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Resumen. Con la finalidad de valorar la capacidad de infestaciéon del ne-
matodo parasito de mosquitos, Romanomermis iyengari Welch, sobre larvas
de las especies Anopheles nunestovari Gabaldon y Aedes aegypti L;, se condujo
un estudio en condiciones de laboratorio. Para cada especie se tomaron 900
larvas de los estadios L, al L,. Estos se infestaron con larvas preparasiticas de
R. iyengari en proporciones de 5:1 y 10:1. Se obtuvieron promedios de infesta-
cién de 3,9 y 6,7 para Anopheles nunestovari y de 1,9 y 4,7 para Aedes aegypti
respectivamente. Los niveles de mortalidad oscilaron entre 95 y 100% para
ambas especies, observandose mayor susceptibilidad al parasitismo en las lar-
vas de Anopheles nunestovari.

Susceptibility to the infestation of Anopheles nuneztovari
Gabalddn and Aedes aegypti Lwith Romanomermis iyengari
Welch (Rhabditida: Mermithidae).
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Abstract. A laboratory-based study was performed in order to assess the
infestation capacity of the mosquito parasite nematode Romanomermis iyen-
gari Welch, on Anopheles nunestovari Gabaldon and Aedes aegypti L. For ecach
mosquito species, nine hundred (900) I to III instars larvac were taken. These




256

Rojas-Urdaneta y col.

larvae were infested with pre-parasitic larvae of R. iyengari in proportions of
5:1 and 10:1. The infestation averages obtained were 3,9 and 6,7 for Anophe-
les nunestovari, and 1,9 and 4,7 for Aedes aegypti respectively. Mortality
ranked between 95 and 100% for both mosquito species and Anopheles nunes-
tovari showed the highest susceptibility to the nematode parasitism.

Recibido: 30-07-2001. Aceptado: 18-09-2002.

INTRODUCCION

La lucha antivectorial basada en el uso
de insecticidas quimicos, en la mayoria de
los casos, ha sido la herramienta mas pode-
rosa y de uso mas extendido para controlar
las enfermedades transmitidas por vectores,
las cuales representan una de las mayores
causas de mortalidad en los paises en desa-
rrollo (1, 2). La aplicacién sistematica e in-
discriminada de estos plaguicidas ha traido
como consecuencia la aparicion, propaga-
cion e incremento constante de la resisten-
cia, asi como la destruccion de la fauna be-
néfica (enemigos naturales), todo lo cual ha
contribuido al resurgimiento de plagas (3).
A estos fendmenos se suman los innumera-
bles reportes sobre la presencia de residuos
téxicos en productos alimenticios, lo cual
ha elevado los costos de los programas de
control (4-7). Esta situacion ha ocasionado
que la popularidad de los métodos quimicos
decaiga y se promuevan soluciones alterna-
tivas a través del empleo de agentes de con-
trol biologico (8-10), estrategia que crece
riapidamente como alternativa en la lucha
contra los vectores de enfermedades como
un elemento de importancia en el enfoque
del manejo integral de las mas importantes
enfermedades metaxénicas (11-13).

Entre los numerosos agentes biol6gi-
cos que se han probado como larvicidas, los
nemitodos mermitidos, han sido considera-
dos de alto potencial para el control de vec-
tores (11, 12), demostrando poseer una
buena capacidad patogénica, ser especificos
e inocuos para otros hidrobiontes, y ser re-
ciclables en el medio ambiente (13-16).

La especie Romanomermis iyengari
Welch, es un nemitodo mermitido, endopa-
rasito obligado de larvas de mosquito, cuyo
estado infestivo prepardsito es de corta
vida, debiendo encontrar un hospedero den-
tro de las 36 a 48 horas después de la eclo-
sion del huevo. Este nematodo se desarrolla
en el interior de la larva, la cual muere
cuando ¢l parasito ya adulto emerge a tra-
vés de la cuticula del mismo, seguido de la
hemolinfa. R iyengari fue originalmente en-
contrado en una amplia variedad de espe-
cies de larvas de mosquitos de los géneros
Anopheles y Culex y fue aislado en su forma
parasita en larvas de Anopheles subpictus
Grassi en Bangalore India (17). Welch (17)
encontré que en condiciones de laboratorio
este nematodo mudaba, se aparcaba y depo-
sitaba sus huevos en arena hiimeda, los cua-
les eclosionaban cuando se inundaban con
agua, liberando las etapas infestivas en for-
ma de preparasitos, tal y como ocurre su ci-
clo vital en la naturaleza.

