culicidos. Estos
microambientes se hallan distribuidos en los domicilios, peri domicilios y
espacios publicos (Grech & Luduefia-Almeida, 2016). Entre las especies de
mosquitos que se desarrollan frecuentemente en este tipo de habitats se
encuentran Ae. aegypti y Ae. albopictus, hallados en el 63% de los recipientes

colectados en la ciudad de Eldorado.

Dentro de las ciudades, los barrios con vegetacién y sitios sombreados
son habitats favorables para Ae. aegypti (Vezzani et al. 2005). En el pais y la
regiéon se ha encontrado Ae. aegypti habitando una gran variedad de recipientes
domiciliarios, como botellas, latas, recipientes plasticos, lonas,
electrodomésticos en desuso, tachos, baldes (Almiron & Luduefia-Almeida,
1998; Stein et al., 2007; Garelli et al., 2009).

Aedes albopictus en la provincia de Misiones ha sido registrado
anteriormente en barrios de la ciudad de Eldorado por Schweigmann et al. (2004)
en simpatria con Ae. aegypti en el 85 % de los recipientes colectados; entre ellos
chatarra, juguetes de plastico y neumaticos en desuso en los patios de las
viviendas. Para la ciudad de Puerto Iguazu fue encontrado en botellas, envases
plasticos, electrodomésticos en desuso, neumaticos; en el 6,6 % de los casos en
simpatria con Ae. aegypti y en el 2,6 % de los recipientes habitando solo
(Espinosa et al., 2007) . En coincidencia a estos reportes previos tanto para Ae.
aegypti como para Ae. albopictus, en este trabajo se encontraron las mayores
abundancias de larvas en los patios de las viviendas familiares, en una gran
variedad de habitats. Los habitats mas productivos, aungue menos abundantes
para Ae. aegypti han sido una lancha abandonada, bolsas de polietileno y
macetas; y los mas abundantes los recipientes plasticos como habitat de Ae.
aegypti sin Ae. albopictus, como asi también para ambas especies habitando en
simpatria. El uso de recipientes plasticos en nuestra sociedad se encuentra muy
extendido, con lo cual deberian ser tenidos en cuenta a la hora de implementar

medidas de control.
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A diferencia de lo observado en Clorinda, (Formosa) ciudad del noreste
de Argentina, donde los tanques de agua utilizados para la acumulacién de agua
potable constituyen los habitats mas abundantes y productivos (Garelli et al.,
2009), los escasos encontrados en Eldorado fueron poco productivos y

mayoritariamente con la presencia de Ae. aegypti sin Ae. albopictus.

Los cementerios son considerados dentro de las areas urbanas uno de
los principales focos de produccion de mosquitos. Existen caracteristicas
asociadas a la calidad de estos sitios, entre ellas la vegetacion utilizada para
refugio y alimentacion de adultos, la visita de humanos para que las hembras
puedan alimentarse y la presencia de floreros con plantas (Schultz, 1989;
Vezzani et al.,, 2001; Barrera et al., 2006; Vezzani, 2007). Los cementerios
estudiados aqui presentan abundante vegetacion con gran cantidad de
recipientes de vidrio y ceramica utilizados como floreros, donde Ae. aegypti y Ae.
albopictus se encontraron coexistiendo. Para Ae. albopictus las mayores
abundancias habitando en simpatria con Ae. aegypti, se hallaron en jarrones de
barro, que si bien no fueron importantes en cuanto al numero, si en cuanto a la
productividad, probablemente relacionado con las caracteristicas del material
que resultarian ventajosas, entre ellas su porosidad que permite a las hembras
posar facilmente y colocar sus huevos, y la capacidad del material de conservar

la temperatura del agua fresca.

Los neumaticos descartados son habitats muy productivos, almacenan
cantidades de agua considerable, la evaporacion es baja y la superficie es
rugosa y oscura para facilitar la puesta de huevos (Thiratapsakun et al., 1981;
Suwonkerd et al., 1996). En el norte de Florida (Estados Unidos), Ae. albopictus,
es un competidor superior y la especie dominante en este tipo de habitat
(Juliano, 1998; Yee, 2008). A pesar de esta superioridad competitiva, ambas
especies co-existen en la mayoria de los sitios donde han sido halladas en
simpatria en Brasil y en el sur de Florida (O’Meara et al. 1995; Juliano et al. 2002;
Braks et al., 2003; Rey et al., 2006; Hondrio et al., 2006) . En Eldorado, Ae.
aegypti fue la especie dominante en los neumaticos, que si bien se lo ha
encontrado en simpatria con Ae. albopictus, las abundancias de este ultimo
fueron muy bajas y la mayor parte de las veces no estuvo asociado a ese tipo de

habitat. En otras ciudades de Argentina donde soélo habita Ae. aegypti, los
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neumaticos representan un habitat importante para producciéon de formas
inmaduras (Stein et al. 2002; Vezzani & Carbajo 2008; Rubio et al., 2011). Una
excepcion se observa en Colonia Aurora, Misiones en donde de 18 cubiertas
revisadas en ninguna se hallé Ae. aegypti, pero en cambio fueron colectados
ejemplares de Ae. albopictus y otros culicidos (Lizuain et al., 2019). En un estudio
experimental a campo, realizado con neumaticos como trampa, en un Municipio
de Rio de Janeiro, encuentran que Ae. albopictus fue mas abundante que Ae.

aegypti (Hondrio & Lourencgo-de-Oliveira &, 2001).

En estudios realizados en México y Brasil, en ciudades donde ambas
especies se encuentran en simpatria, se ha propuesto la segregacion de
hébitats, donde Ae. aegypti predomina en recipientes artificiales de areas
urbanas, y Ae. albopictus habita preferentemente recipientes naturales de areas
sub urbanas y rurales (Braks et al. 2003; Ponce et al., 2004; Lima-Camara et al.,
2007; Hondrio et al., 2009). En Argentina, la presencia de Ae. albopictus ha sido
asociada en estudios previos en la ciudad de Puerto Ilguazu a areas periurbanas
linderas a parches de vegetacion y corredores selvaticos (Espinosa et al., 2007).
En Colonia Aurora, considerada una localidad con caracteristicas rurales, a
diferencia de Eldorado caracterizada como urbana, ambas especies se hallan en
similares proporciones (Lizuain et al., 2019). El presente trabajo muestra similitud
con lo descripto para Puerto Iguazud, ya que la mayor cantidad de habitats de
Ae.albopictus sin Ae. aegypti fueron tocones de tacuara en zonas periurbanas,
coincidente ademas con estudios realizados en Recife, Brasil y en Caracas,
Venezuela que destacan este tipo de habitat para Ae. albopictus (Vélez et al.,
1998; De Albuquerque et al., 2000; Zorrilla et al., 2011). Como hallazgo de
importancia también se ha encontrado tocones de tacuara habitados unicamente
por Ae. aegypti, en el presente estudio. En Brasil otro tipo de habitat natural
importante son las bromelias (Delsio Natal et al., 1997; De Albuquerque et al.,
2000), al contrario en Eldorado, no se encontraron larvas de Ae. albopictus en

este tipo de habitats durante el periodo de muestreo.

La temperatura 6ptima para el desarrollo de fases larvales de Ae. aegypti
segun Rueda et al. (1990) se encuentra entre 25-30°C. Para la provincia de
Chaco, Stein et al. (2011) encontraron temperaturas entre 19-37°C; en el
presente estudio la temperatura del agua donde se hallo tanto Ae. aegypti como
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Ae. albopictus se registré en un intervalo mas amplio de 5,4-34,9°C, incluso a
temperaturas superiores a las establecidas por Christophers (1960) para el

desarrollo de Ae. aegypti.

El pH del agua del criadero tendria poco efecto sobre la supervivencia y
la densidad de las larvas y pupas de Ae. aegypti y Ae.albopictus (Christophers,
1960; Alves Honorio & Lourenco-de-Oliveira, 2001) y segun Forattini (1965) las
larvas mostrarian tolerancia a grandes variaciones en el pH. Los valores de pH
encontrados en nuestro estudio desde acidos a basicos, se encuentran en un
intervalo mayor al reportado por Christophers (1960) para Ae. aegypti de entre
5,8y 8,6. Para Ae. albopictus, Sehgal & Pillai (1970) reportaron una preferencia
hacia un pH ligeramente alcalino de 7,5, en contraste aqui hallamos Ae.
albopictus en hébitats con pH acido. Un pH inferior a 5 o superior a 9 reduciria el
porcentaje de emergencia y alargaria el periodo de desarrollo de la especie
(Christophers, 1960).

Los resultados surgidos del presente estudio y de las escasas
investigaciones realizadas hasta el presente sugieren que la distribucion de las
abundancias de Ae. albopictus en Argentina en relacién a las de Ae. aegypti
viviendo en simpatria, responderia en parte a la segregacién de habitats, donde
la primera prefiere o selecciona ambientes naturales con escasa modificacion
antrépica (con mayor cobertura vegetal) y la segunda se adapta mejor a los
ambientes urbanos. Su comportamiento podria relacionarse con su acervo
génico y la plasticidad genética del haplotipo que ha colonizado esta region
geografica, que corresponderia a poblaciones de origen tropical como la que
colonizé Brasil (Hawley et al., 1988; Birungi & Munstermann, 2002), algo que
podria explorarse en futuras investigaciones

Las razones de la limitada distribucion de Ae. albopictus en Argentina a
20 afios desde su descubrimiento en la provincia de Misiones, siguen siendo
desconocidas, considerando la gran capacidad de dispersion demostrada en
otras regiones del mundo e incluso en paises limitrofes como Brasil. Podemos
pensar que la cepa tropical de Ae. albopictus no solo estaria limitada por las
condiciones climaticas en Argentina sino también por las condiciones
ambientales como sitios con mayor cobertura vegetal, sub-urbanos o silvestres

muy representativos en la provincia de Misiones u otras con caracteristicas
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fitogeograficas similares pero menos representativos en la zona centro de
Argentina.

En EEUU se sabe que su dispersion se ha debido al comercio interno de
neumaticos usados (Hawley, 1988), siendo este tipo de habitat uno de los mas
productivos para la especie, al igual que los floreros o vasos en los cementerios
siendo que los recipientes domiciliarios son escasos y no representan
importantes criaderos de la especie en areas urbanas en ese pais (O’Meara, et
al., 1995). En Brasil se cree que su dispersion fue por la red ferroviaria (Carvalho
et al. , 2014). Zanotti et al. (2015) mencionan el comercio de neuméaticos como
una de las posibles vias de dispersion de Ae. aegypti hacia diferentes localidades
costeras de la provincia de Buenos Aires y es posible que haya sido la principal
en Argentina, por lo que los resultados del presente estudio podrian hacernos
pensar en cuanto a las bajas abundancias de Ae. albopictus en neumaticos
podrian también estar limitando la dispersion de la especie hacia otras
localidades. Debido a que el principal método utilizado por los Municipios en
Argentina, para la vigilancia de mosquitos Aedes es la metodologia LIRA basada
en la colecta de 10 larvas en criaderos artificiales dentro de los domicilios, y
considerando que los resultados del presente estudio arrojan bajas proporciones
de Ae. albopictus en relacion a Ae. aegypti en los distintos tipos de criaderos
(4/10) es posible que su deteccion en otras localidades puede estar siendo

subestimada.
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83255164791&partneriID=40&md5=ee2556d072c5e29f3151alea92e4494b
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SECCION II

Patogenos de mosquitos (Diptera: Culicidae) de
importancia sanitaria
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INTRODUCCION

Microorganismos patdgenos encontrados en larvas de Aedes aegypti

(Linnaeus) y Ae. albopictus (Skuse) (Diptera: Culicidae)

Hongos

Las enfermedades fungicas en insectos son comunes, incluso pueden
producir epizootias disminuyendo drasticamente los tamafios poblacionales
(Scholte et al., 2004). Entre los hongos encontrados en estudios de campo en
Aedes spp. se encuentra Leptolegnia chapmanii (Seymour, 1984),
taxondmicamente clasificada dentro de los Peronosporomycetes (Oomycetes)
en el reino Straminipila. Presenta un ciclo de vida que abarca el desarrollo
vegetativo al interior de la larva y el posterior desarrollo de estructuras infectivas
asexuales (zoosporas) y sexuales (oosporas). Las zoosporas infectan a las
larvas por dos mecanismos, enquistamiento de zoosporas méviles en la cuticula
larval o por germinacidén de quistes de zoosporas en el intestino del huésped,
luego de ingeridos. Externamente, cuando las zoosporas se adhieren a la
cuticula, se desarrolla un tubo germinativo que la atraviesa hasta llegar a la
cavidad hemocélica. Desde el interior de la larva, el mismo proceso se presenta
con las zoosporas primarias o secundarias enquistadas que han sido ingeridas.
En ambos casos, se presenta el desarrollo de las hifas en la cavidad, siendo
mortal para la larva. Durante las 12 primeras horas del desarrollo del hongo, las
larvas contindan vivas, presentando melanizacion de las hifas asi como de
tejidos circundantes, como respuesta ante la infeccion. Una vez que L. chapmanii
invade la totalidad del cuerpo, se desarrollan hifas que emergen y forman
zoosporangios en donde se originan las zoosporas primarias (Seymour, 1984)
(Fig. 1). Las zoosporas descargadas suelen enquistarse luego de algunos
minutos, re-emergiendo luego de algunas horas, como zoosporas secundarias,
las cuales nadan activamente en busca de nuevas larvas que infectar (Zattau &
Mclinnis, 1987; Pelizza et al., 2008). Es un patdgeno virulento de Ae. aegypti,
causando un 100% de mortalidad luego de 24 hs de exposicion en larvas de
primer y segundo estadio (Scholte et al., 2004). Se lo ha encontrado infectando
larvas naturalmente en distintos habitats naturales y artificiales (Gutiérrez et al.,
2017). En Brasil se lo ha registrado por primera vez en el estado de Goias,

utilizando larvas de Ae. aegypti como cebo en campo (Montalva et al., 2016). En
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Argentina se report6 por primera vez un aislado nativo de L. chapmanii (ARSEF
5499) produciendo un evento epizodtico en una poblacién natural del mosquito
Ochlerotatus albifasciatus (Macquart) cerca de la ciudad de La Plata, Argentina,
en 1996 (Lopez Lastra et al., 1999).

Para Ae. albopictus, Fukuda et al. (1997) en Florida, EE. UU. observaron

dos parasitos fangicos, L. chapmanii y Smittium culisetae Lichwardt.

Figura 1. Leptolegnia chapmanii infectando una larva de Aedes aegypti. Tomado de Montalva
et al. (2016).

Microsporidios

Los microsporidios pertenecen al Reino Fungi, Filo Microspora.
Constituyen un grupo diverso de parasitos obligados intracelulares. Como parte
de su ciclo de vida se encuentran las esporas, que pueden vivir fuera de la célula
hospedadora y son los protagonistas principales para la transmision horizontal y
vertical (Andreadis, 2007). Entre los microsporidios mas comunes que infectan
larvas de Ae. albopictus y Ae. aegypti se encuentran Vavraia culicis (Weiser) y
Edhazardia aedis (Kudo). Las infecciones se manifiestan como masas blancas
opacas en los segmentos abdominales cuarto y quinto, alli se hallan las esporas
(Fukuda et al., 1997; Andreadis, 2007) (Fig. 2). En EE. UU. se encontraron larvas
de Ae. aegypti y Ae. albopictus infectadas con V. culicis en neumaticos (Fukuda
et al., 1997; Becnel, 2007). Edhazardia aedis (Kudo) es especifico de Ae.
aegypti, presenta un ciclo de vida complejo que involucra la transmision vertical

y horizontal, con cuatro tipos de esporas diferentes producidas por el mosquito
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(Becnel & Johnson, 2000; Desjardins et al., 2015). Hasta el presente en
Argentina no hay registros de microsporidios hallados en estas dos especies de
Aedes, existiendo no obstante investigaciones de microsporidios en otros
culicidos ( Micieli et al., 2000; Micieli et al., 2007).

Figura 2. Larva de Aedes aegypti infectada con Edhazardia aedis, se observan las
protuberancias blancas. Tomado de Desjardins et al. (2015).

Gregarinas

Ascogregarina taiwanensis (Lien y Levine) es el parasito mas comun de
Ae. albopictus (Fukuda et al., 1997) y A. culicis (Ross) infecta a Ae. aegypti
(Sulaiman 1992). Externamente no se produce ningun cambio morfologico en las

larvas infectadas. Este grupo de parasitos es desarrollado en el capitulo 3.

