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RESUMEN

Los mosquitos son importantes por los problemas de salud publica que ocasionan al ser
vectores de enfermedades como la malaria y el dengue. Una alternativa efectiva, especifica
y sostenible para el control biolégico de mosquitos son los parésitos del género
Romanomermis spp. Sin embargo el uso practico y extensivo de los nematodos esta
limitado a evaluaciones en comunidades y se requiere continuar investigando como mejorar
su capacidad reproductiva, viabilidad e infectividad en larvas de mosquitos, debido a que la
etapa preparasitica del nematodo es afectada por factores ambientales como la temperatura,
salinidad y pH, es por ello que se hace imprescindible el conocimiento del efecto de la
salinidad en la capacidad parasitica del nematodo Romanomermis iyengari (Nematoda:
Mermithidae) y establecer el efecto de una alta salinidad en el medio. El presente trabajo se
realizd con el objetivo de determinar el efecto que ejerce las concentraciones de NaCl sobre
la capacidad infectiva del nematodo R. iyengari y obtener lineas de nematodos tolerantes a
altas concentraciones de NaCl por medio de un proceso de seleccion durante cuatro
generaciones consecutivas. La evaluacion del efecto de la salinidad en la capacidad
parasitica del nematodo R. iyengari se efectud en un rango 0 - 2000 mg L™ de NaCl. El
nematodo R. iyengari presentd parasitismo en todas las concentraciones de salinidad
evaluadas. Los valores de parasitismo decrecieron respecto a las concentraciones de
salinidad, a altas concentraciones de salinidad correspondieron valores bajos de parasitismo
y viceversa. Fue considerable la accion de concentraciones altas de NaCl sobre la accion
infectiva del nematodo, observandose en una reduccion drastica en el porcentaje de

parasitismo: 1600 (3.1), 1800 (3.1) y 2000 mg L™ (1.25). Los nematodos postparasiticos



obtenidos a partir de la poblacion susceptible fueron seleccionados por tolerancia a altas
concentraciones de salinidad y expuestos de forma consecutiva a salinidad 2000 mgL™
hasta la F4. Se generaron 11 lineas puras de nematodos R. iyengari con mayor tolerancia a
NaCl. El traslapo de los limites fiduciales en la poblacion susceptible de 1068-1114 (DLso)
con los de la F4 1113-1263 (DLs) indican que las poblaciones son iguales; sin embargo en
la evaluacion de la capacidad infectiva de una linea pura F4 de R. iyengari tolerante a NaCl,
estd mostrO un aumento en el parasitismo respecto a la poblacion susceptible en
concentraciones altas de NaCl 1600, 1800 y 2000 mgL™ de 20, 5.2 y 1.5% respectivamente,
indicando que la seleccién por tolerancia a 2000 mg L™ de NaCl en nematodos R. iyengari

evidenci6 una mayor tolerancia en la F4.

Palabras clave: Romanomermis iyengari, salinidad, tolerancia.



ABSTRACT

Mosquitoes are important public health problems they cause to be vectors of diseases like
malaria and dengue. An effective alternative, specific and sustainable biological control of
mosquitoes are parasites of the genus Romanomermis spp. However, the practical and
extensive use of nematodes is limited to assessments in communities and further research is
required to improve their reproductive capacity, viability and infectivity for mosquito
larvae, because the nematode preparasitic stage is affected by environmental factors such as
temperature, salinity and pH, which is why it is essential to understand the effect of salinity
on the ability the parasitic nematode Romanomermis iyengari (Nematoda: Mermithidae)
and establish the effect of high salinity in the middle. This work was carried out to
determine the effect of different concentrations of NaCl on the infectivity of the nematode
R. iyengari and obtain nematode lines tolerant to high concentrations of NaCl through a
selection process for four consecutive generations. The evaluation of the effect of salinity
on the parasitic capacity of the nematode R. iyengari was made in a range 0 - 2000 mg L™
NaCl. The nematode R. iyengari parasitized at all salinity levels tested. The values of
parasitism decreased from the levels of salinity, high salinity levels under low levels of
parasitism and viceversa. Action was considerably high levels of NaCl on nematode
infective action, showing a drastic reduction in the percentage of parasitism: 1600 (3.1)
1800 (3.1) and 2000 mg L™ (1.25). Postparasiticos nematodes obtained from the susceptible
population were selected for tolerance to high salinity and exposed sequentially to salinity
2000 mg L™ to F4. We generated 11 inbred lines of nematodes R. iyengari with greater

tolerance to NaCl. The overlap of fiducial limits in the susceptible population of 1068-1114



(LDsg) with the F4 1113-1263 (LDso) indicate that populations are equal, but in the
evaluation of the infectivity of a inbred line of R. iyengari F4 . NaCl tolerant is showed an
increase in parasitism compared to the susceptible population in high salinity NaCl 1600,
1800 and 2000 mgL™ of 20, 5.2 and 1.5% respectively, indicating that selection for

tolerance to 2000 mg L™ NaCl nematodes R. iyengari showed a greater tolerance in the F4.

Keywords: Romanomermis iyengari, salinity, tolerance.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los mosquitos son importantes por los problemas de salud publica que ocasionan al ser
vectores de enfermedades como la malaria y el dengue. De las 3200 especies de mosquitos
(Diptera: Culicidae) reportados a nivel mundial en México se encuentran presentes 150,
dentro de las cuales existen especies importantes para el sector salud como: Aedes aegypti
y Aedes albopictus que son transmisores potenciales del flavivirus agente causal del
dengue; Anopheles albimanus y Anopheles pseudopuntipennis, vectores de la malaria o
paludismo y especies del género Culex spp que transmiten el virus del Nilo (Samanidou-

Voyadjoglou et al., 2007).

La estrategia utilizada con mayor éxito y la que, a su vez, ha despertado las mayores
controversias, ha sido el control quimico. Entre los compuestos insecticidas se incluyen
grupos clorados (diclorodifeniltricoroetano, dieldrin y lindano), fosforados (clorpirifos,
fenitrotion, fentilon, malathion, metilpirimifos y temefds), carbamatos (bendiocarb y
propoxur), piretroides (permetrina). Sin embargo el uso de estos quimicos ha generado
resistencia fisiologica y etolégica o conductual (Vargas, 1998), ademéas de problemas
ambientes tales como: contaminacion del suelo, aire y agua, muerte de organismos no
blancos, alteracién de ecosistemas, intoxicacion de personas y altos costos econémicos

(Browm y Platzer, 1978; Santamarina et al., 1999; Pérez-Pacheco et al., 2004). Se conoce



un total de 56 especies de mosquitos del genero Anopheles con resistencia a insecticidas, 20

y 19 especies respectivamente de Culex y Aedes (Vargas, 1998).