La capacidad infestiva de este nemato-
do se ha observado en condiciones de labo-
ratorio y campo en diversas especies de
mosquitos de los géneros Culex y Anophe-
les. En varios paises de Asia y de América,
ha sido demostrada la efectividad de los ne-
matodos al reducir la densidad de estos gé-
neros de mosquitos, asi como la prevalencia
maldrica, utilizando el mermitido Romano-
mermis culicivorax Ross & Smith y R. iyen-
gari, (9, 15, 18-22). En Venezuela no ha
sido evaluada esta alternativa de control,
aun cuando ya varios paises como EEUU,
Brasil, México y Cuba, entre otros, incluyen
en su arsenal para el control vectorial, bio-
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plantas de produccion de nematodos parasi-
tos de mosquitos de las especies: R. culici-
vorax y R. iyengari, entre otras, con demos-
trada efectividad en el control vectorial (9,
15, 18). En este sentido, el presente estu-
dio, fue realizado con la finalidad de deter-
minar las posibilidades del R. iyengari como
agente de control bioldgico, comprobando
su capacidad infestiva en larvas de las espe-
cies Anopheles nunestovari y Aedes aegypti,
vectores de gran importancia como trans-
misores de las enfermedades de Malaria y
Dengue en Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Para determinar la capacidad infestiva
del R. ivengari, se tomé primeramente un
cultivo del nematodo (Donacién del Institu-
to de Medicina Tropical Pedro Kouri de
Cuba), al cual se le agregd agua destilada
(500 mL) para inducir la eclosién de las for-
mas larvarias infestivas (larvas preparasiti-
cas). Transcurridas 5 horas, se tomé esta
solucién contentiva de larvas preparasiticas
en un cilindro graduado de 1000 mlL, to-
mando 10 mL de la misma a la cual se le
agregd 90 mL de agua, con la finalidad de
diluir la muestra original y facilitar el con-
teo de los preparasitos. Se mezclé suave-
mente la solucién para homogeneizar y lue-
g0, mediante el método de diluciéon volumé-
trica (23) que consistié en tomar 1 mL de
la muestra final (100 mL) y distribuir la
cantidad de 0,1 mL (10 alicuotas) en cada
uno de diez pozos de una placa de microti-
tulacion, ésta se llevo al microscopio para
su conteo. El total de nematodos contabili-
zados por cada pozo se sumaron y por regla
de tres simple se calcul6 el contenido de la
solucién madre y se realizaron los calculos
de las dosis a experimentar. determinando
el nimero de preparasiticos necesarios para
la infestacion de las larvas de An. nunesto-
vari y de Ae. aegypti.

Las larvas de An. nunestovari y de Ae.
aegypti se obtuvieron de criaderos naturales
en campo y en depésitos de aguas domésti-
cos, respectivamente. Estas larvas fueron
trasladadas al laboratorio en envases plasti-
cos de boca ancha de 25/9,5 ¢m vy coloca-
das en bandejas de plastico en el laborato-
rio de 1600 mL de capacidad. Se realizaron
3 réplicas con 100 larvas cada una y un tes-
tigo por especie, estadio y por cada dosis a
evaluar (5:1, 10:1, es decir: 5y 10 prepara-
siticos por larva de mosquito). El testigo se
preparé en iguales condiciones (con 100
larvas ¢/u) pero sin infestar con el nemato-
do. Las larvas fueron alimentadas con una
combinacién a partes iguales de alimento
para peces y levadura (50%-50%). Transcu-
rridos 3 dias después de la aplicacién de la
dosis respectiva de infestacion, se procedio
a la diseccion del 30% de la muestra de
cada bandeja, usando para ello agujas ento-
mologicas a través de un microscopio este-
reoscopico, binocular (22). No se utilizaron
larvas de mosquitos L, ya que el objetivo
del estudio fue determinar la capacidad de
infestacion del nematodo sobre larvas de es-
tos mosquitos, valoradas a los tres dias pos-
tratamiento y las larvas de este estadio pa-
san rapidamente al estado de pupa, lo cual
permitiria determinar su efecto sobre la pu-
pacion y/o la eclosion de la fase adulta del
mosquito, siendo esto objeto de otra inves-
tigacion al respecto.

Se efectuaron las observaciones y se
contabiliz6 el nivel de infestacién, calculan-
dose la media y el porcentaje de mortalidad
larval alcanzado. Los datos obtenidos fue-
ron procesados estadisticamente, para lo
cual se determind la distribuciéon normal de
todas las medias muestrales, y se calculo
ademas la medida cuadratica de todas las
desviaciones de cada valor con respecto a su
media, para la varianza, utilizando la prueba
de comparacién de medias muestrales, para
la homogeneidad de varianza. Para la com-
paracion de medias de infestacion se aplic
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un ANOVA y una prueba Duncan con un ni-
vel de significacion de p < 0,05.