Virus
Los virus entomopatégenos que infectan mosquitos pertenecen a cuatro

grandes grupos: Baculovirus, virus de la polihedrosis citoplasmatica, densovirus
y los iridovirus. Como caracteristica morfolégica asociada a la infeccion se
observa en el nucleo (baculovirus) o citoplasma (virus de la polihedrosis
citoplasmatica) de las células del intestino medio una acumulacion de cuerpos
de oclusién de color blanquecino o iridiscente (Becnel & White, 2007). En el caso
de los iridovirus, la infeccion patente se evidencia por el color iridiscente de los
estados inmaduros, con diferentes tonalidades (verde, turquesa y mezcla de
ambas) facilmente observable bajo microscopio estereoscépico (Muttis et al.,
2012) (Fig. 3).
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Los virus aislados para Ae. aegypti y Ae. albopictus se encuentran dentro
del grupo de los densovirus, se cree que se mantienen en la naturaleza
principalmente por transmision horizontal, aunque se han registrado también
transmisiones transovérica y venérea (Kittayapong et al., 1999). Los densovirus
fueron aislados de larvas en la naturaleza y colonias de Ae. aegypti y de colonias
y una linea celular de Ae. albopictus (Afanasiev et al., 1991; Jousset et al., 1993;
Kittayapong et al., 1999). En Argentina se han publicado trabajos de deteccion
de cepas virales (flavivirus especificos de insectos e iridovirus) a partir de Culex
spp. (Goenaga et al., 2014; Muttis et al., 2012; Muttis et al., 2013).

Figura 3. Larvas de Culex pipiens infectadas con virus iridiscente. Tomado de Multtis, 2017.

Bacterias

En los dltimos afios se ha abordado el concepto de “core microbiota” en
mosquitos para referirse a la comunidad bacteriana con mayores valores de
prevalencia, asociada a un huésped determinado, por ejemplo un género o una
especie (David et al., 2016; Guégan et al., 2018; Rosso et al., 2018). Para Ae.
aegypti y Ae. albopictus se han identificado bacterias dentro de 4 Phylla
principales: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria (Zouache
etal., 2011; Moro et al., 2013; Dada et al., 2014; Yadav et al., 2015; Chandel et
al., 2013).

En el presente trabajo dentro del grupo de las bacterias el interés se ha
centrado en la deteccién de Wolbachia, la cual afecta principalmente las gbnadas
de sus hospedadores, provocando alteraciones en la reproduccién ademas de
efectos indirectos que interfieren en la replicacion y diseminacién de patégenos,
modificando la capacidad de vector del mosquito (Moreira et al., 2009).
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Capitulo 1

Prospeccion de patogenos en poblaciones
naturales de Aedes aegyptiy Ae. albopictus
(Diptera: Culicidae) de la localidad de Eldorado,

Misiones
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INTRODUCCION

En todos los ambientes habitados por invertebrados, incluidos los
ecosistemas acuaticos, se pueden hallar individuos vivos o muertos infectados
con algun patégeno, no obstante los patbgenos estan presentes en niveles bajos
en las poblaciones de campo. Los insectos infectados con entomopatdégenos a
menudo manifiestan sintomas y signos caracteristicos, por ejemplo cambios de
coloracién, crecimiento visible hacia el exterior del organismo infectante,
visualizacion del microorganismo en el interior del insecto a través de la cuticula,
comportamiento inusual, etc. (Lacey, 2012).

Los cambios de coloracion pueden ser sutiles o drasticamente diferentes,
como la iridiscencia azul en larvas de mosquitos, la cual indica una infeccion viral
iridiscente, y desaparece rapidamente con la muerte del huésped. La presencia
de areas melanizadas de la cuticula (generalmente en forma de puntos negros)
se debe a las respuestas inmunitarias del huésped frente a la infeccién por
nematodos, hongos, baculovirus o microsporidios.

Entre los signos fisicos, por ejemplo los hongos producen un crecimiento
exuberante y colorido de sus hifas sobre el cuerpo de los insectos. Las
infecciones por microsporidios producen tejidos hipertrofiados, opacos y
blanquecinos, observables a través de la cuticula.

Durante los dos afios del desarrollo del trabajo de campo de la presente
tesis se llevd a cabo un amplio muestreo mensual en busca de patégenos en
larvas de Aedes aegypti y Ae. albopictus en diferentes sitios y habitats de la
ciudad de Eldorado.
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MATERIALES Y METODOS

Metodologia de muestreo
La metodologia de colecta e identificacion de inmaduros fue descrita en el

capitulo 1 de la Seccion |I.

Observacion macroscopica

Las muestras de inmaduros colectadas fueron trasladadas vivas al
laboratorio en conservadoras acondicionadas con geles refrigerantes.

Cada muestra proveniente de un habitat en particular se dispuso en un
recipiente plastico para su mantenimiento en el laboratorio. Las larvas fueron

observadas en busca de algun sintoma caracteristico de coloracién o movilidad.

Observacion microscopica

Se tomaron pequeios grupos de larvas de cada muestra, se colocaron en
una caja de Petri y se extrajo el agua excedente con una pipeta, hasta que las
larvas quedaron adheridas en el fondo de la misma. Las observaciones se
realizaron bajo la luz de un microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi 2000-C)
(1X). Se observé por transparencia el intestino de la larva en faz dorsal y ventral
invirtiendo la posicibn de la capsula. Se buscOd detectar la hipertrofia
caracteristica de los nucleos celulares en los ciegos gastricos y el intestino
posterior infectados con Baculovirus. Para la deteccion de la sintomatologia de
la familia Iridoviridae se coloco a las larvas sobre un fondo oscuro y se las
observé bajo lupa, con el fin de evidenciar el color iridiscente caracteristico de
las infecciones patentes por virus de esta familia (Becnel & White, 2007). En los
casos en los que se observd alguna sintomatologia sospechosa la larva se
dispuso sobre un vidrio portaobjetos, con una pipeta plastica se extrajo el agua
excedente de manera que la larva quede inmovil sobre el vidrio. Se observo con
un aumento de 10 y 40X, bajo microscopio de luz convencional (Olympus CX31)

con los aumentos 10X y 40X.
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Diseccion de aparato digestivo

Las disecciones se realizaron bajo la luz de un microscopio
estereoscopico (Zeiss Stemi 2000-C) (1X) sobre un portaobjetos en una gota de
solucién salina estéril (CINa al 10%), utilizando pinzas entomoldgicas de punta
fina sujetando la larva desde la porcion cefélica y estirando desde el sifén
respiratorio del final del abdomen. Una vez extraido el tracto digestivo se coloco
un cubreobjetos y se realizé la observacion bajo microscopio de luz convencional
(Olympus CX31) con los aumentos 10X y 40X. De cada tipo de habitat y sitio se
tomaron muestras para la diseccion del intestino medio, como se explica en

detalle en el capitulo 3 de la presente seccion.

Deteccion molecular

Las larvas que fueron encontradas muertas en los criaderos fueron
conservadas en alcohol 96 % para la deteccién futura de densonucleovirus, dado
gue en esta etapa del trabajo no fue posible su procesamiento.

Las larvas de Aedes albopictus fueron procesadas como se detalla en el

capitulo 2 para la deteccion de la bacteria endosimbionte Wolbachia.
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RESULTADOS

Durante la colecta de material en campo se encontraron larvas muertas,
que luego en el laboratorio se identificaron como Aedes aegypti, las cuales
fueron conservadas para analisis futuros. No se observo sintomatologia
relacionada a la presencia de hongos entomopatégenos, Baculovirus ni virus
iridiscentes.

En una larva de Aedes aegypti se observé sintomatologia sospechosa de
infecciébn con microsporidios, dicha muestra fue conservada para su analisis
futuro.

Los Unicos microorganismos encontrados como resultado de las
disecciones de Aedes aegypti y Ae. albopictus fueron Ascogregarina culicis y A.
taiwanensis, desarrollado en el capitulo 3 de esta seccion.

La deteccion molecular de Wolbachia en larvas de Ae. albopictus fue
positiva, con la presencia de las cepas wWAIbA y wAIbB, desarrollado en el

capitulo 2 de esta seccion.
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CAPITULO 2

Wolbachia en una poblacion natural de Aedes

albopictus en la localidad de Eldorado, Misiones
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INTRODUCCION

Wolbachia (Rickettsiaceae) es una bacteria endosimbionte, Gram
negativa y de transmision maternal (vertical) localizada principalmente en las
gonadas de artrépodos, entre ellos en un amplio rango de insectos, con tasas de
infeccion que varian entre 16 % y 66 % (Hilgenboecker et al., 2008). Ademas de
artropodos, dentro de la especie existen serogrupos que infectan a filarias
(Werren et al., 1995).

Su dispersion exitosa se debe, en gran parte, a la capacidad de producir
alteraciones en la reproduccioén de sus hospedadores provocando un incremento
de su frecuencia en la poblacién, por lo cual son consideradas parasitos
reproductivos. Ante la necesidad de los ultimos afios de encontrar estrategias de
control para insectos plaga y vectores de enfermedades, que sean
ambientalmente amigables, Wolbachia ha tomado un papel central (Brelsfoard &
Dobson, 2009). Su mecanismo de transmision vertical asegura la expansion de
la infeccion en el tiempo y el espacio dentro de una misma especie. Ademas
tiene la capacidad de transferirse horizontalmente y pasar desapercibida por el
sistema inmune del hospedador, ya que no induce ni suprime la transcripcion de
genes antimicrobianos (Bourtzis et al., 2000). Adicionalmente algunas cepas de
Wolbachia tienen la capacidad de interferir en la replicacién de virus patégenos,
constituyendo por lo tanto una de las herramientas mas prometedoras para el
control de mosquitos transmisores de arbovirosis (Mousson et al., 2012; Sigle &
McGraw, 2019).

Taxonomiay filogenia

La especie tipo del género Wolbachia fue descrita por Hertig & Walbach
(1924) como una rickettsia que residia en los ovarios del mosquito Culex pipiens
Linnaeus.

Filogenéticamente pertenece al Phyllum proteobacteria, orden
Rickettsiaceae, familia Anaplasmataceae. Hasta el momento solo se ha descrito
una especie Wolbachia pipientis Hertig, dentro del género Wolbachia.

En base al analisis de la secuencia ribosomal 16S se han identificado ocho
supergrupos (A-H). Los supergrupos C y D estan presentes en las filarias; y el
resto de los supergrupos se localiza en los artrépodos (insectos, aracnidos,
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garrapatas y crustaceos), siendo los mas comunes A y B (Fig. 1). Existe un
debate en cuanto a si todas las bacterias dentro del clado deben recibir la
designacion W. pipientis o si se debe aplicar una nomenclatura de especies
diferentes. Por convencion se la nombra utilizando el género Wolbachia y la
cepa, que se basa en la identificacion del huésped y el supergrupo, por ejemplo
WAIDbA es la cepa perteneciente al supergrupo A que infecta a Aedes albopictus
(Casiraghi et al., 2005; Werren et al., 2008)

Artropodos
(Supergrupo A) Dipetalonema gracile

{nematode filarial)

Artropodos
{Supergrupo B)

Mematodes filariales
(Supergrupo C)
Colembolos

{Supergrupo E) Ctenocephalides felis

lea
Termitas Nematodes filariales (pulga)

(Supergrupo H) (Supergrupo D)

Figura. 1. Arbol filogenético no enraizado de los principales supergrupos de Wolbachia segin
lo ilustraron Werren et al., 2008. Tomado de Rodriguero (2013).

Métodos de deteccion e identificacion de cepas de Wolbachia

Con el surgimiento de los métodos de tipificacidbn molecular se reveld que
la infeccién por Wolbachia estaba muy extendida en la naturaleza, y en los
insectos particularmente, donde el 65% de las especies estan infectadas
(Hilgenboecker et al., 2008). Para la deteccion de Wolbachia se utilizan
diferentes genes, como por ejemplo, el gen del ciclo celular bacteriano (ftsz),
porciones del RNAr 16S, una secuencia del gen que codifica una proteina de
superficie de Wolbachia (wsp), que ademas permite dividir a la bacteria en sub
grupos (Werren et al., 1995; Zhou et al., 1998)

En el afio 2006 se establecié un método universal de tipificacion molecular

multilocus (MLST) util para caracterizar las diferentes cepas, el mismo utiliza
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porciones de cinco genes gatB, coxA, hcpA, ftsZ and fbpA. Permite una
tipificacion de cepas confiable, una nomenclatura unificada para Wolbachiay una
base de datos centralizada y curada para el almacenamiento y la gestién de
datos (Baldo et al., 2006; Werren et al., 2008).

Efectos de la infeccidén por Wolbachia
Las manipulaciones que realiza Wolbachia sobre su hospedador se

pueden dividir en alteraciones reproductivas y no reproductivas.

1. Alteraciones reproductivas: existen dos tipos de estrategias presentadas
por esta bacteria:

e Estrategias que distorsionan la proporcion de sexos, en este caso la

progenie femenina es mayoria.
Partenogénesis telitdquica: causada por la interrupcion del ciclo celular
durante el desarrollo embrionario temprano, lo que lleva al desarrollo diploide de
huevos no fertilizados hacia hembras. Es menos comun que la incompatibilidad
citoplasmatica.
Androcidio o matanza masculina: la muerte de los machos ocurre
principalmente durante la embriogénesis, dando como resultado mayor
disponibilidad de alimento para las hembras.
Feminizacion: la proliferacion de Wolbachia dentro de la glandula androgénica
inhibe su funcion, provocando que individuos que en condiciones normales se
desarrollarian como machos, lo hagan como hembras.

e Estrategias que no distorsionan la proporcién de sexos:
Incompatibilidad citoplasmatica (IC): es un efecto post fertilizacién donde el
esperma de los machos infectados causa la esterilidad de las hembras que no
portan la infeccion. Un cruzamiento resulta incompatible cuando un macho
infectado se cruza con una hembra no infectada, lo que determina la muerte del
embrién en desarrollo. Por el contrario el cruzamiento entre un macho sano y
una hembra infectada, y el cruzamiento entre dos individuos infectados con la
misma cepa son totalmente compatibles. Mediante esta alteracion se eliminan
las hembras no infectadas. Este tipo de IC es “unidireccional” porque los
apareamientos son incompatibles en un Unico sentido: hembra sana y macho

infectado; el cruzamiento entre una hembra infectada y un macho sano resulta
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compatible. El otro tipo de incompatibilidad se denomina “bidireccional”, se da
cuando el macho y la hembra que se cruzan poseen cepas diferentes de
Wolbachia (Hilgenboecker et al., 2008; Werren et al., 2008).

2. Alteraciones no reproductivas: el efecto popcorn fue descubierto en una
cepa de Wolbachia de Drosophila melanogaster Meigen, aunque la bacteria esta
inactiva durante el desarrollo de la mosca, en el adulto prolifera rapidamente en
tejidos nerviosos y musculares provocando una masiva degeneracion que

resulta en la muerte prematura del insecto (Benzer & Min, 1997).

Infeccion por Wolbachia en mosquitos

Los mosquitos estan infectados por los supergrupos A o B de Wolbachia,
gue a su vez se clasifican en sub grupos de cepas (Werren et al., 1995; Zhou et
al., 1998). Los sub grupos no muestran congruencia con los linajes filogenéticos
de sus hospedadores, por ejemplo el subgrupo Pip se encuentra en especies de
Aedes Meigen, Culex Linnaeus y Armigeres Theobald (Zhou et al., 1998;
Kittayapong et al., 2000). Dentro de los mosquitos también se producen
superinfecciones de dos o mas cepas (Werren et al., 1995; Zhou et al., 1998).

La distribucion de la bacteria dentro de la familia Culicidae es no aleatoria,
algunos grupos como los anofelinos no presentan infeccion natural con
Wolbachia, en contraste con la sub familia Culicinae, donde su presencia se
detectd en el 39,5% de las 147 analizadas (Bourtzis et al., 2014). En Ae. aegypti
no se habia reportado infeccion natural hasta hace algunos afos atras, cuando
se hallaron mosquitos infectados en Florida, Estados Unidos, con prevalencias
de 4,3 % para WAIbB y 57,4 % superinfectados (wAIbA/wAIbB) (Coon et al.,
2016; Kulkarni et al., 2019).