Una alternativa al control quimico de mosquitos es el control biolégico basado en la
utilizacion de nematodos parsitos de larvas de mosquitos para la reduccion de poblaciones
de vectores de enfermedades de importancia en salud publica. Algunas especies de
nematodos de la familia Mermithidae han demostrado ser eficaces en el control de larvas de
mosquitos en condiciones de laboratorio y campo; especificamente realizados con la
especie Romanomermis iyengari (Nematoda: Mermithidae) han evidenciado que este
nematodo es capaz de reducir altas densidades poblacionales de larvas de mosquitos de los
géneros Anopheles, Culex y Aedes en condiciones de campo y laboratorio (Santamarina y
Bellini, 2000; Pérez-Pacheco et al., 2004, 2005), presentandose como una alternativa
efectiva, especifica y sostenible para el control biolégico de mosquitos. (Pérez-Pacheco et
al., 2005). Los preparasiticos son el estado infectivo de los nematodos paréasitos de
mosquitos; sin embargo, estos son afectados por factores fisico-quimicos como el pH,
salinidad y temperatura, en el agua de criaderos de larvas de mosquitos en donde se aplican,
es por ello que la duracién de la viabilidad e infectividad de los preparasiticos es vital para
el mayor potencial de los nematodos (Petersen y Willis 1970; Brown y Platzer 1978;
Prindantseva et al, 1990; Peng, 1999; Pérez et al, 1999; Achinelly y Garcia, 2003). La
utilizacion eficiente de nematodos preparasiticos R. iyengari en el control de mosquitos
requiere de estudios profundos tendientes a determinar el efecto de la salinidad y otros
factores que afectan la capacidad infectiva de R. iyengari para mejorar el impacto en el
control de mosquitos. La presente investigacion esta enfocada para determinar el efecto de

diferentes concentraciones de salinidad (NaCl) sobre el parasitismo e infestacion del



nematodo R. iyengari y mediante un proceso de seleccion por tolerancia a NaCl
incrementar la capacidad infectiva de los nematodos preparasiticos R. iyengari para generar
lineas puras de nematodos con mayor tolerancia a NaCl por medio de un proceso de presion

de seleccion durante cuatro generaciones consecutivas.



CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

2.1.1 Determinar el efecto de diferentes concentraciones de NaCl en la capacidad
infectiva del neméatodo R. iyengari en larvas de mosquito Culex gquinquefasciatus
(Diptera: Culicidae) y obtener lineas puras de nematodos R. iyengari con mayor

tolerancia a la salinidad.

2.2 Objetivos particulares

2.2.1 Evaluar el efecto de diferentes niveles de NaCl en la capacidad infectiva de R.

iyengari en larvas de mosquito C. quinquefasciatus.

2.2.2 Obtener lineas puras de R. iyengari con mayor tolerancia a NaCl despues de

un proceso de presion de seleccidn en cuatro generaciones.

2.2.3 Determinar la capacidad infectiva de una linea pura tolerante a la salinidad de

NaCl.



CAPITULO 3

REVISION DE LITERATURA

3.1 Generalidades de mosquitos

Los mosquitos (Diptera: Culicidae) son importantes por los problemas de molestias que
ocasionan con las picaduras y por ocasionar problemas de salud pablica al ser vectores de
enfermedades. Existen reportados mas de 3200 especies de mosquitos a nivel mundial, a
excepcion del antartico, cubierto continuamente por el hielo (Harwood y James, 1979), en
México se encuentran presentes 150 dentro de las cuales existen especies importantes para
el sector salud como: Aedes aegypti, y Aedes albopictus que son transmisores potenciales
del virus agente causal del dengue; Anopheles albimanus y A. pseudopunctipennis vectores
de la malaria o paludismo y especies del género Culex spp que transmiten el virus del Nilo

Occidental (Samanidou-Voyadjoglou et al., 2007)

El ciclo biologico de los mosquitos, presenta cuatro fases y se incluye en el grupo de los
holometabolos (metamorfosis completa), es decir, pasan por los estados huevo, larva, pupa
y adulto. La larva a su vez pasa por cuatro etapas o instares (I, II, 11l y IV instar), el adulto
0 imago es aeroterrestre. Los instares inmaduros se desarrollan preferiblemente en
depdsitos de agua y los criaderos son variados, constituidos por aguas con un alto grado de
contaminacion, abundante contenido de materia organica, con detritos en proceso de
fermentacion, en ambientes sombreados, cuerpos de agua cerrados o semiléticos, cercanos

al ambiente domiciliario (Brewer et al., 1987).



Los mosquitos miembros del género Culex (Diptera: Culicidae) son vectores de arbovirus
que afectan al hombre y animales principalmente con dos especies: C. pipiens, presente en
zonas templadas y C. quinquefasciatus, que habita en regiones tropicales y subtropicales

(Savage y Miller, 1995).

La especie C. quinquefasciatus es acentuadamente antropofilica ya que se encuentra
asociado con mayor frecuencia al habitat humano tanto urbano como rural. Esta especie se
ha relacionado con la transmision de filarias como Wuchereria bancrofti y Dirofilaria
immitis, del virus del Nilo occidental y de los virus causantes de la encefalitis de San Luis 'y
la encefalitis equina Venezolana, entre otros. Aunque en areas donde no existe riesgo de
transmision de agentes patdgenos por esta especie, constituye un problema de salud publica
debido a la alergia ocasionada por su picadura y a las molestias causadas por sus altas

densidades de poblacién que alcanzan (Salazar y Moncada, 2004).

Una de las estrategias utilizadas con mayor éxito y la que, a su vez, ha despertado las
mayores controversias, ha sido el control quimico de mosquitos. En la actualidad, esta
estrategia es el principal método de control. Alrededor de 36 compuestos insecticidas se
han utilizado en el control de los mosquitos; 5 clorados, 16 fosforados, 6 piretroides y 3

carbamatos (Vargas, 1999).

El control de mosquitos con insecticidas quimicos ha solucionado el problema de epidemias
de importancia en salud publica por muchos afios. Por lo que los insecticidas quimicos
contribuyeron a la extincion de muchas enfermedades transmitidas por los mosquitos y
otros insectos. Su uso excesivo y la carencia de conocimiento adecuado tuvieron un

impacto destructivo al ambiente y la vida salvaje, incluyendo peces, aves, depredadores,



insectos polinizadores y microorganismos del suelo (Samanidou-Voyadjoglou et al., 2007).
Uno de los mayores impactos del uso de insecticidas es el desarrollo de resistencia
fisioldgica y etoldgica. La resistencia de los mosquitos a los insecticidas fue detectada en
1940 en especies del genero Aedes. Seguida en 1950 para Anopheles y para 1986, 109
especies de mosquitos fueron reportadas como resistentes al grupo de los clorados. La
resistencia se extendié a 38 especies a insecticidas fosforados y 17 especies hacia

carbamatos.

3.2 Generalidades de nematodos parasitos de mosquitos

El control biolégico de mosquitos con nematodos parasitos es una alternativa que permite
disminuir los problemas asociados al uso excesivo de los insecticidas quimicos

(Santamarina y Pérez-Pacheco, 2007).

La importancia de los nematodos como paréasitos de insectos y el papel que juegan en la
regulacién natural se conoce desde hace muchos afios. Un total de 19 familias fueron
reportadas con algunos miembros que son parasitos facultativos u obligados de insectos,
tales como: Allantonematidae, Diplogateridae, Heterorhabditidae, Mermithidae,
Neothylenchidae, Rhabdithidae, Sphaeerulariidae, Steinernematidae y Tetradonematidae e
incluyen especies que atacan a insectos matando, esterilizando o alterando el desarrollo del

huésped (Poinar, 1979).