RESULTADOS

A partir de los experimentos realizados
se pudieron observar los niveles de parasi-
tismo con respecto a las medias de infesta-
cién obtenidas en los diferentes estadios
larvales evaluados de las especies An. nunes-
tovari y Ae. aegypti. Con dosis de 5:1, An.
nunestovari obtuvo unas medias de infesta-
cion de: 4,8; 4 y 3, para los estadios I, Il y
II1, respectivamente. Ae. aegypti obtuvo me-
dias de: 2,6; 1,9 y 1,4 para los mismos esta-
dios respectivamente (Tabla I). Con la dosis

de 10:1 An. nunestovari obtuvo una media
de infestacion de: 7,5; 7,2 v 5,3 en los tres
estadios evaluados y Ae. aegypti obtuvo una
media de: 5,6; 4,5 y 4,0 respectivamente en
los tres estadios (Tabla II), la distribucion
de las medias del muestreo aleatorio llevado
a cabo, siguen una curva normal (Z~
N(0,1)) en un 96,56%. Los porcentajes de
mortalidad con ambas dosis oscilaron entre
98 y 100% para An. nunestovari y entre 95 y
100% para Ae. aegypti. Los controles perma-
necieron vivos durante todos los ensayos
efectuados, alcanzando solo el 2% de morta-
lidad larval.

Los niveles mis altos de parasitismo
se observaron en larvas de An. nunestovari

TABLA 1
MEDIA DE INFESTACION POR EL NEMATODO Romanomermis iyengari CON DOSIS DE 5:1
EN LARVAS DE An. nunestovari Y Ae. aegypti (DOSIS = 5:1)

Especie Estadio larval Media de Mortalidad Larval Control Mortalidad
Infestacion® (%) (%)
An. nunegtovari I 4.8 100 0
An. nunestovari II 4.0 100 0
An. nunestovari 111 3,1 98 0
Ae. aegypti I 2,6 98 1
Ae. aegypti II 1,9 98 0
Ae. aegypti 11 1,4 95 0

* Diferencias significativas entre medias de infestacién de las especies (F= 464,2; p< 0,001).

TABLA 11
MEDIA DE INFESTACION POR EL NEMATODO Romanomermis iwyengari CON DOSIS DE 10:1
EN LARVAS DE An. nunestovari Y Ae. aegypti (DOSIS = 5:1)

Especie Estadio larval Media de Mortalidad Larval Control Mortalidad
Infestacién® (%) (%)
An. nunegtovari I 7,5 100 1
An. nunestovari II 7,2 100 1
An. nunestovari 111 5,3 98 0
Ae. aegypti I 5,6 100 0
Ae. aegypti II 45 98 2
Ae. aegypti 111 4,0 95 1

*Diferencias significativas entre medias de infestacién de las especies (F= 464,2; p< 0,001).
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para ambas dosis, en todos los estadios en-
sayados.

La comparacion mediante ANOVA de
las medias de infestacién entre ambas espe-
cies, arrojé diferencias significativas (F=
464,2; p< 0,001), encontrandose que An.
nunestovari presenta mayor susceptibilidad
al parasitismo por el nematodo (p< 0,005).
Se observé ademas que los estadios Iy Il en
ambas especies estudiadas, resultaron ser
mayormente infectados, presentando el es-
tadio III una menor susceptibilidad al para-
sitismo del mermitido, aunque éstos resul-
taron infectados.

Los resultados obtenidos mostraron
ademads un incremento en los niveles de pa-
rasitismo en relacion con el aumento de la
dosis (10:1) en todos los estadios larvales
de ambas especies. Mediante un analisis de
ANOVA se pudo observar que tanto la dosis
como el estadio larval, afectaron los resulta-
dos de los valores medios de infestacion
(p<0,001). La prueba Duncan revel6 que
las respuestas a las diferentes dosis ensaya-
das fueron significativamente diferentes
(p< 0,005), al igual que las medias de in-
festacion halladas en los tres estadios larva-
les de las dos especies de mosquitos. Por
otra parte con la dosis de 10:1 se obtuvo un
super-parasitismo en larvas, que produjo la
muerte prematura de las mismas en un 45%
después de 24 horas de exposicién al nema-
todo, con la consiguiente muerte de éste al
no lograr su desarrollo dentro de la larva
hospedadora.

DISCUSION

El porcentaje de mortalidad y el parasi-
tismo alcanzado por R. iyengari sobre larvas
de An. nunestovari y Ae. aegypti evidencian
que esta especie de nematodo ofrece altas
posibilidades para ser utilizado como agen-
te de control de larvas para ambas especies.