Aedes albopictus estad naturalmente infectado con las cepas wAIbA o
WAIbB o superinfectado con ambas, la cepa WAIbA se encuentra en la naturaleza
en una densidad mas baja (Dutton & Sinkins, 2004). La superinfeccion es
definida como la infeccion con dos o mas cepas de Wolbachia; permite el
intercambio genético entre los supergrupos aumentando la diversidad genética
de las bacterias (Werren et al., 1995; Zhou et al., 1998; Jiggins et al., 2001). El

analisis de la variacion genética dentro de cada cepa de diferentes poblaciones
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de Ae. albopictus evidencio una escasa variacion en sus genes 16S RNAr, wsp
o ftsZ (Kambhampati et al., 1993; Armbruster et al., 2003; de Albuquerque et al.,
2011).

La dindmica de transmision de Wolbachia es extremadamente favorable
en Ae. albopictus, con una alta tasa de transmision materna e incompatibilidad
citoplasmatica elevada, donde ambas cepas provocan IC, es decir letalidad
embrionaria en cruces entre hembras no infectadas y machos infectados, o entre
machos y hembras infectadas con diferentes cepas (Kambhampati et al., 1993;
Calvitti et al.,, 2012). En poblaciones hospedadoras que incluyen individuos
infectados y no infectados la IC proporciona una ventaja reproductiva a las
hembras superinfectadas, al aparearse exitosamente con todos los tipos
masculinos; en contraste las hembras no infectadas son incompatibles con los
machos infectados, reduciendo el éxito reproductivo (Dobson et al., 2004). En
cuanto a los efectos sobre el fithees del mosquito , dependen de la combinacién
de diferentes factores, como el genotipo del hospedador, la cepa de Wolbachia,
su localizacion en los tejidos del hospedador y la interaccion con el ambiente
(Dobson et al., 2001; Mc Graw & O' Neill, 2004). Gavotte et al. (2010) realizando
cruzamientos experimentales observé que el impacto de la infecciébn depende
del sexo del hospedador y del nivel de competencia por los recursos. En
condiciones de alta densidad poblacional las hembras infectadas son menos
competitivas que las no infectadas; en cambio a baja densidad poblacional las
hembras infectadas presentan una tasa mayor de supervivencia.

La bacteria se distribuye ampliamente en los tejidos de este hospedador,
convirtiéndola en una poderosa herramienta para la propagaciéon de transgenes
gue podrian bloguear la trasmisién de parasitos y virus (Sinkins, 2004). De todas
formas la cepa WAIbA posee una tasa mas baja de transmision materna, porque
la cepa WAIbB tiene una densidad mas alta (Dutton & Sinkins, 2004).

Otro de los efectos de Wolbachia sobre las especies vectoras de
patogenos es limitar su capacidad de transmitirlos (Hedges et al., 2008; Moreira
et al., 2009; Glaser & Meola, 2010; Mousson et al., 2012; Hussain et al., 2013;
Rosset al., 2016; Tsai et al., 2017).
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Aplicaciones de Wolbachia en el control bioldgico

La amplia distribucion de Wolbachia, asi como su capacidad para
manipular la reproduccién de sus hospedadores, la convierten en una potencial
herramienta para el control de plagas e insectos vectores de enfermedades
(Saridaki & Bourtzis, 2009; Rodriguero, 2013). Dentro de las estrategias
utilizadas para tal fin se encuentran: la supresion poblacional o técnica del
insecto incompatible, que utilizaria a la bacteria como un factor esterilizante; el
reemplazo poblacional o estrategia de impulso, empleandola como un vehiculo
para impulsar fenotipos deseables en poblaciones naturales, por ejemplo el
efecto “popcorn”, que podria ser utilizado para reducir la longevidad de los
adultos; y el aprovechamiento de los eventos de recombinacion que ocurren en
la bacteria como herramienta para manipular genéticamente poblaciones de
insectos mediante la introduccién de genes de interés dentro del genoma de
Wolbachia. Es importante resaltar que incluso puede infectarse a insectos que
naturalmente no posean Wolbachia, proceso conocido como transinfeccién
(Briag et al., 1994; Xi et al., 2005). De todas formas el fenotipo expresado por
Wolbachia en su hospedador es una funcién de la cepa bacteriana en si, de la
densidad de esa cepa en particular, del fondo genético del hospedador y de sus
capacidades fisiolégicas (Braig et al., 2002; Moreira et al., 2009).

En los mosquitos la alteracién reproductiva mas comun provocada por
Wolbachia es la incompatibilidad citoplasmatica. Existen antecedentes de la
aplicacion de esta técnica, en Ae.albopictus se realizé el reemplazo de las cepas
que naturalmente infectan al mosquito, wAIbA y wAIbB, por la cepa de Culex
pipiens wPip, observando su utilidad como una tecnologia alternativa para la
produccion de machos estériles Utiles para la técnica del insecto estéril (Calvitti
et al., 2012). De igual manera, en Ae.aegypti se han realizado diversos trabajos
de transinfeccion, entre ellos se realizé la transinfeccion con la cepa nativa de
Ae. albopictus wAIbA y wAIbB, y se demostré que luego de algunas generaciones
se establecen infecciones estables que generan altas tasas de incompatibilidad
citoplasmatica (Xi et al., 2005; Ant et al., 2018).
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Estudios previos en poblaciones naturales de mosquitos en Argentina

Los estudios realizados previamente en Argentina son escasos, por
ejemplo en Cx. quinquefasciatus provenientes de la ciudad de La Plata se
estudié la infeccidon con Wolbachia (Morais et al., 2012).

En la provincia de Misiones, Chuchuy et al. (2018) estudiaron la
prevalencia de cepas de Wolbachia en una poblacion de Ae.albopictus del
Parque Nacional Iguazu ubicado en la ciudad de Puerto Iguazu, ubicada a 100
km de Eldorado. Dicha poblacion es polimérfica para la infeccion por Wolbachia,
con individuos no infectados, super infectados con las cepas wWAIbA y wAIbB, o
infectados unicamente con wAIbB.

Ademas utilizando la técnica MLST confirmaron la identidad de wAIbB
como miembro del subgrupo B como parte de un primer enfoque para investigar
el potencial papel de esta bacteria en la modulacién de la competencia vectorial.

El conocimiento de la distribucién de Wolbachia proporciona una vision de
su evolucion y dinamica poblacional, esta informacion es relevante para
comprender y predecir el resultado de las estrategias de control basadas en la
misma. Un paso inicial importante para planificar cualquier programa de control
es determinar si una poblacién presenta la infeccién por este endosimbionte. En
consecuencia, el screening en especies vectoras y no vectoras constituye
ademas un acto de "bioprospeccion” que facilita el descubrimiento de nuevas
variantes de Wolbachia con caracteristicas deseables que se pueden utilizar
para infectar artificialmente las especies de mosquito (de Albuquerque et al.,
2011; Bourtzis et al., 2014).

En este contexto y sumado a los escasos estudios realizados en América
del Sur se plantean los siguientes objetivos:

e Determinar la prevalencia y diversidad de cepas de Wolbachia presentes
en estados inmaduros de Ae. albopictus de la localidad de Eldorado,
Misiones.

e Determinar si existe infeccion por Wolbachia en Ae. aegypti.

e Determinar la prevalencia de infeccion estacional y espacial de las cepas
encontradas en Ae. albopictus.

e Determinar si existe una relacion entre la temperatura del habitat y la cepa

WAIbB presente en Ae. albopictus.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN

El ADN gendmico fue extraido de larvas de Ae.albopictus colectadas en
la ciudad de Eldorado, previamente determinadas mediante claves dicotomicas
y conservadas en alcohol 96% a -20° C. Durante el primer afio de muestreo se
armaron pooles de individuos (cinco larvas como maximo) por cada habitat
dentro de cada sitio (cementerio, vivienda familiar, gomeria y parque). Durante
el segundo afio las larvas se procesaron de manera individual (en los casos que
fue posible cinco por habitat) para obtener valores de prevalencia mas reales de
cada una de las cepas presentes, y ademas identificar las larvas libres de
infeccion. Ademas se realizaron extracciones de ADN de larvas de Ae. aegypti
tomadas al azar. La extraccion del ADN se realiz6 mediante un kit comercial
(Wizard (R) Genomic DNA Purification PROMEGA) siguiendo las instrucciones

del fabricante.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La deteccién de la infeccién por Wolbachia se realizé mediante la técnica
PCR multiplex, utilizando los cebadores que amplifican la proteina superficial
wsp, 328 F (5'-CCA GCA GAT ACT ATT GCG-3 ') y 691 R (5'-AAA AAT TAA
ACG CTA CTC CA-3') para la cepa wAIbA (501 pb);y 183 F (5'-AAG GAA CCG
AAG TTC ATG-3 ") y 691 R para la cepa WAIbB (379 pb), descriptos por Zhou et
al. (1998). Los productos de amplificacion esperados son de 379 pb y 501 pb
respectivamente.

La reaccion de amplificacion fue preparada a un volumen final de 25 pl
conteniendo 1 ul de ADN gendmico de Ae.albopictus; 2,5 pl (10 pmol/ ul) de cada
cebador; 2,5 pl de buffer de reaccion TAS 10X; 2,5 pl de dNTPs (PROMEGA
10mM por cada uno de los nucleétidos), 0,2 ul de la enzima Taqg polimerasa
(HIGHWAY 5U/ul); 3 ul de cloruro de magnesio (3mM/ul) y 11,8 pl de agua libre
de DNAsas. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95° C por un minuto; 35 ciclos de desnaturalizacion a
94° C por un minuto, annealing de los cebadores a 55° C por un minuto y medio;
extension a 72° C por dos minutos; y una extension final de 10 minutos a 72° C.

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador BIOER GenePro. Los
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productos de PCR se resolvieron utilizando geles de agarosa al 2%
suplementados con Gel Red (GenBiotech). La visualizaciéon se realiz6 utilizando

luz UV con un transiluminador (uvipro Bronze).

En las muestras en las que solo se detectd una cepa de la bacteria, y
debido a la posible competencia entre ADN de wAIbA y wAlbB en la PCR
multiplex, se realizaron amplificaciones independientes para detectar wAIbA o
WAIbB. Los resultados negativos de las PCR independientes se repitieron dos
veces. La calidad de la extraccion de ADN se verifico utilizando los cebadores
S1718 y A2442 descriptos por Normark (1996) que amplifican el locus de ADNmt
(CQI) de la citocromo oxidasa de mosquito, con las condiciones previamente
reportadas por Rodriguero et al. (2010). Las muestras negativas para COI se
excluyeron del conjunto de datos.

Las muestras que fueron negativas para los cebadores wsp pero positivas
para los cebadores COI se clasificaron como no infectadas. Todos los resultados
negativos para la infeccion por Wolbachia se verificaron ademas con los
cebadores coxA (subunidad de citocromo oxidasa I) y fopA (fructosa-bisfosfato

de aldolasa) descriptos por Baldo et al. (2006).

Analisis de datos

Para analizar la relacion entre las variables independientes pH y
temperatura del criadero, y la variable dependiente infeccién por Wolbachia se
consideraron las siguientes situaciones: larvas infectadas versus no infectadas;
larvas infectadas con cepa wWAIbB vs doble infeccion cepas wAIbA/wAIbB; larvas
infectadas doble infeccion cepas wAIbA/WAIbB vs larvas no infectadas. Se
excluyé del andlisis la infeccién Unicamente con cepa WAIbA porque era una sola

larva. Los analisis se realizaron con el software StataCorp, 2011.

Se utilizé un Modelo de Probabilidad Lineal (MPL): es un modelo de
regresion lineal multiple en el que la variable dependiente es una variable binaria
(0o dummy), la cual s6lo toma valores de cero y uno; y la probabilidad de
respuesta es lineal en los parametros. En el MPL B mide la variacion de la

probabilidad de éxito al variar xj, permaneciendo los demas factores constantes
AP (y=1]x)= Bj AX;
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El modelo de regresion mdultiple permite estimar el efecto de diversas
variables explicativas sobre un evento cualitativo. La ecuacién estimada se

escribe como:
Yy =BotPrxi+...... +Bk Xk

Donde: y es la probabilidad de éxito predicha, por lo tanto Bo es la probabilidad
de éxito predicha cuando cada una de la x;jes igual a cero, el coeficiente de
pendiente B1 mide la variacion de la probabilidad de éxito predicha cuando xi1

aumenta una unidad.
Se construyeron 3 modelos:

Modelo 1: probabilidad de “estar infectado” (con cualquier caso) versus “no estar

infectado”

Modelo 2: probabilidad de “estar infectado tipo B” versus “no estar infectado”
Modelo 3: probabilidad de “estar infectado tipo A mas B” versus “no estar

infectado”

138



RESULTADOS

Deteccion y prevalencia de cepas de Wolbachia presentes en larvas de

Aedes albopictus de la localidad de Eldorado, Misiones.

Se realizaron 502 extracciones de ADN distribuidas de la siguiente
manera, desde el mes de mayo de 2016 a abril de 2017, 81 pooles; de mayo de
2017 a abril de 2018, 407 extracciones individuales.

Se obtuvieron fragmentos del tamafo esperado correspondientes al gen
wsp, segun la cepa de Wolbachia presente (Fig. 1). En las muestras de ADN de

larvas de Ae. aegypti no se detecto infeccion por Wolbachia.

9 10 11 12 13 14 15 PM

Figura 1. Gel de agarosa al 2% con cepas WAIbA y wAIbB en ADN de larvas de Aedes
albopictus de la localidad de Eldorado, Misiones. A) carril 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9: wAIbA y wAIbB;
carril 2, 3: sin infeccion, carril 10: control negativo B) Carril 1, 2, 5, 6, 7, 10: wAIbB; carril 3, 4,
8,9, 11, 12, 13, 14: sin infeccion; carril 15: control negativo. PM: peso molecular de 500 a 100
pb.

La prevalencia de infeccién del primer afio de muestreo, cuando se
analizaron pooles de larvas fue de 96,29 %, de ese valor el 2,47 % correspondio
aWAIbA, el 6,17 % a wAIbB y 87,65 % a una infeccién doble con las cepas wAIbA/
wAIbB.
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Para el segundo afo, de un total de 407 larvas de Ae. albopictus, la
prevalencia de infeccion fue del 76,89 %, donde el 0,25 % Unicamente estaba
infectado con WAIbA; el 23,84 % sdélo con wAIbB y 52,80 % representaba doble
infeccion con las cepas WAIbA/WAIbB. En la Tabla 1 se muestran los valores de
prevalencia con las extracciones individuales segun los sitios de colecta
(viviendas familiares, gomeria, cementerio, parque). La cepa WAIbA fue
identificada por Unica vez en una larva de Ae. albopictus recolectada en un
neumatico de una gomeria.

Tabla 1. Prevalencia de infeccién por Wolbachia por sitios de colecta en la ciudad de Eldorado,
Misiones.

Sitio Cepa wWAIbA Cepa wAIbB wAIbA/wAIbB
Vivienda familiar 0% 24,64 % 52,17 %
Cementerio 0% 24,89 % 51,55 %
Gomeria 3,03 % 18,18 % 60,61 %
Parque 0% 13,33 % 60,00 %

En la Tabla 2 se observa la prevalencia de las infecciones simples y la
doble infeccién en las muestras individuales, la prevalencia de la doble infeccién
en las diferentes estaciones del afio se mantiene en valores similares, con un
leve descenso en verano y otofio. La infeccion con la cepa wAIbB fue mayor en
verano y otofio del afio 2018.

Tabla 2. Prevalencia de infeccién por Wolbachia por estacién en la ciudad de Eldorado,
Misiones.

Estacion N° Ae.alb. N°extrac. % wAIbA % wAIbB %wAIbA/wWAIbB
Otoiio 17 484 66 0 9,1 54,54
Invierno 17 243 31 0 19,35 64,51
Primavera 17 275 103 0,97 10,68 60,17
Verano 18 721 164 0 33,54 47,56
Otofio 18 657 43 0 44,17 41,86
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Modelos de Probabilidad Lineal (MPL)

En el primer modelo que analizé la probabilidad de “estar infectado” (con
cualquier caso) versus “no estar infectado” se obtuvo como resultado que a un
incremento de una unidad (°C) en la variable temperatura se incrementa la
probabilidad de estar infectado con Wolbachia en un 1,976 %. El pH presenta un
efecto negativo y significativo, por cada incremento en una unidad del pH
promedio disminuye un 16,8 % la probabilidad de estar infectado.