La familia Mermithidae agrupa especies como: Romanomermis culicivorax,
Romanomermis, iyengari, Romanomermis wuchngensis y Strelkovimermis spiculatus que
son paréasitos de larvas de mosquitos, capaces de reciclarse biologicamente en los criaderos

de larvas de mosquitos mejor que muchos organismos patdgenos y que se pueden



considerar como agentes con potencial en el control bioldgico porque presentan:
especificidad para larvas de mosquitos, el parasitismo que provocan es siempre letal para el
hospedero, son completamente inocuos para la fauna acompariante y por la capacidad de

permanencia en los cuerpos de agua (Petersen y Cupello, 1981).

3.3 Generalidades de Romanomermis iyengari (Nematoda: Mermithidae)

3.3.1 Ciclo bioldgico de R. iyengari

El ciclo de vida de R. iyengari involucra un hospedero Unico, una larva de mosquito, consta
de las fases siguientes: huevo (Juvenil 1 vive el en interior del huevo), juvenil 2 (J2)
denominado preparasitico, J3 que es la fase parasita o parasitica o estado de vida libre/etapa
infectiva, parasita o parasitica (cuando se encuentra dentro de la larva del mosquito), J4

fase postparasita (cuando emerge del huésped) y adulto.

Cuando los huevos eclosionan liberan los nematodos preparasiticos que se concentran en la
superficie del agua y a través de un estilete en su parte anterior conectado al tubo faringeo,
perforan la pared cuticular de una larva de mosquito, dentro de las 48 a 72 h de eclosién
debido a que estos son de vida corta y deben encontrar una larva huésped para continuar su
fase parasita en el interior del hospedero. La disminucién en los niveles de infestacion esta
relacionada con la pérdida de la energia de los preparasiticos debido a su actividad de
busqueda de larvas hospederas para iniciar su etapa parasitica (Soto y Santamarina, 1996).
La fase parasitica tiene una duracion de 6 a 8 dias dependiendo de la temperatura y se ubica
a lo largo de todo el cuerpo de la larva huésped alimentandose de la hemolinfa causando un
empobrecimiento en los metabolitos dentro de los tejidos de almacenamiento. El parésito

no posee un estilete para facilitar su salida de la larva hospedera por lo que esta se produce



por presion cuticular del interior hacia el exterior de la larva, provocando la muerte del
hospedero, la cual se produce por la salida de la hemolinfa de su interior. En la fase
postparasitica de su desarrollo se encuentra en forma de vida libre, presentando
geotropismo positivo, enterrandose en el sustrato, en donde realizan la muda, copulan y se

reproducen (Gajanana et al., 1978, Petersen, 1979).

La reproduccion de los nematodos es de forma sexual, la hembra presenta un habito de
oviposicion asincrénico, es decir deposita sus huevos indistintamente en el tiempo. Las
hembras de R. iyengari , tienen un potencial reproductivo promedio por hembra de 2000
huevos a través del tiempo promedio de 3 a 11 semanas en agua destilada a un pH de 4.5y
a una temperatura de 25 + 2 °C. El tiempo transcurrido desde la puesta hasta la eclosion de
los huevos y la emersidn de los preparasiticos es de 12 d (Soto y Santamarina,1996; Pérez-

Pacheco et al., 1998).



Ciclode R. iyengari (pérez-Pacheco et al.,, 2004)
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Figura 1. Ciclo biologico del nematodo R. iyengari parasito de larvas de mosquitos (Pérez-
Pacheco et al., 2004).

3.3.2 Capacidad infectiva de R. iyengari

Diversos son los reportes de investigadores registran la capacidad del nematodo R. iyengari
para el control de larvas de mosquitos en campo y laboratorio (Chandrahas y Rajagopalan,
1979; Gajanana et al., 1978; Prindantseva et al., 1990; Santamarina, 1994; Santamarina et
al., 1992; 1996, 1999, 2000; Vladimirova et al., 1990, Pérez-Pacheco et al., 2003, 2004,
2005). Sin embargo, son pocos los estudios tendientes a determinar el efecto adverso de la
salinidad en la capacidad infectiva de los nematodos parasitos de larvas de mosquitos en
diversas condiciones ambientales. La duracion de la viabilidad e infectividad de la etapa

preparasitica de los nematodos es vital para la aplicacién practica del nematodo (Peng et
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al., 1999), debido a que puede ser afectada por diferentes factores fisico-quimicos como
pH, salinidad y temperatura del agua de los criaderos de larvas de mosquitos donde se
aplican estos nematodos (Petersen y Willis, 1970; Brown y Platzer 1978; Bheema et al.

1979, Petersen 1979; Pridantseva et al. 1990; Khanna et al. 1997; Pérez et al., 1999).
3.3.3 Salinidad

La salinidad es un factor hidroecologico que afecta el parasitismo de R. iyengari en larvas
de mosquito C. quinquefasciatus y puede ser determinante para pronosticar su efecto en las
poblaciones de larvas de mosquito que se desarrollan en diferentes condiciones ecoldgicas

(Pérez, 1999).

La variabilidad de los niveles de infeccién de R. iyengari en campo contra larvas de
mosquitos se han relacionado con la elevada salinidad ocasionando un efecto adverso en la

capacidad de basqueda y parasitica del nematodo (Vladimirova et al., 1990).

Con la finalidad de deteminar los principales factores responsables del fracaso de los
preparasiticos para infectar larvas de mosquitos Culex fatigans (Diptera: Culicidae), una
especie encontrada en héabitats con aguas contaminadas, Bheema et al, (1979), efectuaron
estudios de tolerancia de preparasiticos de Romanomermis sp. en laboratorio y campo a
diferentes concentraciones de salinidad. Para ello diferentes concentraciones de NaCl (580-
7590 mgL™) fueron preparadas con agua desmineralizada en el laboratorio, mas agua de
Ilave considerada como testigo. Posteriormente adicionaron 1000 nematodos preparasiticos
e incubaron a temperatura ambiente, transcurrido un tiempo de 30 minutos se les adiciono
100 larvas de | instar de C. fatigans. Después de 30 min fueron extraidas y examinadas 50

larvas sin lavar bajo un microscopio estereoscopico para determinar el parasitismo y el
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resto fueron examinadas después de 24 h. Los experimentos en campo consistieron en
colocar poco a poco en campos de cultivo de arroz, pozos de absorcion y desaglies
contenedores individuales de 500 mL de capacidad con 1000 nematodos preparasiticos,
permitiendo el flujo del agua de estos habitats dentro de los contenedores, sin desbordarse.
La salinidad del medio fue determinada y posteriormente 100 larvas de | instar fueron
introducidos dentro de cada contenedor. Después de 30 min la larva fue lavada en agua de
llave y en seguida criadas en el medio para desarrollarse. El siguiente dia las larvas fueron

observadas al microscopio estereoscépico.

Los preparasiticos en laboratorio parasitaron larvas de C. fatigans en diferentes
concentraciones de NaCl. El agua de llave usado como testigo contenia una concentracion
de 290 mgL™* de NaCl y present6 hasta un 80% de infectividad en larvas expuestas por 30
min. Todas las larvas de mosquito murieron después de las 24 h en altas concentraciones.
No fue observado parasitismo en ninguna larva expuesta por 30 min en concentraciones
salinas altas a 1750 mgL™. En solucién de 580 mgL™ solamente de 1 a 10 larvas expuestas
por 24 h mostraron infeccion. Estos resultados indican que altas salinidades de mas de 580
mgL fueron letales para los nematodos preparasiticos. Los resultados de los experimentos
en campo presentaron una alta tasa de infestacion en aguas de campos de arroz cuando la
salinidad fue casi similar a la del agua de llave (290 mgL™). En pozos de absorcion y
desaguie fue observada baja infeccidn indicando baja sobrevivencia e infectividad de los

preparasiticos a altas salinidades y altos niveles de materia organica.