Los niveles de infestacién alcanzados
por An. nunestovari coinciden con lo repor-

tado por Petersen y Willis (24), Santamari-
na y col (13) Santamarina y Bellini (25);
quienes refieren que las larvas de este géne-
ro, principalmente en los primeros estadios
poseen una alta susceptibilidad al ataque de
los estados de vida libre del mermitido. Pro-
bablemente esto se deba a que como las lar-
vas de anofelinos se alimentan y respiran en
la superficie del agua y por su parte el ne-
matodo en su fase preparasitica infestiva,
permanece en la superficie del agua (con-
ducta tigmotactica) en busca de una larva
hospedera para completar su ciclo vital, de
tal modo que la posibilidad de contacto se
hace mayor con larvas de este género. En
contraste, los resultados que aqui se pre-
sentan, describen una disminuciéon de las
medias de infestacion de larvas de Ae.
aegypti, lo cual es atribuible al hecho de
que dichas larvas adoptan una posicion per-
pendicular al plano superficial del agua
para respirar y se alimenta en toda la co-
lumna de agua, ascendiendo y descendien-
do, disminuyendo asi la posibilidad de con-
tacto con el mermitido.

En cuanto a las dosis ensayadas se en-
contr6 que la proporcion 5:1 fue eficaz para
provocar la infestacion de ambas especies
de mosquitos, logrando entre un 95 a 100%
de mortalidad larval. Con la dosis de 10:1,
se observlo un super-parasitismo en las lar-
vas de los tres estadios estudiados de ambas
especies, especialmente en L; y L,, esto
ocurri6 a las 24 horas de observacion, en va-
rias de las réplicas de los diferentes estadios
ensayados, ¢l resto de las larvas expuestas
siguieron vivas hasta el tercer dia de obser-
vacion, tiempo en el cual se valoré la infes-
tacion mediante la diseccion del 30% de la
muestra. Las larvas vivas infestadas comple-
taron luego ¢l 98 a 100% de mortalidad an-
tes de llegar a la ctapa de pupa y/o adultos.
Esta situacién es importante tenerla en
cuenta ya que esto implica que el parasito
no pueda desarrollarse debido a la muerte
temprana de las larvas hospedadoras, lo que
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limitaria la posibilidad de permanencia del
nematodo en el medio natural, al no poder
completar su ciclo vital. Para el reciclaje del
nematodo en criaderos naturales, seria im-
prescindible entonces el calculo adecuado
de las dosis de aplicacién de acuerdo a la
evaluacién previa que se haga de cada cria-
dero a tratar, en especial la medicion de la
cantidad de larvas de mosquitos existentes
por m? en el criadero para que estas larvas
de mosquito infestadas permanezcan el
tiempo normal de sobrevivencia para el
completo desarrollo del nematodo que ga-
rantice la permanencia del ciclo vital de éste
en el medio, para un control permanente de
los criaderos tratados. Estas observaciones
coinciden con las realizadas por Ambros y
Santamarina (26), por Santamarina y col
(13) y por Santamarina y Bellini (25), para
R. culicivorax y para R. iyengari, por lo que
estos autores recomiendan ajustar las dosis
del biolarvicida para garantizar el reciclaje
del nematodo en los criaderos tratados.
Aunque el parasitismo ocurrié en las
dos especies en todos los estadios evalua-
dos, se pudo observar que ¢l mayor parasi-
tismo tuvo lugar en los estadios mas jove-
nes L, y L, concordando con las observacio-
nes realizadas por Petersen y Willis (27) en
larvas de Anopheles albimanus y de Culex
sp. Esto probablemente se explique debido
a que en estos estadios las larvas de mosqui-
to presentan muy poco desarrollo organico
con escasa formacion de quitina en la pared
cuticular, lo que la hace mads suave, facili-
tando la entrada del estilete de los pre-para-
sitos del nematodo (27), a diferencia del es-
tadio L el cual posee un mayor grosor de la
pared, dificultando la entrada de los nema-
todos. Los mosquitos que emergieron des-
pués de la infestacion, estuvieron vivos por
un maximo de 3 dias, y al ser disecados
mostraron el nemitodo vivo en su interior,
por lo cual como el presente es un trabajo
preliminar, seria importante continuar los
estudios sobre la accion de este parasito en

las etapas finales del ciclo vital de estos
mosquitos, asi como también en nuestras
condiciones naturales de campo. Por otro
lado es recomendable aprovechar las impli-
caciones de sus caracteristicas como alter-
nativas que refuercen las estrategias de con-
trol integrado, considerando las posibilida-
des que presenta este nematodo para su
produccién local de forma masiva en condi-
ciones de laboratorio. El uso de éste como
método biol6gico para el control de vecto-
res posee beneficios de enorme importancia
practica, tanto en lo social como en lo eco-
némico. En el primer caso, por la influencia
directa en el bienestar y la salud de la po-
blacién; en el segundo, porque posibilitaria
la disminucién en los costos de los progra-
mas de control vectorial llevados a cabo en
el pais, los cuales muchas veces no resuel-
ven el problema, agravando la contamina-
cion ambiental existente, con el consiguien-
te deterioro de los ecosistemas, ademas de
acentuar los problemas de resistencia vec-
torial.
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