Para el segundo modelo se analizé la probabilidad de “estar infectado tipo
B” versus “no estar infectado”, donde un incremento en una unidad (°C) de la
temperatura aumenta un 4,27 % la probabilidad de estar infectado con la cepa
wAIbB. El pH por un aumento en una unidad disminuye un 43% la probabilidad
de infeccién con la cepa wWAIbB.

Para el tercer modelo probabilidad de “estar infectado tipo A mas B”
versus “no estar infectado, por cada un incremento en una unidad (°C) de la
temperatura aumenta un 1,68 % la probabilidad de estar superinfectado con las
cepas WAIbA/wWAIbB. El pH nuevamente presenta un efecto negativo, donde el
incremento en una unidad disminuye un 13,6 % la probabilidad de infeccion
doble. De los resultados de los modelos utilizados se observa que a valores mas
basicos de pH, menor la probabilidad de infecciéon por Wolbachia, con un efecto
méas marcado sobre la cepa wAIbB, de manera similar el incremento de
temperatura provoco un efecto mayor sobre la presencia de la cepa wAIbB. En

la Tabla 3 se detallan los coeficientes y el nivel de significancia de cada modelo.
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Tabla 3. Modelos de probabilidad lineal usados para analizar efectos de pH y temperatura sobre
la infeccién por Wolbachia.

Variables Temperatura pH
dependientes
Infectados Coef: 0,1976 Coef: -0,1684
con
Wolbachia Robust Std. Err.: 0,0066305 Robust Std. Err: 0,00729973
t: 2,98 t: 3,04
p: 0,003 p: 0,003
Intervalo 95% [0,006725 0,32803] Intervalo 95% [0,007816 0,365171]
Infectados Coef: 0,4276 Coef: -0,43
cepa WAIbB.
Robust Std. Err:0,0091453 Robust Std. Err: 0,009695
t: 4,68 t: 3,04
p:0,000 p: 0,003
Intervalo 95% [0, 247044 0,60823] Intervalo 95% [0,324437 0,707336]
Infectados Coef: 0,168948 Coef: -0,136
con cepas _ _
WAIbA/WAIbB Robust Std. Err: 0,0076073 Robust Std. Err: 0,0097209

t: 2,22
p: 0,027
Intervalo 95% [0,019185 0,031871]

t: 2,04
p: 0,042
Intervalo 95% [0,000741 0,390158]
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DISCUSION

La bacteria endosimbionte Wolbachia causa multiples alteraciones
reproductivas en su huéspedes, entre ellas la incompatibilidad citoplasmatica,
que podria provocar una reduccion significativa en la fecundidad y la tasa de
eclosion de huevos (Noor et al.,, 2015). Las investigaciones sobre infeccion
natural de Wolbachia en mosquitos son cruciales para evaluar la posibilidad de
utilizar estrategias de control de vectores basadas en su uso (Rasgon & Scott,
2004; de Albuquerque et al., 2011; Das et al., 2014; Noor et al., 2015).
Investigaciones previas revelaron que el mosquito Aedes albopictus esta
infectado de manera natural con las cepas de Wolbachia wAIbA y wAIbB (Sinkins
et al., 1995; Werren, 1997; Zhou et al., 1998). En el presente estudio se detectd
infecciébn natural por Wolbachia en Ae. albopictus de Eldorado, Misiones,
revelando infeccion y super infeccién con dos tipos de cepas WAIbA y wAIbB.

La incompatibilidad citoplasmética (IC) unidireccional permite que
Wolbachia invada rapidamente poblaciones de insectos no infectados, porque
las hembras infectadas pueden aparearse con éxito con machos infectados y no
infectados, mientras que las hembras no infectadas solo pueden producir
progenie cuando se aparean con machos no infectados (Turelli & Hoffmann,
1991). Los machos superinfectados son incompatibles con hembras wAIbA, en
cambio las hembras superinfectadas son compatibles con machos wAIbA, esta
IC unidireccional permitiria la rapida propagacion de superinfecciones a través
de poblaciones que solo albergan wAIbA (Dutton & Sinkins, 2004). Luego de
ingresar a una poblacién se espera que Wolbachia se extienda rapidamente
hasta su fijacion, la superinfeccion con las cepas WAIbA/wWAIbB en diversas
poblaciones de campo estudiadas es comun y se encuentra fijada, lo que sugiere
una transmisién vertical eficiente de ambas cepas (Noor Afizah et al., 2015).

En Argentina en un estudio previo realizado en la provincia de Misiones,
en la ciudad de Puerto Iguazu, distante a 100 km de la localidad de Eldorado,
Chuchuy et al. (2018) hallaron una prevalencia de infeccion en hembras de Ae.
albopictus de 83,3%, donde el 16,7 % presentaba infeccién simple con la cepa
wAIbB, y un 66,7 % doble infeccion wAIbA/wWAIbB; en los machos 75 % de
prevalencia, con infeccion simple wAIbB 12, 5 % y 62,5 % de doble infeccion; no

se encontraron individuos con una simple infeccién con la cepa wAIbA. En la
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ciudad de Eldorado, la prevalencia de infeccion fue similar; aunque con valores
superiores para la cepa wWAIbB y menores para la prevalencias de los doble
infectados wAIbA/wWAIbB. Ademas se encontro un individuo infectado inicamente
con la cepa WAIbA.

En otros lugares del mundo las prevalencias son mas altas, por ejemplo
en la India Das et al. (2014) encontraron una prevalencia de infeccion de 99,2
%, donde el 3,2% era de la cepa wWAIbA y 96,8 % doble infeccion wAIbA/wWAIbB.
En el sudeste de Asia las prevalencias encontradas son cercanas al 100%; con
hembras superinfectadas con wAIbA/wAIbB, machos con infeccion Unica por
wAIbB (67,4%) y superinfectados con wAIbA/WAIbB (32,6%) (Noor et al., 2015).
Zhang et al. (2014) en Malasia encontré prevalencias de doble infeccidn
wWAIbA/WAIbB en hembras y machos de 99,09 y 92,04 % respectivamente;
Unicamente en los machos se detectd infeccién simple con la cepa wAIbA con
una prevalencia de 7,96%; y una sola hembra con la cepa wAIbB. Tsai et al.
(2017) en Taiwan encontraron una alta prevalencia de doble infeccion con
valores de 92,8 a 97,2 % de prevalencia.

La baja prevalencia de la cepa wAIbA encontrada en Eldorado coincide
con otros estudios en el mundo; Kittayapong et al. (2002) en Tailandia encontré
una prevalencia del 0,6 %, sin embargo es posible que la eficiencia de la
transmision materna en diferentes regiones geograficas sea distinta, de todas
formas la tasa de trasmision de la cepa WAIbA es ligeramente mas baja que para
la cepa WAIbB (Dutton & Sinkins, 2004; Zhang et al., 2014).

En Brasil, en el estado de Pernambuco, la prevalencia fue de 91,61 %, de
los cuales el 67,13% estaban infectados con ambas cepas WAIbA/wWAIbB (de
Albuquerque et al., 2011).

En otro estudio de prevalencia de Wolbachia en Ae.albopictus y
Ae.aegypti realizado en Florida y Nueva Méjico en EE UU por Kulkarni et al.
(2019) se reportd infeccion natural para Ae. aegypti, con una prevalencia del
57,4% de la cepa wAIbB; para Ae. albopictus la prevalencia fue de 92,3% (84,6
% wAIbA/WAIbB y 7,7 % cepa wAIbB). En el presente trabajo las detecciones
negativas para Ae. aegypti de poblaciones simpatricas con Ae. albopictus
demuestran que al menos en las cepas WAIbA y wAIbB no habria transferencia

horizontal.
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Wolbachia puede verse afectada por diferentes factores, como la
temperatura y los factores nutricionales de cria del mosquito, las altas
temperaturas y la nutricion deficiente a menudo llevan a una menor densidad de
Wolbachia en Ae. albopictus (Dutton & Sinkins, 2004; Wiwatanaratanabutr &
Kittayapong, 2009). La densidad de la bacteria puede influir en la IC y en la tasa
de transmisién, ambas son las variables mas importantes que determinan la
dindmica de invasion de Wolbachia en una poblacion (Dutton & Sinkins, 2004).

La cepa de Wolbachia wAIbB es menos susceptible a los efectos de las
altas temperaturas que la cepa wMel usada para infectar y controlar poblaciones
de Ae. aegypti, esto sugiere que esta cepa podria ser la adecuada para el
reemplazo poblacional en ambientes calidos (Nguyen et al., 2015; Ross et al.,
2017; Nazni et al., 2019). Actualmente la efectividad de dicha estrategia, con
pruebas de campo en marcha en mas de 10 paises, podria verse influenciada
por las temperaturas ambientales que disminuyen la densidad de Wolbachia,
reduciendo asi la capacidad de invadir y persistir en la poblacion y bloquear los
arbovirus (Ross et al., 2019). En nuestro estudio encontramos que el aumento
de la temperatura en el microambiente incrementa la probabilidad de infeccion
con cepa WAIbB, este dato resulta de gran interés porque esta cepa tendria la
potencialidad de utilizarse para transinfeccion de Ae. aegypti en esta region sub
tropical.

Los microorganismos generalmente viven en comunidades de especies
que interactian; y los microorganismos que colonizan mosquitos no son una
excepcion. Estas interacciones suelen ser mediadas por modificaciones
ambientales, una de las mas comunes es el cambio de pH. El pH es un parametro
muy general, en el que esencialmente todos los microorganismos influyen y
dependen. Las modificaciones del pH pueden facilitar o inhibir el crecimiento, y
en casos extremos causar la extincion de una poblacion bacteriana. El
crecimiento de las comunidades bacterianas que viven en un determinado
ambiente puede conducir a cambios en el pH, y este cambio de pH puede
promover o inhibir el crecimiento bacteriano de todas las especies microbianas
presentes en dicho ambiente (Ratzke & Gore, 2018). En el presente trabajo el
pH es otro factor fisico del habitat que tendria influencia sobre la infeccion por
Wolbachia, especulamos con la posibilidad que el pH tendria un efecto indirecto

sobre Wolbachia, al afectar otras bacterias que se encuentran en el habitat y que
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tendrian la capacidad potencial de colonizar los tejidos de Ae. albopictus. No se
han encontrado antecedentes de su efecto sobre Wolbachia, probablemente

debido al escaso nimero de estudios de infeccion en larvas de mosquitos que

existen.
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CAPITULO 3
Ascogregarinas (Apicomplexa: Lecudinidae) en
poblaciones naturales de Aedes aegyptiy Aedes
albopictus (Diptera: Culicidae) de Eldorado,

Misiones, Argentina
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INTRODUCCION
Ascogregarina

Las Ascogregarinas son protozoos parasitos intracelulares exclusivos de
invertebrados (Lantova &Volf, 2014), con una marcada especificidad del
hospedador en condiciones naturales. Se los considera en su mayoria no
patdogenos para sus huéspedes naturales, algunas de ellos de la familia

Culicidae, pero nocivos para otros (Roychoudhury et al., 2007).

El género Ascogregarina (syn. Monocystis von Stein, 1848, Lankesteria
Mingazzini, 1891 y Ascocystis Grasse, 1953) pertenece al Phyllum Apicomplexa
(Apicomplexa: Lecudinidae), familia Ascogregarinidae. Esta familia ademas
incluye al género Psychodiella gregarina que infecta al género Lutzomyia
(Lantova &Volf, 2014).

Dentro del Phyllum existen otros dos oOrdenes: Archigregarinida y
Neogregarinida, se diferencian segun el tipo de divisiobn celular multiple o
esquizoogonia. El orden Eugregarinorida se caracteriza por ausencia de
merogonia y trofozoitos con movimiento deslizante a lo largo de las células del
hospedador (Reyes Villanueva, 2004).EIl género alberga especies que parasitan
dipteros, particularmente mosquitos (Culicidae), moscas de las familias
Nycteribiidae y Phoridae; y pulgas del orden Siphonaptera (Lantova &Volf,
2014).Su forma invasiva se caracteriza por presentar un Unico complejo apical
responsable de la penetracion e invasion celular dentro de los tejidos (Morrison,
2009).

Existen 9 especies descriptas para mosquitos (Lantova et al., 2014) las
cuales se presentan en la Tabla 1. La especie tipo del género es Ascogregarina
culicis (Ross, 1898).
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Tabla 1. Ascogregarina de mosquitos.

Ascogregarina Mosquito hospedador
Ascogregarina culicis (Ross,1998) Aedes aegypti(Lin.,1762)
Ascogregarina taiwanensis (Lien y Levine) Aedes albopictus(Skuse,1894)
Ascogregarina lanyuensis (Lien y Levine) Aedes alcasidi Huang,1972
Ascogregarina polynesiensis Levine, 1985 Aedes polynesiensis Marks,1951
Ascogregarina barretti (Vavra, 1969) Aedes triseriatus (Say, 1823)
Ascogregarina clarki (Sanders y Poinar, 1973) Aedes sierrensis (Ludlow, 1905)
Ascogregarina geniculati Mustermann y Levine, 1983  Aedes geniculatus (Oliver, 1791)
Ascogregarina tripteroidesi (Bhatia, 1938) Tripteroides dofleini (Guenther, 1913)
Ascogregarina armigerei (Lien y Levine, 1980) Armigeres subalbatus (Coquilett, 1898)

Las Ascogregarinas se dividen de un modo artificial en dos grupos, segun
la morfologia de los trofozoitos: gregarinas cefalinas (Cephaline), cuyo trofozoito
0 gamonte se divide en tres partes: el epimerito (6rgano apical para la adhesion),
el protomerito (seccién anterior de la célula) y el deuteromerito (seccién posterior
de la célula). Y el segundo grupo constituido por las gregarinas acefalinas
(Acephaline), cuyo trofozoito presenta dos partes, el protomerito y el

deuteromerito.
Ciclo de vida

Ascogregarina culicis (Ross) es la especie tipo del género Ascogregarina
motivo por el cual se la utiliza para describir el ciclo de vida, que es similar entre
los otros miembros del género. Las larvas de mosquitos se infectan al ingerir los
ooquistes presentes en el agua donde se desarrollan. Cada ooquiste contiene
ocho esporozoitos que una vez ingeridos por el hospedador se liberan en el
intestino e invaden las células epiteliales. Dentro de las células los esporozoitos
se transforman a trofozoitos, los cuales son liberados a la luz intestinal cuando
la célula epitelial se rompe. Alli se unen a las células epiteliales del intestino y
durante la etapa de pupa del mosquito migran a los tabulos de Malpighi, donde
se reproducen sexualmente en el mosquito adulto, formando el ooquiste que
finalmente es liberado al agua durante la ovoposicién de la hembra, o con la
muerte del mosquito adulto infectado en el criadero (Roychoudhury & Kobayashi,
2006; Lantova & Volf, 2014) (Fig. 1).
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(d)

Figura 1. Ciclo de vida de Ascogregarina culicis. (a) Esporozoito intracelular en la célula epitelial
del intestino. (b) trofozoito joven intracelular en la célula epitelial del intestino. (c) trofozoito
extracelular localizado en lumen intestinal. (d) Gametocito. (€) Gametocito maduro con ooquistes,
localizado en tubulos de Malpighi de pupas y adultos. (f) Ooquiste con esporozoitos, localizado
en tubulos de Malpighi de pupas y adultos y en las heces. Tomado de(Lantova & Volf 2014).

Ascogregarina culicis y Ascogregarina taiwanensis

Ascogregarina culicis fue descripta por Ross en la India en 1885 y
Ascogregarina taiwananensis en Taiwan por Lien & Levine (1980). Se ha
demostrado que los ooquistes son capaces de infectar cualquier instar larval,
cuando la ingestion ocurre en los estadios tempranos los parasitos sincronizan
su desarrollo con el hospedador. Unicamente cuando es ingerido por una larva
de IV estadio tardia se detiene su desarrollo en la etapa de gamonte
(Roychoudhury & Kobayashi, 2006).

Los ooquistes de ambas especies son resistentes a la desecacion,
caracteristica que les permite sobrevivir en épocas desfavorables, esto resulta
beneficioso considerando que los habitats de las especies hospedadoras a
menudo estan sujetos a desecacion. En el caso de A. taiwanensis se ha
observado hasta 6 meses de resistencia en condiciones naturales y 4 meses en
condiciones de laboratorio (Roychoudhury &Kobayashi, 2006). Chen & Yang
(1996) demostraron que la temperatura del agua afecta el desarrollo del parasito,
en A. taiwanensis a 29°C se acorto el tiempo de desarrollo y por debajo de los

14°C se extendio, siendo la temperatura 6ptima de 24° C.