La salinidad en el parasitismo del nematodo R. iyengari en larvas de mosquito C.
quinquefasciatus fue evaluado en laboratorio por Pérez-Pacheco et al. (1999). Se

prepararon siete soluciones con diferentes concentraciones de NaCl que variaron entre 0.0 y
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0.06 M (3510 mgL™) y depositaron 1000 mL de cada una de las concentraciones en
recipientes de plasticos, se agregaron 100 larvas de C. quinquefasciatus de Il instar de
desarrollo y se aplicaron 500 nematodos preparasiticos de R. iyengari. A los tres dias se
tomd una muestra de 20 larvas de cada recipiente, las cuales se depositaron individualmente
en frascos que contenian 30 mL de agua. Después de la emergencia de los nematodos del
cuerpo de las larvas, se determin6 el porcentaje de parasitismo (porcentaje de larvas
parasitadas) y medias de infeccion (nimero promedio de nematodos / larva). Los resultados
obtenidos muestran que el parasitismo ocasionado por R. iyengari sobre larvas de C.
quinquefasciatus se presentd en un rango de concentracion de NaCl que va de 0.0 M (agua
destilada) a 0.05 M (2905 mgL™), no observandose infeccion en concentraciones
superiores. En el tratamiento con agua destilada, que se consider6 como testigo por no
contar con salinidad, se obtuvieron los méas altos porcentajes de parasitismo (100%) y una
media de infeccion de 5.7, nematodos/larva; en cambio, en el tratamiento 0.05 M (2920
mgL™ de NaCl) se obtuvo sélo un parasitismo de 1.75%, mostrando el efecto de la
salinidad sobre la efectividad del nematodo para realizar el parasitismo en larvas de

mosquitos.

Otros estudios tendientes a determinar el efecto de la salinidad en la capacidad parasitica de
Romanomermis culicivorax (Nematoda: Mermithidae) fueron efectuados por Petersen y
Wills (1970), mencionando que este nematodo no fue infectivo en salinidades de 2300
mgL™? NaCl (0.04M. Esto fue confirmado por Brown y Platzer (1978) quienes también
clasificaron la toxicidad de iones para R. culicivorax: cationes sodio<potasio<calcio; y

aniones, cloro<carbonat<sulfato<nitrato<nitrito<fosfato. Concluyendo que R. culicivorax
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es inefectivo para el control de mosquitos en habitats bajo condiciones que incrementan la

salina en el agua.

Camino y Garcia (1991) determinaron el efecto que ejercen las concentraciones de NaCl
sobre la capacidad infectiva del nematodo Strelkovimermis spiculatus (Nematoda:
Mermithidae), en larvas de Culex pipiens (Diptera: Culicidae), para ello utilizaron 17
concentraciones de NaCl que variaron entre 0.0 mgL™ (agua destilada) y 7300 mgL™ de
NaCl resultando que el parasitismo de larvas de C. pipiens por S. spiculatus se produjo en
concentraciones de NaCl entre 0.0 y 7000 mgL™ no observando infeccion en
concentraciones superiores. Ubicando un 100% de parasitismo en el agua destilada y este
fue disminuyendo hasta un 64% en la concentracion de 1460 mgL™. Un brusco descenso se
observé en 1760 mgL™ con 36%, para luego disminuir lentamente hasta un 2% en
concentraciones de 7000 mgL™ (0.120M), encontrando que en 0.125 M la mortalidad
descendio al 0%. Finaliza mencionando que los resultados muestran que S. spiculatus
parasita larvas de C. pipiens en concentraciones de NaCl hasta 7000 mgL™ (2% de
infeccién) mientras que R. culicivorax no resulta infectivo por encima de 2500 mgL™ de
NaCl, concentracion en la cual S. spiculatus parasita a un 22.5 % de larvas. Con los
resultados obtenidos concluyen que S. spiculatus es méas tolerante a la salinidad que R.
culicivorax, por lo que podria ser introducido en una mayor variedad de criaderos de

culicidos.

Khanna. et al. (1997) establecieron el rango de tolerancia del nematodo Caenorhabditis
elegans al pH, salinidad y dureza. C. elegans mostro una alta tolerancia en las pruebas. La
tolerancia a la salinidad fue realizada de forma individual con NaCl y KCI. Mostrando

tolerancia arriba de 15.46 g/L NaCl y 11.51 g/L KCI en K-medium. En MHRW altas
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concentraciones de salinidad fueron toleradas entre 20.5 g/L NaCl y 18.85 g/L KCI.
Concluyendo que la habilidad de C. elegans de resistir el estrés osmatico de las soluciones
salinas le permite mas versatilidad que otros organismos cominmente usados en pruebas de
toxicidad acuatica y puede ser un organismo muy Util para ser utilizado en salinidades

inferiores a 20 ppm.

La mayoria de la informacion disponible sobre la tolerancia a sal en animales de agua dulce
se refiere a artropodos y vertebrados. EI mecanismo por el cual los iones afectan la
infectividad de nematodos aun no estd determinada. La toxicidad a elevadas
concentraciones de iones puede ser 1) el resultado de el aumento de la presion osmética y la
subsecuente perdida de agua en los nematodos; 2) El desequilibrio en el balance i6nico
interno, 3) Efectos toxicos generales de los nitratos y nitritos, 4) Alteracion del balance

interno de &cido-base (Brown y Platzer, 1978).

Se pude especular, que un aumento en la tasa metabdlica estimulada por las sales puede
agotar los recursos energeéticos de las etapas infectivas antes de que hacer contacto con el
hospedero, por lo que se reduce el potencial infeccioso de los nematodos (Von Brand,
1943). Ademas, la disminucion del agua en el cuerpo de los nematodos en altas
concentraciones de sal probablemente disminuye su motilidad y en consecuencia, la
infectividad. Los desequilibrios de iones en los nematodos infectivos y en consecuencia los
trastornos metabolicos interfirieren con la capacidad infecciosa de los preparasiticos

(Brown y Platzer, 1978).
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3.4 Presion de seleccién

Presion de seleccion es la fuerza que actla sobre las poblaciones y que faculta a algunos
organismos con cierta variacion a sobrevivir y a que aporten mas descendientes (0 genes)
que los que no la poseen a las futuras generaciones y de este modo, dirigir el proceso de
evolucion (Begon et al., 1996). Los individuos que presenten variedad que supongan
ventaja para superar una determinada presion de seleccion sobreviviran y su probabilidad

de reproduccidn serd mayor.

En la naturaleza ocurren diferentes agentes de presion de seleccion y uno de ellos es el
medio ambiente que influye de manera decisiva en los seres vivos, en ocasiones la
supervivencia de los organismos es dificil, especialmente dada por los cambios climaticos.
La presion de seleccion natural, sirve para adaptar a los organismos a la comunidad bidtica
y el ambiente en los que viven. La adaptacion supone una diferencia ventajosa dada por
variaciones geneticas, estas se generan debido a mutaciones que son cambios o alteraciones
en la informacidn genética de un ser vivo que se producen al azar en los genes. Si afectan a
los gametos se transmite a la descendencia. La reproduccion sexual crea variabilidad debida
a la recombinacidn genética que se produce en la meiosis y a la union al azar de los
gametos en la fecundacion. Si el nuevo caracter es heredable y ventajoso, entonces sus
descendientes tendran mayores posibilidades de sobrevivir, y por lo tanto de dejar un mayor
namero de individuos con estos atributos. Por el contrario si los organismos no pueden

superar la presion de seleccion del medio moriran.

Queda asimismo claro, que a lo largo de las generaciones, las mutaciones de una poblacién

estan coevolucionando con el resto de sus mecanismos no-mutados. La presion de seleccion
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estd operando, mas que en otras partes, sobre los genes de alta tecnologia encargados de
actuar de directores de orquesta del conjunto de genes, debilitando a unos y presionando a
otros. Aqui los efectos son mas significativos por su mayor nivel jerarquico. El buen éxito
de toda la poblacion se mide mas por esos genes que por otros mAas neutros en sus

resultados sobre la supervivencia.

Por lo tanto, los métodos de stress sucesivo puede ser usado para mejorar con éxito los

niveles de infeccion en nematodos (Brown et al., 2006).

3.5 Seleccion por tolerancia en nematodos entomopatdgenos

La genética es un medio poderoso para mejorar los rasgos benéficos de agentes de control
bioldgico. Esto es ejemplificado por el mejoramiento de la tolerancia hacia el ambiente
extremo de los nematodos entomopatdgenos Heterorhabditis bacteriophora (Nematoda:
Heterorhabditidae). Los enfoques genéticos adoptados para tal efecto incluyen seleccion
por tolerancia y resistencia; seleccién de aislamientos naturales con alta tolerancia,

hibridacion y mutagenesis (Segal y Glazer, 2000, Bilgrami et al. 2006).

El mejoramiento de cepas de nematodos entomopatogeno hasta la fecha ha sido
principalmente utilizando procesos genéticos convencionales (transgénicos) que han
demostrado potencial de tolerancia al ambiente. Sin embargo, la mejora genética de los
nematodos entomopatdgenos a través de medios convencionales (presion de seleccion),
siguen siendo importantes en el futuro debido a las preocupaciones sobre el uso publico de

los organismos transgénicos (Burnell, 2002).
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La sensibilidad al frio del nematodo entomopatgenos Steinernema feltiae (Rhabditida:
Steinernematidae) restringen su uso potencial en el control biol6gico, para mejorar su
tolerancia al frio S. feltiae fue sometido a seleccion en generaciones consecutivas.
Encontrando que la seleccion al fri6 de manera repetida habia mejorado la virulencia del
nematodo a temperaturas frias (Grewal et al., 1996). La exposicion de nematodos
preparasiticos a 72 h en soluciones no ionicas dio lugar a un aumento en la tolerancia al

calor, sin afectar la viabilidad de los nematodos (Glazer y Salame, 2000).

Debido a que la explotacion comercial de H. bacteriophora para el control bioldgico es
limitada por su corta vida util, que esta relacionada con su baja tolerancia a ambientales
extremos, tales como la desecacion, a través de cria selectiva se llevo a cabo mejoramiento
genético de la tolerancia a la desecacion del nematodo H. bacteriophora. Observando
mejoramiento de la tolerancia a la desecacién cuando el proceso de adaptacion se incluy6
en el proceso de seleccion, que estaba relacionada con una mayor variacion fenotipica
después de la adaptacion (Strauch et al., 2004). La expresion de genes tolerantes o
susceptibles a la desecacion en nematodos para determinar si aumentaba la tolerancia de las
poblaciones como respuesta de la expresion de genes o0 no existia tal respuesta fue
estudiado por Somvanshi et al. (2008). Encontrando que la respuesta los nematodos
susceptibles al estrés respondieron a este por la expresion inducida en los genes. Puesto que
los diversos niveles de expresion del gen fueron encontrados y relacionados con diversas
capacidades de tolerancia al estrés de los nematodos, estos cocientes de la expresion de los
genes se pueden potencialmente utilizar como marcadores de la tolerancia a la desecacion

en nematodos entomopatdgenos.
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Ruiz-Carballo (2009), gener0 lineas tolerantes al calor y a la desecacion en tres especies de
nematodos entomopatdgenos (Steinernema glaseri, Steinernema riobrave, Heterorhabditis
bacteriophora). Los tratamientos para seleccion por tolerancia al calor fueron aplicados de
la F1 a la F6, aplicando temperaturas de 25, 30 y 35° por 48 h para seleccion por resistencia
a la desecacion aplicé actividades del agua de 0.86, 0.90, 0.97 para las mismas
generaciones por 48 h a medida que la A, fue menor, la sobrevivencia de los nematodos
disminuyd, después de la F3 S. glaseri fue el que acumulé mas tolerancia a la desecacion,
seguido por S. riobrave. Después de la generacion F3, las tres especies de nematodos
incrementaron su tolerancia a las altas temperaturas, especialmente S. glaseri y H.
bacteriophora, los cuales alcanzaron sobrevivencias de 80 y 70% a 35°C, respectivamente,
en la F6. En la evaluacion de las lineas generadas utilizando larvas de Galleria mellonella
sobresalieron S. riobrave y S. glaseri por su capacidad de control a alta temperatura (35°C)
mientras que H. bacteriophora y S. riobrave mostraron buena capacidad de control a baja
actividad del agua (Aw = 0.86). Tomando en cuenta su capacidad para controla tanto larvas
de Phyllophaga vetula como de G. mellonella, S. glaseri fue el méas efectivo a altas
temperaturas, mientras que H. bacteriophora tuvo mejor capacidad de control a Ay, bajos.
En las tres especies de nematodos se incremento su tolerancia a altas temperaturas,
especificamente S. glaseri y H. bacteriophora, incrementando su sobrevivencia de 80 y

70% a 35°C, respectivamente, en la F6.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo de enero 2008 a noviembre 2010 en las instalaciones de
la planta de produccion masiva de nematodos parasitos de larvas de mosquitos (Bioplanta),
perteneciente al Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral
Regional (CIIDIR), Unidad Oaxaca del Instituto Politécnico Nacional, con coordenadas 96°

44’ longitud oeste, 17° 02’ latitud norte y a una altura de 1, 530 msnm.

4.1 Material bioldgico.

Las larvas del mosquito C. quinquefasciatus y los nematodos de R. iyengari, se obtuvieron
de la planta de produccion masiva de nematodos del CIIDIR-IPN-Oaxaca, producidos

segun la metodologia de Pérez et al. (2003).

4.1.1 Cria del mosquito C. quinquefasciatus.

La cria del mosquito C. quinquefasciatus se inici6 con la colecta de pupas en criaderos
naturales, se llevaron al laboratorio, se determinaron y depositaron en bandejas con agua,
que posteriormente se introdujeron en jaulas entomologicas de 60 x 60 x 60 cm para la
emergencia de adultos. Los machos se alimentaron con agua azucarada y azlcar en una
proporcion de 80:20, las hembras se alimentaron con sangre de un pollo que se introdujo en

la jaula entomologica durante 12 h.
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Una vez que los adultos hembra ovipositaron los paquetes de huevos llamados “balsas”, se
colectaron y se depositaron en recipientes de plastico (47 x 35 x 12 cm) con agua para su
eclosion. Después de la emergencia, las larvas se alimentaron con una solucion de alimento
para peces tilapia api-aba (maltaCleyton), previamente molio, licuado y colado. Cuando las
larvas pasaron a la fase de pupa se capturaron, se depositaron en recipientes con agua y
fueron colocadas en las jaulas entomoldgicas para la emergencia de adultos. Con la colecta
de huevos se continuo la reproduccion del ciclo bioldgico, para obtener continuamente las
larvas de II instar, utilizadas en los experimentos y en la produccién masiva de nematodos

(Pérez-Pacheco, 1998).