Ambas gregarinas son morfolégicamente similares, aunque existen
diferencias de forma y tamafio de los trofozoitos que permiten diferenciarlas
(Reyes-Villanueva et al.,, 2001). Ademas el desarrollo de herramientas

moleculares permiten su identificacion a partir de extraccion de ADN, y
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amplificacion de la regidn ribosomal ITS1 e ITS2 y la sub unidad ribosomal (SSU
rDNA) ( Morales et al. ,2005; Roychoudhury et al. , 2007).

El estudio de estos protozoos adquirié importancia en los Estados Unidos
como una de las hipotesis para explicar el desplazamiento de Ae. aegypti
(Linnaeuss) por Ae.albopictus (Skuse). Esta hipotesis centrada en la
patogenicidad diferencial de las Ascogregarinas (Craig, 1993) se encuentra
dentro de los mecanismos de reduccidn competitiva entre especies, donde la
competencia se produce a través de los efectos diferenciales de un paréasito o
depredador en dos especies concurrentes (Holt & Lawton, 1994) y plantea
efectos asimétricos provocados por la infeccion por ascogregarinas que podrian
causar descensos en la densidad de Ae.aegypti, el cual se infectaria con la
especie parasito natural de Ae. albopictus, A. taiwanensis, y ésta provocaria
efectos negativos en su supervivencia. En cambio la ascogregarina presente en
Ae. aegypti, A. culicis no infectaria a Ae. albopictus (Munstermann & Wesson,
1990; Blackmore et al.,1995; Juliano, 1998; Reyes-Villanueva et al., 2003).

Impacto de las gregarinas sobre el fitness de los mosquitos y especificidad
de huésped

La introduccion de Ae.albopictus al continente americano en la década del
80 (S. XX) y la subsecuente disminucién o desplazamiento en algunas regiones
de Ae. aegypti trajo apareado un interés renovado en el estudio de la ecologia
de Ae. albopictus (Tseng, 2007), por ejemplo centrado en el estudio de las
Ascogregarinas.

Los resultados obtenidos sobre los efectos de las Ascogregarinas sobre
su hospedador son contradictorios, algunos de los cuales no reportan evidencia
de efectos negativos sobre el fitness de los mosquitos, por lo tanto serian
parasitos benignos para su huésped natural (Reyes-Villanueva et al., 2003). Sin
embargo Comiskey et al. (1999) han reportado un aumento de 35 % en la tasa
de mortalidad larvaria y un aumento del tiempo de desarrollo, ademas de la
disminucion en la longitud del ala y la fecundidad de hembras de Ae. albopictus

infectadas con A. taiwanensis. Trabajando con A. taiwanensis otros autores han
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reportado tasas de mortalidad para ambas especies de Aedes que varian entre
3,2y 12,6 % (Reyes-Villanueva et al., 2003).

En Ae. aegypti infectado con A. culicis se ha reportado elevada mortalidad
de larvas (Barret, 1968; Comiskey et al., 1999). Otro estudio realizado informa
un incremento a la susceptibilidad al DDT en larvas de Ae. aegypti resistentes,
infectadas con A. culicis (Stapp & Casten, 1971). También se observaron efectos
de mortalidad elevada cuando se utiliza una gregarina en el huésped no natural
(Garcia et al., 1994), sin embargo el ciclo completo del parasito no podria
realizarse en el huésped no natural, o sea que no se perpetuaria en el tiempo
(Vezzani & Wisnivesky, 2006).

Existe ademas una influencia del entorno sobre la relacion parasito-
hospedador representado por la densidad larvaria y los nutrientes disponibles.
En el caso de machos y hembras de Ae. albopictus las condiciones de
hacinamiento larval puede afectar la respuesta a la infeccion parasitaria (Tseng,
2004). Comiskey et al. (1999) reportaron dafios mas severos en células de los
tubulos de Malpighi de hembras de Ae. albopictus infectadas con A. taiwanensis
cuando se criaban en niveles bajos de nutrientes. Sulaiman (1992) se refirié a
qgue los efectos sobre el fitness eran mayores a altas dosis de exposicion al
parasito.

Con respecto a la disminucion de la capacidad reproductiva en mosquitos
parasitados se ha propuesto como explicacion una combinacion de los
siguientes procesos: el consumo de nutrientes por el parasito, el desvio de
nutrientes para reparar tejidos dafiados en el hospedador y el uso del sistema
inmune para matar al parasito (Comiskey et al., 1999). Incluso las condiciones
fisiolégicas producto de la infeccion parasitaria, como por ejemplo liberacion de
toxinas, puede causar necrosis en las células del hospedador y dafio a su
membrana plasmatica; provocando finalmente la muerte del hospedador
(Golstein & Kroemer, 2007).

Respecto a los estudios sobre especificidad hospedador y las infecciones
cruzadas éstos son contradictorios, existen algunos trabajos que reportan
desarrollo completo de A. taiwanensis dentro de otro hospedador que no sea el
propio, ejemplo el desarrollo de A. taiwanensis en Ae. taeniorhynchus
(Wiedemann,1821) (Garcia et al., 1994) y en Ochlerotatus japonicus (Theobald)

por Erthal et al. (2012), sus resultados de todas formas concluyen que es un
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hospedador viable, pero no tan competente como Ae. albopictus; vy la infeccién
cruzada de A. culicis y A. taiwanensis en Ae. albopictus y Ae. aegypti
respectivamente (Lien & Levine, 1980).

Sin embargo otros autores sostienen que A. taiwanensis raramente se
desarrolla en otros hospederos (Cominsky & Wesson, 1997; Reeves &
Mcculloughb, 2002), inclusive en trabajos experimentales de infeccion de Ae.
aegypti con A. taiwanensis se ha observado que no logra completar su ciclo de
vida (Garcia et al., 1994).

Tseng (2017) realizé experimentos de infeccién en laboratorio con A.
taiwanensis en individuos de Ae. albopictus producto de la cruza entre dos
poblaciones aisladas y obtuvo como resultado una reduccién en la produccion
de ooquistes, que sugieren alguna adaptacion de los parasitos a los huéspedes
locales, y otorgaria una cierta ventaja a las poblaciones hibridas para escapar a
los parasitos.

La importancia de estudiar la biologia y la variacién estacional de un nuevo
aislado geografico de Ascogregarina esta relacionado con el efecto diferencial
del paréasito sobre el hospedador, el cual varia entre los diferentes aislados o
cepas geograficas y ademas depende de la variedad poblacional de Ae. aegypti
(Sulaiman, 1992; Reyes-Villanueva et al., 2003).

Con respecto a su discutido uso en el control biolégico de insectos
vectores, Reyes- Villanueva (2004) sostiene que su potencial utilizacion depende
del enfoque de las investigaciones hacia dos caminos: el estudio de la
patogenicidad en hospedadores no naturales: esto incluye la recuperacion de
ooquistes y realizacion de infecciones experimentales observando los efectos
sobre el desarrollo del mosquito. Y la realizacion de estudios a campo, sobre
todo en zonas tropicales para ampliar el conocimiento sobre este grupo, y poder
caracterizar nuevos aislados geograficos desde el punto de vista de la
patogenicidad. De todas formas la patogenicidad de la cepa geografica utilizada
debe permitir que el hospedador complete su ciclo y de esta forma pueda liberar
los estadios infectantes del parasito al medio, para que tenga una continuidad y
no sea necesario en cada generacion del mosquito introducir artificialmente
ooquistes al medio (Tseng 2007).

La infeccidn natural en mosquitos con Ascogregarina fue reportada en

diversas partes del mundo (Reyes-Villanueva et al., 2013). EI mayor nimero de
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investigaciones se realizaron en Estados Unidos, debido a la hipdtesis de
desplazamiento descripta previamente. Los estudios se han enfocado sobre todo
en el aislamiento de ooquistes, ciclos de vida, infeccion cruzada entre Ae. aegypti
y Ae. albopictus de ambos parasitos (Sulaiman, 1992; Chen, 1999; Reyes-
Villanueva, 2001).
Los escasos estudios sobre este género en Sudamérica corresponden a
Brasil (Passos & Tadei, 2008; Prophiro et al., 2017) y a la zona templada de
Argentina (Albicocco & Vezzani, 2009; Vezzani & Wisnivesky, 2006). Estos
trabajos se han centrado principalmente en estudios de prevalencia e intensidad
de infeccién, no existiendo trabajos especificos experimentales sobre
patogenicidad de las cepas sudamericanas (Vezzani & Rubio, 2016). En los
altimos afos el desarrollo de técnicas moleculares para la identificacion de estos
protozoos (Morales et al., 2005; Templeton et al., 2010) posibilitd que se revelen
a campo infecciones cruzadas, como por ejemplo en el trabajo realizado en el
afio 2017 por Prophiro et al. en el sur de Brasil.
En el presente capitulo se plantean los siguientes objetivos:
e |dentificar las especies de Ascogregarina spp. halladas en especies
de mosquitos invasivas: Ae. aegypti y Ae. albopictus.
e Caracterizar morfolégicamente los trofozoitos de Ascogregarina
culicis y A. taiwanensis.
e Determinar la prevalencia e intensidad de infeccion de A. culicis y
A. taiwanensis en la localidad de Eldorado, Misiones.
e Confirmar mediante biologia molecular la identificacién de las

especies de Ascogregarina halladas.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El muestro se realiz6 en la localidad de Eldorado, situada al noroeste de
la provincia de Misiones (26° 24’ S 54° 38’ W). Ver materiales y métodos capitulo
1.

Metodologia de muestreo

La colecta de larvas y pupas de mosquitos se realizé desde mayo de 2016
a abril de 2018. Las larvas fueron colectadas de diferentes tipos de recipientes
artificiales ubicados en: viviendas familiares, lugares publicos como cementerios,
y todo sitio urbano con potenciales habitats para estos mosquitos (gomerias,
talleres mecénicos, chatarrerias); y de recipientes naturales como: bromélias,
tacuaras y huecos de arbol, ubicados principalmente en un ambiente natural de
la ciudad.

Cuando fue posible se tomé el volumen total de agua del recipiente de
cria y se colectaron los individuos con pipeta plastica previa descarga del agua
a una bandeja de plastico blanca. Para aquellos recipientes cuyo tamafio impidio
tomar el volumen total de agua se colectaron 10 cucharones (300 ml cada
cucharén). En los recipientes naturales el agua se extrajo con un frasco
aspirador. Las variables registradas para cada recipiente se detallaron en el
capitulo 1 de la seccion Ecologia de especies invasivas.

Las larvas de los diferentes estadios y las pupas fueron trasladadas vivas
en recipientes plasticos identificados con fecha de colecta y tipo de recipiente,
para su procesamiento al laboratorio de Entomologia perteneciente al Instituto
de Medicina Regional de la Universidad Nacional el Nordeste. Las larvas de los
primeros estadios fueron criadas en el laboratorio hasta IV estadio. Las pupas
fueron criadas hasta la emergencia del adulto para su identificacién.

De cada uno de los recipientes se procedio a la identificacion y registro de

las especies de Aedes mediante clave dicotémica (Consoli y de Oliveira, 1994).
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Deteccidn y caracterizacion morfolégica de Ascogregarina spp.

Luego de identificar las larvas y separar los recipientes en las siguientes
categorias: positivos para Ae. aegypti, positivos para Ae. albopictus y positivos
para ambas especies, se tomaron al azar mensualmente tres recipientes de cada
una de las categorias, y dentro de ellas 10 larvas de Il y IV estadio para realizar
la diseccién y deteccidn de los protozoos. Es importante resaltar que la
abundancia de Ae. albopictus durante todo el periodo de estudio fue de 1/10 con
respecto a Ae. aegypti, por lo cual en algunos meses de muestreo no se

obtuvieron larvas para realizar la diseccion en busca de ascogregarinas.

Las disecciones se realizaron bajo la luz de un microscopio
estereoscopico (Zeiss Stemi 2000-C) (1X) sobre un portaobjetos en una gota de
solucién salina estéril (CINa al 10%), utilizando pinzas entomoldgicas de punta
fina sujetando la larva desde la porcién cefélica y estirando desde el sifén

respiratorio del final del abdomen.

Una vez extraido el tracto digestivo se coloco un cubreobjetos y se realiz
la observacion bajo microscopio de luz convencional (Olympus CX31) con los
aumentos 10X y 40X para registrar la presencia y abundancia de trofozoitos de

Ascogregarina spp.

Los trofozoitos de Ascogregarina spp. fueron identificados siguiendo la
descripcion de Reyes-Villanueva et al. (2001). Se tomaron fotografias con una
camara INFINITY 1 y se realizaron las mediciones de largo y ancho de 49
trofozoitos de A. culicis y 75 de A. taiwanensis. Ademas se conservaron los
restos del intestino en agua destilada a -20° C para la posterior extraccion de
ADN.

Prevalencia e intensidad de infeccion

Para la descripcion de la variacion espacio temporal se utilizaron
descriptores cuantitativos de poblaciones de parasitos siguiendo las definiciones
de Bush & Shostak (1997).

Prevalencia: numero de hospedadores infectados sobre el total de hospedadores

examinados.
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Intensidad de infeccion: namero de individuos de una especie particular de

parasito en un solo hospedador infectado.

Intensidad Media (IM): promedio de la intensidad de infeccion de una especie

particular de parésito entre los miembros infectados.
Analisis de datos

Los andlisis fueron realizados con el software estadistico InfoStat /E
version 2018 (Di Rienzo et al., 2018). La prevalencia de infeccion mensual, por
estacion y entre sitios fue comparada utilizando Chi cuadrado de Pearson. Para
la comparacion de la intensidad media mensual se utilizé el test de Kruskall-
Wallis, realizando posteriormente una prueba de comparaciones de a pares. Se
realiz6 ademas, una prueba de correlacion de Spearman entre la intensidad

media y la temperatura del agua contenida en el recipiente.

Ademas se realiz6 un andlisis multivariado, utilizando estadistica
descriptiva multivariada y un analisis de conglomerados. El andlisis de
conglomerados tiene por finalidad agrupar objetos por un conjunto de valores de
varias variables. Este analisis se utilizé para los distintos tipos de sitios de
muestreo (vivienda familiar, cementerio y gomeria) y los distintos tipos de
recipientes en grupos homogéneos en funcién de las similitudes o similaridades,
tomando como variables la intensidad media de Ascogregarinas en el recipiente,
la T° del criadero, la presencia de la otra especie de Aedes diferente al
hospedador natural y cobertura del recipiente. Se utilizé el coeficiente de
similaridad de Gower y método de encadenamiento promedio. Las variables
fueron categorizadas para la utilizacion del software estadistico. Los datos

utilizados se encuentran en la tabla de la seccion 1, capitulo 1.
Identificacion molecular de Ascogregarina spp.
Extraccion de ADN

El ADN genomico fue extraido de un pool de intestino parasitado de Ae.
aegypti y Ae. albopictus respectivamente, para confirmar la identidad de la
especie. Se utilizé un kit comercial (Wizard (R) Genomic DNA Purification

PROMEGA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Amplificacién por PCR

La amplificacion del ADN para la identificacion de A. culicis y A.
taiwanensis se realizé6 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
utilizando los cebadores descriptos por Morales et al. (2005) (Tabla 2). El
cebador AU corresponde a un cebador forward que hibrida con el gen ribosomal
18S de Ascogregarina spp. El cebador reverse AT hibrida en la region ITS2 de
A. taiwanensis y el AC se une a la region ITS1 del ADNr. Los productos de

amplificacion que se esperan son de 450 y 210 pb respectivamente.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la identificacion de A. culicis y A. taiwanensis

Nombre del cebador Secuencia

AU 5 ACCGCCCGTCCGTTCAAT CG 3
AT 5 GAGAAGCCGTCGTCAATACAGC 3
AC 5 CAC TTAGTGTTTTGTTTGATGTC 3

La reaccion de amplificacién fue preparada a un volumen final de 25 pl
conteniendo 3 pl de ADN gendmico de Ae. aegypti o Ae. albopictus, 2,5 ul (10
pmol/ ul) de cebadores sentido (AT o AC), 2,5 pl (10 pmol/ pl) de cebador anti
sentido (AU), 2,5 pl de buffer de reaccion TAS 10X, 2, 5 pl de dNTPs (PROMEGA
10mM por cada uno de los nucledétidos), 0,2 pl de la enzima Taq polimerasa
(HIGHWAY 5U/ul), 3 ul de cloruro de magnesio (3mM/ul) y 10,8 ul de agua libre
de DNAsas. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94° C por un minuto; 30 ciclos de desnaturalizacion a
94° C por un minuto, annealing de los cebadores a 50° C por un minuto;
extension a 72° C por dos minutos; y una extension final de 10 minutos a 72° C
(Prophiro et al.,, 2017). La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador
BIOER GenePro. Los productos de PCR se resolvieron utilizando geles de
agarosa al 2% suplementados con Gel Red (GenBiotech). La visualizacion se

realizé utilizando luz UV con un transiluminador (uvipro Bronze).