4.1.2 Produccion masiva de nematodos.

La cria masiva de nematodos y obtencion de los preparasiticos (juveniles 2) se inicid
depositando paquetes de huevos del mosquito C. quiquefasciatus en bandeja de plastico (47
x 35 x 12 cm) con 4 L de agua para su eclosion y a los 3 dias se obtuvieron larvas de II
instar. De manera paralela se depositd agua destilada a tres cultivos de nematodos para
obtener nematodos preparasiticos o (inoculo) que parasitan larvas de mosquitos, después el
inoculo de los cultivos se decanté y mediante el método de dilucion volumétrica, con la
ayuda de un microscopio estereoscopico, se calculd el volumen necesario de inoculo para
infestar cierta poblacion de larvas de mosquitos C. quinquefasciatus (Petersen y Willis,

1972).

La aplicacion de nematodos en las bandejas con larvas de II instar fue en una proporcion de

5:1 (cinco preparasiticos por larva de mosquito). Una vez que las larvas alcanzaron el IV
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instar y aparecieron larvas muertas flotando en la superficie del agua, se tamizaron para

colectar los nematodos que emergen del interior de las larvas huésped.

Previamente el sustrato o medio de cultivo (arena de rio) se lavo para eliminar restos de
materia organica e impurezas y se esterilizd para eliminar bacterias u otros organismos.
Posteriormente la arena se coloc6 en charolas de plastico de 21 x 13.5 x 5.5 cm. con agua
destilada para facilitar el descenso de los nematodos al fondo y con agujas entomologicas
de punta curva se realizo la siembra de los nematodos; posteriormente se decant6 el agua y
los recipientes se cerraron herméticamente para evitar la desecacion del cultivo. Los
cultivos se etiquetaron (por especie, fecha de siembra) y se almacenaron a temperatura

ambiente (27°C £ 2°C) durante 6 semanas.
4.2 Evaluacion del efecto de NaCl en la capacidad infectiva del nematodo R. iyengari

La salinidad del agua reduce la capacidad infectiva de R. iyengari en los criaderos naturales
de larvas de mosquitos en donde se aplican, por lo tanto la determinacion del efecto de

salinidad (NaCl) en la capacidad infectiva de R. iyengari fue evaluada.

Para evaluar el efecto de la salinidad en la capacidad infectiva del nematodo R. iyengari se
utilizo cloruro de sodio (NaCl) (Sodium Chloride $271-500") , de la cual se peso: 0.2, 0.4,
0.6,0.8,1.0,1.2,1.4, 1.6, 1.8 y 2.0 gr de NaCl en una bascula graduada. Posteriormente las
diferentes sales pesadas fueron colocadas de forma individual en vasos de precipitados a los
que se le agrego 1000 ml de agua desionizada, obteniendo diez soluciones salinas (200,
400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 y 2000 mg L'l) de NaCl mas un testigo (agua

desionizada sin sales).
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Con las soluciones de NaCl se establecidé un experimento con once tratamientos de cuatro
repeticiones haciendo un total de 44 unidades experimentales en un disefio completamente
al azar. Cada unidad experimental consistié de una charola de plastico de 21 x 13.5 x 5.5
cm, en la cual se depositon 200 mL de solucién salina previamente agitada y 100 larvas de

C. quinquefasciatus en II instar y se aplicaron 1000 nematodos preparasiticos (dosis 10:1).

Cuando las larvas de cada unidad experimental alcanzaron el IV instar y empezaron a
emerger los nematodos postparasitos, con ayuda de agujas entomologicas y un microscopio
estereoscopico se cuantificd las larvas o pupas con y sin nematodos, para determinar el
porcentaje de parasitismo (PP) y la media de infestacion (MI nimero promedio de

nematodos parasitando una larva).
4.3 Seleccion de lineas puras de nematodos R. iyengari con mayor a NaCl

Los nematodos tolerantes de R. iyengari que infectaron larvas de mosquitos C.
quinquefasciatus en niveles salinos 1600, 1800 y 2000 mg L de NaCl se seleccionaron por
su tolerancia que les permitid la sobrevivencia e infectividad de larvas de mosquitos en
condiciones adversas. Cada hembra obtenida fue seguida de manera individual en su toma
de datos, para dar seguimiento en su descendencia en el proceso de seleccion. Los
postparasiticos fueron colectados y separaron por sexo apoyandose de un microscopio
estereoscopico, posteriormente fueron colocados en pocillos de platos de cultivo de tejidos
de 12 pocillos en los cuales previamente se agregd arena y agua desionizada para facilitar

su muda y obtener los nematodos adultos

Cuando los nematodos alcanzaron la etapa adulta, con pinzas esterilizadas, se removio la

arena de cada uno de los pocillos y los nematodos adultos se colocaron en pocillos nuevos
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con agua desionizada y arena, en una proporcion de 2:1 (dos machos y una hembra) para

que se llevara a cabo la cruza de los mismos.

Se revisaron cada dia los diferentes cruzamientos y cuando se observd la presencia de
huevos de neméatodos en el fondo de los pocillos, se procedi6é a cambiar los nematodos de
cada uno de los cruzamientos a pocillos diferentes cada 3 d y se cont6 el nlimero de huevos

ovipositados de cada hembra en los pocillos de donde se trasladaron los neméatodos.

Cuando en los pocillos con huevos de nematodos se observaron preparasiticos producto de
la eclosion de los mismos, se extrajeron y usaron para infestar larvas de II instar de
mosquito C. quinquefasciatus en soluciones salinas de 2000 mg L™, para determinar la
infectividad de los preparasiticos sobre las larvas de mosquitos, la dosis aplicada fue de 5:1
(cinco nematodos por larva de mosquito), esta fue considerada la F1 y de la cual se tomaron

datos de parasitismo e infestacion.

Los nematodos que emergieron de las larvas expuestas al parasitismo en F1 se
seleccionaron por hembras y machos, para posteriormente ser ubicados de manera
individual en pocillos de platos de cultivo de tejidos para facilitar la muda a estado adulto,
se cruzaron de forma individual en una proporcion de 2:1 de cada uno de los tratamientos
en pocillos individuales. Cada dia se observd la presencia de huevos en los diferentes
cruzamientos, cuando esto sucedio se llevo a cabo el conteo de huevos por hembra de cada
uno de los pocillos, posteriormente al emerger los nematodos preparasiticos se colectaron y

utilizaron para infestar larvas de mosquito en pocillos con solucién salina de 2000 mg L™

Los nematodos postparasitos obtenidos se consideraron F2, después de que mudaron los

nematodos a fase adulta se volvieron a cruzar y se dio seguimiento en la toma de datos para
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cada hembra conservando de forma independiente datos de origen de la hembra madre. A
partir de esta generacion las hembras fueron elegidas tomando como referencia las que
ovipositaron la mayor cantidad de huevos y las demas fueron colectadas y mantenidas en
un solo cultivo por concentracion de salinidad. Esta metodologia se sigui6 hasta obtener los
nematodos de R. iyengari tolerantes a la salinidad en la F4 que al final se cruzaron para
reproducirlos en cantidades suficientes para realizar experimentos en diferentes gradientes
de salinidad, comparando con la poblacion susceptible y determinar la tolerancia a la
salinidad que generaron los nematodos después de un proceso de seleccion por tolerancia

durante cuatro generaciones.