Los productos de PCR fueron purificados utilizando Agarose Gel DNA
Extraction Kit (Roche). Los fragmentos gendmicos fueron enviados para su

secuenciacion a Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).
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Andlisis de secuencias y relacion filogenética

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas y editadas con el software

libre Chromas version 2.6.5. (http://www.technelysium.com.au). Luego se realizé

un alineamiento con las secuencias de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) a través del programa BLAST (The Basic Local
Alignment Search Tool: http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para confirmar la identidad

de la misma. Posteriormente se construyo la secuencia consenso y se confirmo
su identidad por comparacion con una secuencia de referencia obtenida de la
base de datos del NCBI. Para el alineamiento y analisis de relacion filogenética
se utilizo el software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version

6 (Tamura etal., 2013) (http://www.megasoftware.net). El alineamiento se realizé

con la secuencia obtenida en este estudio y todas las secuencias de
Ascogregarina culicis depositadas en la base de datos del GenBank. La
secuencias de A. taiwanensis incluidas fueron Unicamente las que correspondian
a Brasil (Tabla3).

Tabla 3. Origen de las secuencias descargadas del GenBank utilizadas en el analisis.

Especie N° de acceso Especie hospedadora Origen del aislado
Ascogregarina culicis AY327258 Aedes aegypti Colombia
Ascogregarina culicis DQ 462457 Aedes aegypti Vietnam
Ascogregarina culicis KU238665 Aedes aegypti Ecuador
Ascogregarina culicis KU238664 Aedes aegypti Ecuador
Ascogregarina culicis KU238663 Aedes aegypti Ecuador
Ascogregarina culicis DQ 462456 Aedes aegypti Tailandia
A. taiwanensis KM387707 Aedes aegypti Brasil
A. taiwanensis KM387708 Aedes aegypti Brasil

Los alineamientos con el programa Clustal W (Thompson et al., 1997)
permitieron la construccion de un arbol filogenético utilizando el método de
Méaximum Likelihood y Neighbor Joining, y el parAmetro de distancia Kimura 2,

la topologia del arbol se evalu6 con 1000 boostraps.
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RESULTADOS
Deteccidn y caracterizacion morfolégica de Ascogregarina spp.

Los trofozoitos de A. culicis fueron observados en el lumen del intestino
medio y en el exterior del mismo, en larvas de lll y IV estadio de Ae.aegypti. El
tamafo fue bastante variable, presentando una media de 82,22 um (+21,69) de
largoy 28,27 um (x9,61) de ancho, N=49. Con respecto a la forma de los mismos
la parte anterior que comprende el protomerito y epimerito es perceptiblemente
mas ancha que la parte conica correspondiente al deutomerito, siendo similar a

una coma (Fig. 2).

Figura 2. a) y b) trofozoitos de Ascogregarina culicis dentro del intestino medio de Aedes
aegypti, 10 x, c) y d) trofozoito fuera del intestino, 10x y 40 x respectivamente.

Los trofozoitos de A. taiwanensis encontrados en el lumen del intestino
medio de larvas de Ae.albopictus presentaron un deutomerito mucho mas corto
y que termina en forma mas abrupta que A. culicis (Fig. 3). Con respecto al
tamafo presentaron una longitud de 81,60 um (+ 20,4) y un ancho de 40,04 um
(x 13,24), N=75.
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Figura 3. a) y b) trofozoitos de Ascogregrarina taiwanensis dentro del intestino medio de
Aedes albopictus 10 x, ¢) y d) trofozoitos fuera del intestino, 10x y 40 x respectivamente.

Prevalencia e intensidad de infeccion de Aedes spp. con ascogregarinas

Ascogregarina culicis

Se diseccionaron 1333 larvas de Ae.aegypti provenientes de diferentes
sitios de la ciudad de Eldorado, encontrandose una prevalencia total de infeccién
de 34,81% (N=464). El numero total de inmaduros de Ae. aegypti colectados

durante el periodo de muestreo fue de 9820.

El andlisis de las prevalencias mensuales arroj6 como resultado
diferencias estadisticamente significativas entre los meses de estudio (Chi
cuadrado de Pearson =185,90; p < 0,0001). Los meses con mayores
prevalencias de infeccidén durante el periodo de estudio fueron: febrero de 2017
con 63,63% (N=88), septiembre de 2016 con 61,53 % (N=39), abril de 2018 con
58,57% (N=70), julio de 2017 con 58,33 % (N=47), diciembre de 2016 con 55,84
% (N=77), octubre de 2017 con 53,06 (N=49 ), y marzo de 2018 con 47,62%
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(N=63) mostraron las mayores prevalencias de infeccion del periodo de estudio
(Fig. 4).
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Figura 4. Prevalencia de infeccién mensual de Ascogregarina culicis en Aedes aegypti en la localidad
de Eldorado, Misiones, colectados entre junio de 2016 y abril de 2018.

Con respecto al analisis de prevalencias estacionales del periodo de
muestreo se encontraron diferencias significativas, Chi cuadrado de Pearson
=84,59 (p < 0,0001). Las estaciones con mayor infeccion fueron otofio del 2018
con un valor de 53,38 % (N= 71) y verano 2016/2017 con un valor de 47,47 %
(N=122) (Fig. 5).
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Figura 5. Prevalencia de infeccion estacional de Ascogregarina culicis infectando Aedes
aegypti en la localidad de Eldorado, Misiones.
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La comparacion entre las prevalencias de los diferentes sitios
muestreados (viviendas familiares, gomerias y cementerios) presento
diferencias estadisticamente significativas (Chi cuadrado de Pearson =81,69; p

<0,0001). La prevalencia de infeccion mas alta fue en gomerias 50,51 %(n=198).

Considerando los tipos de recipientes la comparacion de prevalencias
presento diferencias estadisticamente significativas (Chi cuadrado de Pearson
=140,85; p < 0,0001). La mayor prevalencia de infeccidbn se encontré en

chatarras y neumaticos (Fig. 6).
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Figura 6. Prevalencia de infeccién de Ascogregarina culicis en diferentes tipos de recipientes de
cria de Aedes aegypti en la localidad de Eldorado, Misiones.

La intensidad de infeccion en las larvas de Ae. aegypti vario entre 1y 250
trofozoitos por individuo. La intensidad media total fue de 28,94 (DE 35,78).

La comparacion de la intensidad IM entre los meses de estudio reveld
diferencias significativas (H=100,15 p<0,0001). La prueba de comparaciones
entre las IM mostré que la diferencia significativa se presenté entre los meses de
abril de 2017, 2018 y septiembre de 2016, 2017(con los mayores valores de IM)
y el resto de los meses de estudio y el mes de junio de 2016 que presento la
menor IM (Fig. 7).
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Figura 7. Intensidad media de infeccion de Ascogregarina culicis en los distintos meses en la
localidad de Eldorado, Misiones.

La comparacion de la intensidad media de infeccion entre diferentes sitios
de muestreo también mostré diferencias significativas (H=12,11; p=0,0023),

permitiendo separar con una prueba de comparaciones, viviendas familiares con
la IM mas alta, del resto de los sitios (Fig. 8).
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Figura 8. Intensidad media de infeccion de Ascogregarina culicis en diferentes sitios de la localidad

de Eldorado, Misiones. Los sitios que poseen la misma letra no son significativamente diferentes
entre si.

Entre los diferentes tipos de recipientes, la comparacion de intensidad
media de infeccion mostré diferencias significativas (H= 23,18 p= 0,0031).
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La prueba de comparaciones reveld que la diferencia de intensidad esta
dada por un lado, entre los recipientes de plastico y chatarra (que mostraron los
valores mas altos de IM) con respecto al resto; y por otro lado entre tanque de
agua y recipiente de cemento (con el valor mas bajo de IM) y el resto de los

recipientes (Fig. 9).
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Figura 9. Intensidad media de infeccion de Ascogregarina culicis en diferentes tipos de
recipientes de la localidad de Eldorado, Misiones.

La temperatura media del agua de los criaderos analizados durante el
periodo de muestreo fue de 22,86 °C (DE 6,02). La temperatura del agua del
criadero y el niumero de trofozoitos que se encontraron en el intestino medio
presentaron una correlacion negativa (rs= -0,11), con un valor p no significativo
(p=0,36).

El andlisis multivariado considerando el sitio en el cual se encontraba el
criadero (vivienda familiar, gomeria, cementerio), mostro que la mayor
temperatura media (25,89 °C) que fue registrada en los recipientes del
cementerio se corresponde con la IM més baja (15,97) y la menor temperatura
media (21,49 °C) detectada en los recipientes del sitio vivienda familiar se
corresponde con una mayor IM (29,57) (Fig. 10).
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Figura 10. Temperaturas medias de criaderos e intensidad media de Ascogregarian culicis en los
diferentes sitios de muestreo en Eldorado, Misiones.

A partir del andlisis de conglomerados se conformé un dendograma donde
se reconocen dos grupos, uno formado por el sitio cementerio (3), y otro formado

por los sitios vivienda familiar (1) y gomeria (2) (Fig. 11).

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Gower (sqrt(1-S)))

0,00 0,21 0,43 0,64 0,85

Figura 11. Dendograma comparando los sitios de muestreo de Aedes aegypti infectado con
Ascogregarina culicis en Eldorado, Misiones. 1: vivienda familiar, 2: gomeria, 3: cementerio.
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Al considerar los tipos de recipientes el analisis de agrupamiento separ6
dos grupos, dejando al recipiente 9 (tanque de agua) separado del resto. Este
recipiente se caracterizé por presentar un gran volumen de aguay la temperatura
mas baja (21,7°C). Con respecto al otro grupo, se pueden observar categorias
aisladas y un subgrupo conformado por los recipientes 5 (metal) y 2 (plasticos),
que poseen una temperatura media del agua similar (23,79 y 24,23°C
respectivamente), ubicacion bajo sombra parcial y presencia en los criaderos de
Ae.albopictus. Muy proximo al subgrupo 5-2 se encuentra la categoriad

(recipiente de lona), que presentd temperatura media de 24,3°C (Fig. 12).

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Gower (sqgrt(1-S)))
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Figura 12. Dendograma comparando los diferentes tipos de recipientes de cria de Aedes aegypti
infectado con Ascogregarina culicis en Eldorado, Misiones. 1: neumdtico, 2: recipientes
plasticos, 3: recipientes de vidrio, 4: lona, 5: recipientes de metal, 6: chatarra; 7: recipientes de
ceramica, 8: recipientes de cemento, 9: tanque de agua.

Ascogregarina taiwanensis

Se diseccionaron 188 larvas de Ae.albopictus, con una prevalencia de
infeccion total de 37,23 % (N= 70). El numero total de inmaduros de Ae.
albopictus colectados durante el periodo de muestreo fue de 1456 individuos.

El andlisis de las prevalencias mensuales arroj6 como resultado una
diferencia significativa entre los meses de estudio, (Chi cuadrado de Pearson
=87,93; p < 0,0001). Los meses de mayor prevalencia de infeccién fueron
diciembre de 2016 con 78,57 % (N=14), junio de 2017 con 68,42 (N=19), octubre
de 2017 con 83,33 % (N=5), enero 90 % (N=9) y marzo de 2018, 100 % (N=10)
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(Fig. 13). Es importante aclarar que durante el periodo de muestreo no fue
posible colectar Ae. albopictus todos los meses.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00

% de infeccion

30,00
20,00
10,00

0,00

jun.-16
jul.-16

jun.-17
jul.-17

ago.-16
sep.-16
oct.-16
nov.-16
dic.-16
ene.-17
feb.-17
mar.-17
abr.-17
may.-17
ago.-17
sep.-17
oct.-17
nov.-17
dic.-17
ene.-18
feb.-18
mar.-18
abr.-18

Mes

Figura 13. Prevalencia de infeccién mensual de Ascogregarina taiwanensis infectando Aedes
albopictus en la localidad de Eldorado, Misiones.

Con respecto a las prevalencias por estacion durante el periodo de
muestreo se encontraron diferencias significativas (Chi cuadrado de Pearson
=29,36; p= 0,0003). Las estaciones con mayor prevalencia fueron otofio de 2017
con un porcentaje de infeccién de 58,53 % (N=24) y verano 17/18 con 90 % (N=
9) (Fig. 14).
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Figura 14. Prevalencia de infeccion estacional de Ascogregarina taiwanensis infectando Aedes
albopictus en la localidad de Eldorado, Misiones.

174



La comparacion de la prevalencia entre los sitios urbanos (viviendas
familiares, gomerias y cementerios) no reveld diferencias significativas en la
prevalencia de infeccién (Chi cuadrado de Pearson =0,07; p=0,9661).

La intensidad de infeccion vario de 1 a 327 trofozoitos por larva. La
intensidad media de todo el periodo de muestreo fue de 43,95 (DE 63,93). La
comparacion entre las IM mensuales arrojo diferencias significativas (H= 26,15;
p= 0,0010). Los meses de mayor IM fueron octubre de 2016 con 73,00 (DE

37,16), junio de 2017 con 54,85 (DE 64,88) y marzo de 2018 con IM de 111,00
(DE 97,90) (Fig. 15).
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Figura 15. Intensidad media de infeccién mensual de Ascogregarina taiwanensis en la localidad
de Eldorado, Misiones.

Al comparar la IM entre sitios se observaron diferencias significativas (H=
14,54; p= 0,0007). Sin embargo al realizar una prueba de comparaciones no se
pudieron evidenciar esas diferencias. Probablemente el valor H muy pequefio no
permita revelar diferencias con este andlisis.

Se realizd luego una prueba de comparaciones y se observo que el
criadero neumatico (con la IM mas alta) se diferencié significativamente de los

recipientes de cemento, plastico y metal con el menor IM (Fig. 16).
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Figura 16. Intensidad media de infecciébn de Ascogregarina taiwanensis en diferentes tipos de
recipientes de la localidad de Eldorado, Misiones.

La temperatura media del agua de los criaderos analizados durante el

periodo de muestreo fue de 22,85 (DE 4,07), no encontrandose ninguna relacion

entre el numero medio de trofozoitos de A. taiwanensis y la temperatura del
criadero (rs=-0,10 p=0,75).

Al realizar los anélisis multivariados considerando el sitio en el cual se

encontraba el criadero (vivienda familiar, gomeria, cementerio) se observé que

la mayor temperatura media (24,83°C) encontrada para cementerio se

corresponde a la IM mas baja (14,46). La menor temperatura media (21,20°C)

de gomeria se corresponde con una mayor IM (73,00) (Fig. 17).
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Figura 17. Temperatura media de criaderos e intensidad media de Ascogregarina taiwanensis
en los diferentes sitios de muestreo en Eldorado, Misiones.
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A partir del analisis de conglomerados se conformé un dendograma
donde se reconocen dos grupos, uno formado por el sitio gomeria (2), y otro
formado por los sitios vivienda familiar (1) y cementerio (3) (Fig. 18).

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Gower (sqrt(1-S)))

0,00 0,22 0,45 0,67 0,89

Figura 18. Dendograma comparando los sitios de muestreo de Aedes albopictus infectado con
Ascogregarina taiwanensis en Eldorado, Misiones. 1: vivienda familiar, 2: gomeria, 3: cementerio.

Con respecto a los diferentes recipientes en los cuales se encontré Ae.

albopictus parasitado con A. taiwanensis el andlisis de agrupamiento separé dos

grupos, por un lado los recipientes 1 (neuméaticos) y 8 (cemento) que poseen una

temperatura media similar (6,75 y 7,1°C, respectivamente) y en ambos tipos se

encontré ademas Ae. aegypti; y en el otro grupo el tipo de recipiente 2 (plastico)

con el recipiente 5 (metal) con una temperatura media e intensidad de infeccion

similares, ademas de estar ubicados mayoritariamente a la sombra parcial. A

este grupo se une posteriormente el tipo de recipiente 4 (lona) (Fig. 19).
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Gower (sqrt(1-S)))

T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80

Figura 19. Fenograma comparando los diferentes tipos de recipientes de cria de Aedes
albopictus infectado con Ascogregarina taiwanensis en Eldorado, Misiones 1: neuméticos, 2:
recipientes plasticos, 4: lona, 5: recipientes de metal, 8: recipientes de cemento.