Los platos de las cajas de cultivo de tejidos que contenian a los nematodos en muda y cruza
durante el desarrollo del experimento se guardaron en una incubadora a una temperatura de

27°C.
4.4 Evaluacion de la capacidad infectiva de una linea pura tolerante de R. iyengari

Los postparasitos de R. iyengari obtenidos en la salinidad 2000 mg L™ de NaCl en la
generacion filial F4 se colocaron a mudar para alcanzar la madurez sexual y posteriormente
se depositaron en pocillos con agua destilada y arena en una proporcion de 2:1 para llevar a
cabo la cruza. Los pocillos se observaron al microscopio estereoscopio todos los dias hasta
observar la presencia del 50% 6 mas de huevos eclosionados para cada una de las hembras.
Los preparasiticos se colectaron con una pipeta Pasteur y se depositaron 10 nematodos en
cada pocillo con 3 mL de solucion salina de 2000 mg L™ de NaCl, posteriormente se agregé
una larva de C. quinquefasciatus de II instar para evaluar la infestacion. Esta actividad se

repitio para cada uno de 12 pocillos que contenia la caja de cultivo de tejidos, considerada
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como unidad experimental. Se efectu6 el conteo hasta obtener tres repeticiones de
nematodos generados en la F4 expuestos a salinidad 2000mg L' que se compararon con la
poblacion susceptible. El experimento se establecidé bajo un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones de 10 soluciones preparadas mas un testigo
(agua desionizada sin sales), para comparar la capacidad infectiva de la F4 obtenida

respecto a la poblacion susceptible.

En todos los experimentos, las larvas se alimentardn con alimento para peces tilapia api-aba
(maltaCleyton), molido, colado y suministrado a partir del 2° d de establecido el
experimento hasta que los nematodos emergieron o las larvas se convirtieron en pupas. Las
cajas de pocillos de cultivo de tejidos en los que se colocaron los nemétodos durante el
desarrollo del experimento se guardados en una incubadora modelo 815 a temperatura de

27°C.
4.5 Analisis estadistico

A los datos de parasitismo e infestacion en los experimentos realizados, se les aplicé un
analisis de varianza con Statistical Analisys System (SAS, 2004) y se compararon las
medias mediante una prueba de Tukey al a =0.05 de significancia para determinar el efecto
de las diferentes concentraciones de NaCl en la capacidad parasitica del nematodo R.
iyengari sobre larvas de mosquito C. quinquefasciatus, asi como para cada una de las
generaciones filiales por hembras y tratamientos. A través de un andlisis Probit en la
poblacion susceptible y linea pura tolerante obtenida (F4) se calcul6 la DLsy, para cada una

de ellas.

26



CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Efecto de NaCl en la capacidad infectiva del nematodo R. iyengari

En el Cuadro 1, se muestra el efecto de las diferentes concentraciones de salinidad
evaluadas sobre los indicadores bioldgicos porcentaje de parasitismo y media de infestacion
(nimero promedio de nematodos parasitando una larva de mosquito) del nematodo R.

iyengari en larvas de mosquito C. quinquefasciatus.

Cuadro 1. Efecto de NaCl en la capacidad infectiva de Romanomermis iyengari contra
larvas de mosquito Culex quinquefasciatus

NaCl Parasitismo Media
(mg L™ (%) Infestacion
Control 100.0a 6.8a

200 100.0a 7.2a
400 100.0a 6.8a
600 100.0a 5.8a
800 99.3a 4.0b
1000 62.6b 2.0c
1200 25.6¢ 1.2cd
1400 8.7d 1.1d
1600 3.1e 1.0cd
1800 3.1e 1.0d
2000 1.2¢ 1.0d

*Valores con la misma letra en la misma columna, no difieren estadisticamente (o = 0.05, p< 0.001)

Con el analisis de varianza realizado se determin6 estadisticamente que la salinidad influye
significativamente P<0.0001 en los niveles de parasitismo y media de infestacion del

nematodo R. iyengari en larvas de mosquito C. quinquefasciatus



El nematodo R. iyengari causé parasitismo de larvas C. quinquefasciatus en todas las
concentraciones de NaCl evaluadas (200-2000 mg L) produciendo la muerte de su

hospedero.

La prueba de Tukey P<0.0001 determind que concentraciones salinas de 800 mg L™y
menores fueron mejor toleradas por R. iyengari en las cuales se registré un 100% de
parasitismo y medias de infestacion de 5.8 a 6.8 nematodos por larva. Sin embargo, estos
valores decrecieron con respecto a las concentraciones de NaCl, obteniendo valores bajos

de parasitismo en concentraciones altas de salinidad.

Se determin6 que la DLsg se presenté a 1091.8 mgL™" de NaCl en la poblacion susceptible
con limites fiduciales del 95% de probabilidad de 1068.29-1114.69. Valores superiores de
NaCl inhibieron la capacidad parasitica de R. iyengari reduciendo el porcentaje de
parasitismo y media de infestacion de 1.2 y 1.0 respectivamente en la concentracion salina

més alta 2000 mgL™ de NaCl.

En evaluaciones hechas por Bheema Rao et al, (1979) para determinar el efecto de la
salinidad en nematodos preparasiticos de Romanomermis sp sometieron preparasiticos en
un rango de 580-7590 mgL™" de NaCl por 30 min en larvas de C. fatigans, demostrando que
Romanomermis sp no pudo tolerar concentraciones mayores a 1750 mgL™, en la evaluacién
realizada R. iyengari toler6 y parasitd larvas de mosquitos C. quinquefasciatus en
salinidades superiores coincidiendo con Pérez-Pacheco et al.(1999), quien demostréd la
capacidad infectividad del nematodo R.iyengari en salinidades de 2920 mgL™"' de NaCl. Las

diferencias en los niveles de tolerancia de Romanomermis se atribuyen al tiempo de
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exposicion de los preparasiticos a las concentraciones salinas, debido a que fueron

diferentes metodologias experimentales.

La presencia de valores bajos de parasitismo e infestacion es resultado de una reduccion en
la capacidad infectiva de R. iyengari por efecto de la toxicidad de concentraciones de NaCl
altas, segun Von Brand, (1943) la reduccion del potencial infectivo de los nematodos es
resultado de un aumento en la tasa metabolica estimulada por las sales agotando los
recursos energéticos de las etapas infectivas antes de hacer contacto con el hospedero.
Ademas, la disminucion del agua en el cuerpo de los nematodos en altas concentraciones de
sal probablemente disminuye su motilidad y en consecuencia, la infectividad. El
desequilibrio de iones en los nematodos infectivos y en consecuencia los trastornos
metabolicos interfirieren con la capacidad infectiva de los preparasiticos (Brown y Platzer,

1978).

Aunque el efecto de altas concentraciones de NaCl en la capacidad parasitica de R. iyengari
es claramente observable por la reduccion de su capacidad, los nematodos preparasiticos
capaces de penetrar larvas hospederas de C. quinquefasciatus a salinidades altas presentan
una ventaja importante de tolerancia a la toxicidad de NaCl atribuible a la variabilidad

genética de la poblacion susceptible.