Identificaciéon molecular de Ascogregarina
Extraccion de ADN y amplificacién por PCR

La amplificacién con las cebadores AU, AT y AC permitié revelar en un
gel de agarosa al 2% productos de amplificacion con tamafios similares a los
esperados, aunque no se logré obtener bandas Unicas ni bien definidas. Incluso
luego de cambiar las condiciones de ciclado (Fig. 20).

s
o
i

Figura 20. Gel de agarosa al 2%. A) ADN de Aedes aegypti infectado con Ascogregarina culicis
amplificado con los cebadores AU-AC. B) ADN de Ae. albopictus infectado con A. taiwanensis
amplificado con cebadores AU-AT.
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Andlisis de secuencias y relacion filogenética

Los productos de PCR purificados y enviados a secuenciar a Macrogen
Inc. (Sedl, Corea del Sur) permitieron obtener fragmentos de 200 pb de la
muestra correspondiente a Ae. aegypti y 180 pb de la muestra de Ae. albopictus.
En la Fig. 21 se observa el cromatograma de la muestra de Ae. aegypti. La
secuenciacion de la muestra de Ae. albopictus permitio recuperar un fragmento
mucho menor al esperado, donde ademas solo fue posible obtener la secuencia
en sentido forward.

 macrogen
File: 2144C400_4UF ab1 Run Ended: 2018/6/26 3:10-18 Signal G343 A-380 C-387 T:318 %)
Sample: 2144C400_AUF ~ Lane: 84 Base spacing: 15.717539 173 bases in 2142 scans Page 1 of 1
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Figura 21 .Cromatograma del producto de PCR amplificado proveniente de Aedes aegypti.

El alineamiento de la secuencia 214 AC 400 proveniente de intestino de
Ae. aegypti con la base de datos del NCBI a través del programa BLAST
demostré que el aislado presenta identidad en un porcentaje del 96 al 100% con
otras secuencias de A. culicis. Este fragmento obtenido permite confirmar la
presencia de A. culicis en intestino de Ae. aegypti. Posteriormente se realiz6 el
alineamiento con las otras secuencias de A. culicis y A. taiwanensis obtenidas
de la base de datos (Fig. 22).
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DNASequences Translated Protein Sequences

Species/Abbrv c1 * * * & * *
. Ascogregarina culicis (KU238663.1) II

. Ascogregarina culicis (AY327258.1)

. Ascogregarina culicis (DQ 462456.1)

. Ascogregarina culicis (DQ462457.1)

. Ascogregarina culicis (KU238664.1)

. Ascogregarina culicis (KU238665.1)

. Ascogregarina taiwanansis (KM 387707.1)
. Ascogregarina taiwanensis (KM387708.1)
. 214 AC 400 consenso II
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Figura 22 .Interface del programa MEGA. Se observa el resultado para el alineamiento de la
secuencia obtenida y las disponibles en la base de datos de regiones de ARN ribosomal de
Ascogregarina culicis y A. taiwanensis.

Las topologias de los arboles filogenéticos construidos mediante el
método de Maximun Likelihood y Neighbor — Joining resultaron similares. En la
fig. 23 se muestra el fenograma con método Maximun Likelihood. Se puede

observar que A. culicis de Argentina se agrupa junto a la cepa de Colombia, y

ambas estan relacionadas con la cepa de Vietnam.

99 [ *214 Ascogregarina culicis Argentina

86 '‘Ascogregarina culicis (AY327258) Colombia

Ascogregarina culicis (DQ462457) Vietnam

|Ascogregarina culicis (KU238663) Ecuador

oo|

Ascogregarina culicis (DQ 462456.) Tailandia

Ascogregarina culicis (KU238664) Ecuador

Ascogregarina culicis (KU238665) Ecuador

48 |—Ascogregarina taiwanensis (KM 387707) Brasil

99 IAscogregarina taiwanensis (KM387708) Brasil

0.2

Figura 23. Arbol filogenético de secuencias de Ascogregarina culicis y A. taiwanensis utilizando los
métodos de Maximun Likelihood. El porcentaje de bootstrap se muestra sobre las ramas.
* Secuencia obtenida en el estudio.

La secuencia obtenida de la muestra de intestino de Ae. albopictus cuyo
tamafo luego de la amplificacion fue de 450 pb, resultdé ser un fragmento de
apenas 180 pb, y Unicamente en sentido forward, con el cual no fue posible

confirmar su identidad.
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DISCUSION

Los reportes de A. culicis y A. taiwanensis infectando a Ae. aegypti y Ae.
albopictus en América del Sur y en Argentina son de recientes investigaciones,
dado que el interés en su estudio tomo relevancia a partir de la introduccion de
Ae. albopictus al continente americano a finales del siglo XX (Vezzani &
Wisnivesky, 2006; Passos & Tadei, 2008, Albicécco &Vezzani , 2009; Pereira,
2015; Prophiro et al. 2017).A partir de la presente investigacién se reporta por
primera vez la infeccién de larvas de Ae. albopictus por A. taiwanensis en
Argentina, de esta forma contribuye al conocimiento de la bionomia de esta
especie de mosquito exdtica de introduccion relativamente reciente en la region.
Con respecto a Ae. aegypti es el primer trabajo realizado en una poblacién del

norte de Argentina, y simpatrica con Ae. albopictus.

Las investigaciones relacionadas con la morfologia de estos parasitos han
revelado diferencias en los aislados geograficos, por ejemplo el tamafio de
trofozoitos de A. culicis de Eldorado, Misiones con 82,22 um (x21,69) de largo y
28,27 um (£9,61) de ancho resulta mas pequefio que el informado por Reyes-
Villanueva ( 2001) de 275- 280 um de largo y 19-20 um de ancho para una cepa
de Florida (EEUU). En Buenos Aires, Argentina Dellapé et al. (2005) realizaron
el primer reporte de Ae. aegypti infectado con A. culicis encontrando un tamafio
mas pequefio al hallado en el presente estudio (59,3 um de largo y 12,1 um de
ancho). Posteriormente en el 2009, Albiccco & Vezzani informaron tamafios de
A. culicis de 76,88-116,56 um de largo y 11,6-12,4 um de ancho . Otros trabajos
evidencian también diferencias de tamafio. La primera descripcién hecha por
Lien & N Levine (1980) para aislados de Taiwan, se refiere a los trofozoitos como
alargados y rectos, midiendo 170 um de largo y 26 um de ancho en la parte
anterior. Esta variabilidad en el tamafio se debe en gran parte a las condiciones
del hospedador, pudiendo también ser explicada por tratarse de diferentes

aislados geograficos (Reyes-Villanueva, Becnel & Butler, 2001).

La morfologia de los trofozoitos de A. taiwanensis encontrados en el tracto
digestivo de Ae.albopictus coincide con la descripcion realizada por Reyes-
Villanueva et al. (2001) que permite su identificacion, sin embargo el tamafio
encontrado de 81,60 um (£ 20,4) de largo y un ancho de 40,04 pum (£ 13,24)

resulté mas pequefio que los descriptos por Lien & Levin (1980) de 234 um de
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largo y 32 um de ancho para un aislado de Taiwan. Estas diferencias de tamafio
de los trofozoitos pueden deberse a la temperatura del agua (Chen & Yang,
1996). El aspecto de los mismos no concuerda con la descripcion realizada en
1980 por Lien & Levine, donde los describe como elongados.

La prevalencia de infeccion encontrada para A. culicis en Ae. aegypti y A.
taiwanensis en Ae. albopictus fue 34,81 % y 37,23 %, respectivamente. La
prevalencia de infeccion hallada para A. taiwanensis de 37,23 % es mucho mas
baja que la registrada para Florida (EEUU) y Manaus (Brasil) que varia entre el
68-100 % y 21-93,5% respectivamente.

El porcentaje de infeccién de A. culicis es mucho mas bajo que el
registrado en Brasil (78-95%) para larvas colectadas en trampas realizadas con
neumaticos (Passos &Tadei, 2008) y en Estados Unidos donde los valores de
prevalencia de infeccion varian entre 50 — 70% (Blackmore et al., 1995; Barret et
al., 1971), pero es mayor con respecto a lo reportado previamente en Argentina
para larvas colectadas en cementerio (19,9%) y hembras (21,2%) de
poblaciones de Ae. aegypti de clima templado (Vezzani & Wisnivesky, 2006;
Albicocco & Vezzani, 2009).

Las ascogregarinas fueron encontradas parasitando a Ae. aegypti durante
todo el periodo de muestreo. Es importante destacar la presencia de Ae. aegypti
durante todo el afio en el norte del pais, lo cual permitiria una infeccion mas
establecida y mayores prevalencias; diferente a la situacion de Buenos Aires
donde no hay estadios larvarios ni pupas durante la epoca invernal, obligando al
parasito a subsistir en forma de ooquistes en los recipientes de cria y su
presencia en el hospedador sélo se registra de enero a mayo (Albicécco &
Vezzani, 2009). De alli que en el presente estudio las mayores prevalencias
encontradas para los meses de febrero de 2017, septiembre de 2016, abril de
2018, julio de 2017, diciembre de 2016, octubre de 2017 y marzo de 2018
podrian relacionarse con la abundancia del hospedador. En Buenos Aires, los
patrones de abundancia estacional de Ae. aegypti son similares a los de
prevalencia estacional de A. culicis (Vezzani & Wisnivesky,2006).

Es importante destacar que en el presente trabajo las larvas
diseccionadas fueron colectadas de diversos tipos de sitios dentro del ejido
urbano y de una variedad de recipientes (plasticos, metal, vidrio, huecos de

tumba, neumaticos de diversos tamarfos). Creemos que la prevalencia de
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infeccion obtenida en Eldorado, en relacion a otras halladas en Sudamérica
(Passos & Tadei, 2008; Vezzani & Wisnivesky, 2006; Albicécco & Vezzani, 2009)
donde Unicamente realizaron colectas en un solo tipo de sitio o en trampas de
un solo material (ej: neumaticos), representaria un registro mas completo de las
infecciones por estos parasitos.

La intensidad y la prevalencia de infeccién de A. culicis y A. taiwanensis
varia considerablemente entre diferentes regiones del mundo e inclusive dentro
de una misma region geografica como se evidencio en el trabajo de Passos &
Tadei (2008) en la regidbn Amazonica de Brasil. Para la localidad de Eldorado,
Misiones, la intensidad de infeccion de A. culicis fue de 1 a 250 trofozoitos por
larva, menor a la registrada para Manaus de 1 a 582 (Passos &Tadei, 2008). La
intensidad media total fue de 28,94 (DE 35,78), significativamente mas alta que
la reportada por Albicécco & Vezzani (2009) para la region templada de
Argentina, que reportan 9 por larva. Blackmore et al., (1995) para Florida (EE
UU) encontraron valores que varian de 1 a 486 trofozoitos y valores de IM para
Ae. aegypti de 52,5 y para Ae. albopictus de 33,5, diferente a lo hallado en el
presente trabajo donde la IM para Ae. aegypti fue de 28,94 y para Ae. albopictus
de 43,95.

Con respecto al analisis mensual, la intensidad media mas alta de A.
culicis se observé en los meses de abril y septiembre en ambos afios,
probablemente porque al tratarse de otofio y primavera las temperaturas no son
tan elevadas ni tan bajas para afectar la supervivencia de los parasitos y sus
hospedadores. En la localidad de Eldorado la temperatura media del agua
registrada en los recipientes de cria para otofio fue de 22,96°C, con una minima
de 16,90°C y una maxima de 29,70°C. Para la primavera la temperatura media
fue de 22,75°C, con minima de 14,10°C y maxima de 31,90°C. Las altas
temperaturas y la reduccion de la viabilidad es apoyada por el trabajo de Garcia
et al.(1994) quienes encontraron una intensidad de infeccion mas baja para A.
taiwanensis en los meses de verano donde las temperaturas son mayores
(21,4°C ala sombra, con una minima de 20,9°C y maxima de 24,2°C;y 31,2°C al
sol, con una minima de 24,5°C y una maxima de 34,4°C). La IM mas baja se
registro para el mes de junio, este hecho probablemente estaria relacionado con

la disminucion de la abundancia del hospedador.
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Los recipientes mas favorables, donde se registraron IM mas altas, fueron
chatarra, que se encontraban principalmente en viviendas familiares vy
recipientes plasticos, distribuidos en viviendas familiares y cementerio.
Nuevamente en las viviendas familiares se detect6 la mayor IM respecto a los
otros sitios estudiados, asociada a la menor temperatura registrada en los
criaderos alli presentes. La IM méas baja registrada en cementerio podria
relacionarse con el hecho que en ese sitio, los recipientes (floreros de diferentes
materiales y huecos de tumba) al estar en su mayoria totalmente expuestos al
sol y ser mayoritariamente de vidrio, las temperaturas del agua alcanzadas en
verano oscilaron entre 29,4° C y 30,9°C, por ello la intensidad de infeccion fue
menor para ambos parasitos. Resultados similares fueron reportados por
Albicocco & Vezzani (2009) que encontraron prevalencias mas altas en sitios
sombreados. En Eldorado, Misiones los rangos de temperatura del agua para
cada estacion tomados el dia de captura de inmaduros para invierno oscilaron
entre 5,4y 25,9°C, y para verano entre 21,7 y 34,9°C.

Con respecto a las estaciones, otofio y verano fueron las de mayor
porcentaje de infeccion, coincidente con la abundancia del mosquito hospedador
y diferente a lo reportado para Florida por Garcia et al.(1994) donde la
prevalencia se mantiene alta durante todas las estaciones del afio. En Misiones,
Ae. albopictus mayoritariamente es encontrado en ambiente natural o semi-
natural, lo cual brindaria proteccion de la luz solar directa a los criaderos,
impidiendo su desecacion, en consecuencia los ooquistes no estarian expuestos
a condiciones desfavorables,como los criaderos de Ae. aegypti que mostraron
prevalencia de infeccion mas baja, de 34,81 %.

La intensidad de infeccion de A. taiwanensis hallada de 1 a 327 trofozoitos
por larva fue similar a la informada por Passos & Tadei (2008) en Manaus, Brasil
de 1 a 382.

Con respecto a los sitios con mayor intensidad de infeccion para
A.taiwanensis se observo que eran aquellos en los que los recipientes estaban
mas protegidos de la luz del sol (viviendas familiares y gomerias), o por la misma
naturaleza del tipo de criadero (neumaticos, recipientes en desuso, macetas,
recipientes de agua de mascotas) y que por lo tanto con temperatura de agua

menores.
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Esta relacion entre la viabilidad de ascogregarinas y la temperatura podria
explicarse desde dos tipos de relaciones, por un lado los trofozoitos no
sobreviven mas alla de alrededor de 40° C (Mourya, et al., 2004); y en segundo
lugar se ha demostrado que la viabilidad de los ooquistes disminuye a partir de
los 35,6°C (McCray et al., 1970).

Con respecto a la identificacion molecular las variaciones de secuencia en
el rDNA de SSU, ITS1y /o ITS2 son utiles para la identificacion de diferentes
especies de Ascogregarinas (Roychoudhury et al., 2007). Sin embargo el tamafio
de las secuencias obtenidas en el presente estudio no fue suficientemente
grande para analizar si existen diferencias con otros aislados geogréaficos de
Ascogregarina disponibles en la base de datos. Unicamente permitié confirmar
gue la secuencia recuperada del intestino de Ae. aegypti corresponde a A.culicis.

Las similitudes por aproximacion que se observan en el arbol filogenético
entre secuencias de A. culicis de Argentina'y Colombia en el arbol podrian o0 no
tener correlacion con distancias geograficas de las muestras. Otra hipotesis para
explicar la aproximacion estaria relacionada con el hecho de compartir el
haplotipo H entre Ae. aegypti de Argentina y Colombia, que ademas resulta ser
el mas abundante en ambas poblaciones (Carrozza et al. 2016).

Es importante continuar con estudios experimentales de los efectos del
protozoo de esta region de Argentina sobre el fithess de Ae. albopictus debido a
la IM alta hallada y la baja abundancia del mosquito, ya que ha sido probado en
otras partes del mundo que la infeccién por A. taiwanensis en Ae. albopictus
puede prolongar el desarrollo larval, disminuir el tamafo del adulto y afectar la
fecundidad de las hembras (Tseng, 2017). Ademas el porcentaje de infeccidn
encontrado en Ae.albopictus mayor a Ae. aegypti hace pensar que pasaron
suficientes afios para que la poblacion de A. taiwanensis esté totalmente
establecida, y que los 20 afios que han transcurrido desde la introduccién de Ae.
albopictus a nuestro pais han sido suficientes para que se supere la etapa de
escape a los parasitos propuesta por Tseng (2017) donde el mosquito en sus
primeros afios de colonizacion de una nueva area no estaria parasitado en
porcentajes altos por el protozoo, lo que le daria cierta ventaja reproductiva inter
e intrapoblacional para aumentar su numero. Sin embargo la baja abundancia de

Ae. albopictus en Argentina estaria indicando que este mecanismo de ventaja
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reproductiva no ha sido suficiente para que Ae. albopictus se transforme en una

especie invasiva aun.

Los resultados hallados abren posibilidades de continuar con nuevas
lineas de investigacion que permitan caracterizar molecularmente a las
Ascogregarinas halladas y realizar ensayos experimentales, para evaluar la
susceptibilidad de Ae. albopictus y Ae. aegypti a este parasito y su rol sobre el
fithness en poblaciones simpatricas de ambas especies de mosquitos en

Argentina.
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Capitulo 4:

Consideraciones y perspectivas sobre la

relacion parasito- hospedador
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En el presente trabajo uno de los objetivos proyectaba la busqueda de
relaciones entre los parasitos hallados, las abundancias de mosquitos y las
caracteristicas de los criaderos. Este objetivo no se pudo realizar debido a que
se requieren estudios experimentales para determinar los efectos de cada

microorganismo sobre las abundancias de Aedes aegypti y Ae. albopictus.
Wolbachia en Aedes albopictus de Misiones

En un estudio previo realizado en Misiones por Chuchuy et al. (2018)
donde fueron estudiadas las caracteristicas biolégicas de la especie,
encontraron una tasa de eclosion de huevos baja, lo que condujo a una tasa de
crecimiento negativa. Una explicacion para este hecho y la baja abundancia de
Ae. albopictus en Misiones llevo a relacionar estos acontecimientos con el estado
de infeccion con Wolbachia. La incompatibilidad citoplasmatica provocada por la
bacteria, que no se encontraria fijada en la poblacion (prevalencias del 88,3%),
se ve reflejada en la baja tasa de eclosion de huevos, probable efecto de la
misma, al detener el desarrollo de embriones tempranos. En poblaciones
hospedadoras que incluyen individuos infectados y no infectados, las hembras
no infectadas reducen el éxito reproductivo de la poblacion al ser incompatible
con los machos infectados (Dobson et al., 2004). Por otro lado los machos
superinfectados expresan altos niveles de IC en cruzamientos con hembras no

infectadas o infectadas por una sola cepa (Bourtzis et al., 2014).

En nuestro estudio la prevalencia encontrada de 76,89 %, también estaria
indicando que la bacteria no ha logrado superar el umbral de infeccién requerido
para invadir totalmente una poblacién. En la Tabla 1 se observa la abundancia
del mosquito hospedador y las prevalencias mensuales de esta bacteria a partir

de detecciones individuales del segundo afio de muestreo.
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Tabla 1. Prevalencias mensuales de Wolbachia y abundancias de Aedes albopictus en la localidad
de Eldorado, Misiones

Mes Prevalencia de Wolbachia Abundancia de Aedes albopictus
May. 2017 50,00 % 129
Jun. 2017 72,50 % 177
Jul. 2017 80,95 % 42
Ago. 2017 90,00 % 24
Sep 2017 100,00 % 62
Oct. 2017 56,41 % 64
Nov. 2017 65,71 % 149
Dic. 2017 67,74 % 87
Ene. 2018 81,81 % 255
Feb. 2018 85,71 % 379
Mar. 2018 85,00% 467
Abr. 2018 86,04 % 190

Los fenotipos hallados permitirian especular con la penetracion de la
incompatibilidad citoplasmatica, si bien el estudio fue realizado con larvas, los
resultados obtenidos en cuanto a la prevalencia de cada cepa son similares al

estudio realizado en Iguazu por Chuchuy et al. (2018) para mosquitos adultos.

Las prevalencias mensuales obtenidas para la ciudad de Eldorado
muestran una oscilacién durante el afio de muestreo (Tabla 2), destacandose un
valor de prevalencia del 100 % en el mes de septiembre, con descensos en los
siguientes meses a valores cercanos al 60 %. Un evento que podria haber
provocado esta variacion tan marcada, seria el recambio poblacional
experimentado por Ae. albopictus en invierno. La poblacion de Ae. albopictus de
la ciudad de Eldorado posiblemente experiment6 un cuello de botella, donde el
namero de individuos disminuy6é drasticamente producto de las condiciones
adversas de temperatura y precipitacion de los primeros meses de invierno de
2017 (veranillo, sequia y heladas), sumado a la duracion del ciclo de vida de vida
de Ae. albopictus, mas largo que el ciclo de Ae. aegypti. Durante junio y julio,
donde se registré una sequia de 45 dias en la zona, en los diferentes sitios de
muestreo se observaron abundantes recipientes secos al inicio del invierno,

incluyendo la sequia de una laguna temporaria del ambiente natural visitado
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mensualmente. En agosto luego de las abundantes lluvias registradas los
recipientes contenian agua, aunque sin larvas. En septiembre nuevamente se
registraron dos semanas sin lluvias previas al muestreo. Por estos motivos, se
especula que la alta prevalencia de Wolbachia en el mes de septiembre no sea
producto del azar y se deba a la supervivencia de los individuos infectados por
sobre los no infectados, que al estar en baja abundancia en los criaderos, las
hembras infectadas presentarian un mayor fithees (Gavotte et al., 2010); con una
consecuente mayor descendencia infectada. Respaldando esta especulacion
también se encuentran los datos aportados por Dobson et al. (2002, 2004),
donde explica que las hembras infectadas con infecciones simples o
superinfectadas presentan una mayor vida media y altas tasas de produccion y
eclosion de huevos respecto a las hembras no infectadas

Tabla 2. Prevalencias mensuales de cada cepa de Wolbachia y porcentaje de larvas sin
infeccion.

Mes wAIbA  wAIbB WAIbA/ N°  Prevalencia I.C.
wAIbB total 95%

May. 2017 0,00% 3,85% 42,15 % 26 50,00 % +0,19217
Jun. 2017 0,00% 125% 60,00 % 40 72,5% + 0,13837
Jul. 2017 0,00% 14,28% 66,66 % 21 80,94 % +0,16798
Ago. 2017 0,00% 30,00% 60,00 % 10 90,00 % +0,18594
Sep. 2017 0,00% 0,00 % 100,00% 29 100,00 % -

Oct. 2017 256% 7,70% 46,15 % 39 56,41 % + 0,155619

Nov. 2017 0,00% 22,86% 42,86 % 35 65,72 % + 0,15725
Dic 2017 0,00% 1935% 48,39 % 31 67,74 % + 0,1645
Ene. 2018 0,00% 1591% 6591 % 44 81,82 % + 0,113983

Feb. 2018 0,00% 30,61% 55,10 % 49 85,71 % +0,09798
Mar. 2018 0,00% ©67,50% 17,5% 40 85,00 %

I+

0,130173
Abr.2018 0,00% 44,19% 41,86 % 43 86,05 %

I+

0,10358

|.C.: intervalo de confianza al 95 %

En este contexto y a partir de los resultados preliminares del presente
estudio de prevalencias mensuales de Wolbachia en una poblacion natural de
Ae. albopictus, se propone como pasos siguientes la comparacion de los

parametros adaptativos como fecundidad, fertilidad, supervivencia, proporcion
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de sexos e incompatibilidad citoplasméatica entre colonias experimentales de Ae.
albopictus provenientes de Eldorado, infectadas y libres de Wolbachia. Se
centrardn los esfuerzos en llevar a cabo los cruzamientos de hembras
superinfectadas walbA/walbB con machos con infeccion simple, en donde los
datos bibliograficos son discrepantes. Ademas se plantea la realizacion de
estudios de prevalencia durante un afio mas a fin de determinar si las

oscilaciones observadas en la prevalencia se repiten bajo un mismo patrén.
Ascogregarina culicis y A. taiwanensis

En nuestro trabajo se determinaron las prevalencias y la intensidad de
infeccion de ambos parasitos. Para determinar los efectos de cada uno de ellos
sobre el fitness del mosquito, y su posible influencia en las abundancias de larvas
se requieren estudios experimentales en laboratorio. En la tabla 3 se muestran

las abundancias de cada mosquito y las prevalencias de ambas ascogregarinas.
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Tabla 3. Abundancias mensuales de Aedes aegypti y Ae. albopictus y las prevalencias de
Ascogregarina culicis y A. taiwanensis de la localidad de Eldorado, Misiones.

Mes Abundancia Prevalencia Abundancia Prevalencia
Ae. aegypti A. culicis Ae. albopictus  A. taiwanensis

Jun. 2016 178 24,39 8 25,00
Jul. 2016 293 35,21 13 0,00
Ago. 2016 139 9,52 1 sd
Sep. 2016 197 61,53 58 0,00
Oct. 2016 468 15,79 16 20,00
Nov. 2016 594 39,13 17 sd
Dic. 2016 910 55,84 182 78,57
Ene. 2017 956 25,00 53 25,00
Feb. 2017 984 63,63 98 0,00
Mar. 2017 1143 16,00 256 0,00
Abr. 2017 838 22,06 355 35,48
May. 2017 1010 39,65 129 sd
Jun. 2017 509 29,78 177 68,42
Jul. 2017 76 58,33 42 0,00
Ago. 2017 295 0,00 24 sd
Sep. 2017 655 37,25 62 0,00
Oct. 2017 1202 53,06 64 83,33
Nov. 2017 1278 36,00 149 sd
Dic. 2017 1517 20,00 87 sd
Ene. 2018 1712 6,00 255 90,00
Feb. 2018 1447 21,15 379 sd
Mar. 2018 1240 47,62 467 100
Abr. 2018 1131 58,57 190 27,58

sd: sin datos para ese mes.

En este estudio aunque no se pudo obtener la secuencia completa de A.
taiwanensis, las diferencias morfoloégicas nos permitieron con facilidad la
identificacion de las mismas en los ejemplares diseccionados. No obstante, se
continuara con la caracterizacion molecular de las dos especies halladas y se
procedera al aislamiento de cada una de ellas segun protocolos descritos por
Lacey (2012). Una vez obtenidos los macerados con ooquistes de cada especie
de gregarina se procederd a infectar colonias de Aedes aegypti y Ae. albopictus

libres de parasitos, para evaluar el efecto de la patogenicidad de cada uno de los
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parasitos en sus hospedadores naturales y en infecciones cruzadas. Esto
permitirq avanzar en el conocimiento de los mismos como factores de regulacion
natural de las poblaciones e incluso, dependiendo de los resultados, como

metodologias alternativas de biocontrol.
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Conclusion general y Perspectivas futuras
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La provincia de Misiones es considerada un area de riesgo de transmision
de Dengue, Fiebre Amarilla, Zika y Chikungunya, donde ademas se encuentran
los dos vectores, Aedes aegypti y Ae. albopictus. La relevancia de los estudios
de mosquitos de importancia sanitaria a escala regional adquiere aun mas
protagonismo cuando se desconocen aspectos de su distribucion estacional y
espacial a diferentes escalas, como en el caso de Ae. albopictus, el cual desde

su deteccion en 1998 mantiene restringida su distribucion a esta provincia.

Como resultado del presente trabajo se ampliaron los conocimientos en
cuanto a la distribucion temporal y a escala de paisaje, para estas dos especies
vectores que viven en simpatria en Eldorado, aportando datos inéditos para el
pais y la region. Otro aspecto abordado y poco estudiado fue la presencia de
parasitos en ambas especies; y la prevalencia de la bacteria endosimbionte
Wolbachia en Ae. albopictus, la cual posee la capacidad de manipular la

reproduccion de sus huéspedes. Se ha llegado a las siguientes conclusiones:

Desde el punto de vista epidemioldgico en cuanto a las virosis transmitidas
por Ae.aegypti la presencia de este culicido registrada todo el afio mantiene alto

el riesgo de circulacion y transmision de arbovirus, principalmente el dengue.

Los ambientes urbanos ofrecen una amplia variedad de microambientes,
distribuidos en domicilio y espacios publicos, por ejemplo los cementerios de la
ciudad de Eldorado, que a pesar de las campafias municipales realizadas
representan un foco importante de proliferacion de mosquitos, ya que la mayor
cantidad de recipientes con Ae. aegypti y con ambas especies de culicidos

viviendo en simpatria se hallaron en ese sitio.

Se han encontrado una amplia variedad de habitats artificiales
principalmente lonas, juguetes plasticos, bebederos de mascotas, neumaticos,
chatarras, frascos, tanques de agua, botellas de vidrio y plastico ubicados en
cementerios, viviendas familiares y gomerias; y naturales como hueco de arbol

y tocon de tacuara, capaces de albergar las dos especies de Aedes spp..

Se determiné la coexistencia de ambas especies en el area de estudio
con predominio de las abundancias de Aedes aegypti sobre Ae. albopictus,
debido a que si bien se observan algunas caracteristicas diferenciales de

seleccion de ambientes que permitirian la segregacion de las mismas en los
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diferentes sitios estudiados, como ser Ae. aegypti mas abundante en sitios con
mayor urbanizacion y Ae. albopictus en sitios menos disturbados y con
abundante vegetacion circundante, es necesario continuar los estudios sobre las
interacciones competitivas de las dos especies en los diferentes habitats larvales
hallados, dado que fueron registradas en una gran variaded de criaderos y en
muchos de ellos coexistiendo. Asimismo es necesario continuar con los estudios
gue permitan conocer qué factores ambientales o climaticos pueden estar
afectando la supervivencia de los huevos de ambas especies en diferentes
estaciones del afio, con mayor o menor humedad relativa ambiente, en época
seca o lluviosa y profundizar en estudios que permitan dilucidar la diferente
supervivencia larval en las diferentes épocas del afio, dado que se ha observado
en este estudio que Ae. aegypti es mas abundante en el verano y Ae. albopictus

en el otofio.

Se detectaron dos cepas de Wolbachia en Ae. albopictus, wAIbA y wAIbB,
con ejemplares superinfectados y con simple infeccion, donde la prevalencia
mas alta fue para la doble infeccién. La prevalencia total de Wolbachia en la
poblacion estudiada fue 76,65 %, siendo uno de los pocos estudios realizado en
larvas, mostrando que en inmaduros se dan también fenotipos de superinfeccion
y simple infeccién, mayoritariamente por la cepa wWAIbB. Las detecciones para
Ae. aegypti resultaron negativas.

Una de las probables razones, aunque no la Gnica, para explicar la baja
abundancia de Ae. albopictus en la ciudad de Eldorado, seria la incompatibilidad
citoplasmatica, dado los efectos sobre la fertilidad que este fenbmeno genera en
las poblaciones. Dicho fenomeno se produciria entre cruzamientos de hembras
sanas con machos infectados; y la posibilidad de que el cruzamiento entre
individuos superinfectados y con infeccién simple también genere infertilidad
(suponiendo los mismos fenotipos en larvas y adultos). Sumado al efecto del
ambiente sobre el fitnees de los individuos no infectados e infectados de la

poblacion, los cuales deben ser profundizados con estudios posteriores.

Se reporta por primera vez para Argentina la infeccion por Ascogregarina
taiwanensis en Ae. albopictus, con una prevalencia de 37,23 % y una intensidad
de 1 a 327 trofozoitos por larva. Para Ae. aegypti la prevalencia de A. culicis fue
de 34,81 %, y la intensidad de 1 a 250 trofozoitos por larva. Para ambos
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protozoos se realizd la descripcion morfolégica del trofozoito. No se han

detectado infecciones cruzadas.

El estudio preliminar de los microorganismos de Ae. aegypti y Ae.
albopictus del presente trabajo derivd en nuevas lineas de investigacion
proximas a realizarse en el equipo de trabajo, entre ellas ensayos experimentales
con Wolbachia en colonias de Ae. albopictus, que permitira comparar los
parametros adaptativos como fecundidad, fertilidad, supervivencia, proporcion
de sexos e incompatibilidad citoplasmatica entre colonias provenientes de

Eldorado, infectadas y libres de Wolbachia.
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