Se obtuvo un total de 10 nematodos postparasiticos tolerantes a altas concentraciones

salinas 1600 (cuatro), 1800 (cuatro) y 2000 mg L™ (dos).
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5.2 Lineas de nematodos R. iyengari con mayor tolerancia a NaCl
52.1F1

Se obtuvo un total de 10 hembras con mayor tolerancia a concentraciones altas de 1600 (4),
1800 (4), y 2000 mg L' (2) de NaCl a partir de la poblacion susceptible. La H3 (Hembra 3)

1600 mg L™ no puso huevos por lo tanto fue eliminada.

En la F1 la descendencia de hembras obtenidas en la concentracion salina de 1800 mg L™
NacCl fueron estadisticamente superiores en su capacidad parasitica al resto de las hembras
con valores 26.8-41.1% (Cuadro 2). Los preparasiticos obtenidos de hembras emergidas en
concentraciones salinas de 1600 mg L™ y 2000 mg L' de NaCl no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en parasitismo el cual fue menor a 25%, sin embargo hubo
un incrementd de 3.1 y 1.2% respecto a la poblacion susceptible. En los valores de
infestacion y numero de huevos ovipositados no hubo diferencias estadisticamente

significativas en las hembras expuestas para la F1.

Cuadro 2: Parametros biologicos de hembras R. iyengari con mayor tolerancia a NaCl en la
F1 en larvas C. quinguefasciatus.

Numero de
Salinidad NaCl Hembras Parasitismo Infestacion huevos
(mgL™) (H) (%)

H1 8.3b 1.0a 4330a

1600 H2 15.8b 1.2a 3252a
H4 25.0b 1.5a 2603a

H1 41.1a 1.8a 3225a

1800 H2 27.2a 1.5a 2060a
H3 26.8a 1.5a 3122a

H4 33.3a 1.0a 2802a

2000 H1 12.8b 1.4a 2895a
H2 20.4b 2.4a 4913a

*Valores con la misma letra en la misma columna, no difieren estadisticamente (o = 0.05, p< 0.001)
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Los datos de infestacion y numero de huevos no presentaron diferencias significativas; sin
embargo, respecto a la poblacion susceptible la infestacion incremento en un 1.4 lo que
indican que una mayor cantidad de nematodos tolero la salinidad del medio y pudo penetrar
al hospedero. La exposicion de los preparasiticos a NaCl no influy6 en la puesta de huevos
de las hembras adultas que emergieron de larvas parasitadas en concentraciones altas de

2060 a 4913 huevos por hembra.

El comportamiento de los niveles de porcentaje de parasitismo, infestacion y nimero de
huevos registrados en la descendencia de nematodos expuestos a concentraciones de NaCl
(1600, 1800, y 2000 mg L' de NaCl) en la generacion F1 se muestran en la figura 2.
Corroborando que los nematodos que mostraron mejor adaptacion en esta generacion

fueron los descendientes de 1800 mg L™ de NaCl al presentar parasitismo de 32.1%.
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Figura 2: a) Parasitismo, b) infestacion y c¢) numero de huevos en la F1 de R. iyengari en
larvas de mosquito C. quinquefasciatus por concentracion salina.

5.22F2

En la F2 se obtuvo un total de 43 hembras con mayor tolerancia (Cuadro 3), de las cuales

18 fueron eliminadas porque pusieron pocos huevos. El mayor nimero de hembras con
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mayor tolerancia (18) correspondié a 1800 mg L™'de NaCl seguido de 15 hembras para la
concentracién salina 1600 mg L™ y finalmente 10 hembras para la concentracion 2000 mg
L. Resaltando una mayor cantidad de hembras para la salinidad 1800 resultado de un

mayor parasitismo en la F2.

Los valores de parasitismo total (100%) correspondieron a hembras obtenidas de
concentraciones salinas 1800 mg L'de NaCl (H1G, H1L, H2B, H2G y H3A) y las medias
de infestacion causadas por estas hembras fueron estadisticamente significativas con 1.2 a
1.8 nematodos por larva de mosquito parasitada en la F2. El numero de huevos

ovipositados no presento6 diferencias estadisticamente significativas.

Cuadro 3: Parametros bioldgicos de hembras R. iyengari con mayor tolerancia a NaCl en
la F2 en larvas C. quinquefasciatus.

Numero de
Salinidad NaCl Hembras (H) Parasitismo (%)  Infestacion huevos
(mg L)

Hi A 25.0e 1.4ab 464a

B 7.1e 1.0ab 423a

1600 B 5.7b 1.0ab 1057a
o C 100.0b 2.0ab 1055a

D 100.0b 1.0ab 1198a

E 100.0b 1.0ab 910a

i G 100.0a 1.0ab 931a

I 100.0a 1.0ab 1303a

B 100.0a 1.7a 2259a

1800 H2 G 100.0a 1.5a 10a
3 A 100.0c 1.2a 816a

B 28.5¢ 1.8a 316a

Hl D 48.2d 1.2ab 3665a

B 52.9¢ 1.5ab 2512a

C 26.6e 1.0ab 1091a

2000 H2 D 20.0e 1.5ab 1365a
E 14.2¢ 1.0ab 1498a

F 14.2¢ 1.0ab 2512a
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El parasitismo (88%) infestacion (1.3) y niimero de huevos (937) por concentraciones de
NaCl para la F2 se muestran en la Figura 3. Coincidiendo estadisticamente en que los
estados infectivos descendientes de 1800 mg L™ presentaron valores estadisticamente

significativos para los tres parametros biologicos evaluados.

Se observa nuevamente que los nematodos tolerantes de la concentracion salina 1800 mg L
" de NaCl en la generacion filial 2 fueron los mejor adaptados a la presion osmotica ejercida
reflejdndose en los niveles de parasitismo y en la cantidad de nematodos por larva de C.
quinquefasciatus parasitada. Sin embargo se observa una respuesta favorable de adaptacion
de los nematodos de la concentracion salina 2000 mg L™ | evidenciado en la presencia de
altas medias de infestacion superiores a las que presento la concentracion 1600 mg L™, asi

COmo una mayor oviposicion en esta generacion filial.
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Figura 3: a) Parasitismo, b) infestacion y ¢) numero de huevos en la F2 de R. iyengari e
larvas de mosquito C. quinquefasciatus por concentracion salina.
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5.23F3

En la F3 se present6 un total de 44 hembras tolerantes a la concentraciéon salina 2000 mg L°
! de NaCl pertenecientes a 1600, 1800 y 2000 mg L' de NaCl de las cuales 15 se
seleccionaron por una mayor cantidad de huevos ovipositados (Cuadro 4).
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Los porcentajes de parasitismo de las hembras H1I3 y H2D1 fueron estadisticamente
superiores (P>0.0319) respecto al resto de las hembras, evidenciando durante tres
generaciones consecutivas los estados infectivos descendientes de concentraciones salinas
1800 mg L™ continuaron siendo los mejor adaptados. Las medias de infestacion no obstante
que no hay diferencias estadisticamente significativa, se ubicaron en un rango de 1 a 4.3

nematodos preparasiticos por larva, siendo la mejor hembra la H2D4 con 4.3 nematodos.

La H2C4 fue la que presentd una alta oviposicion con 2327 huevos (Tukey P<0.0001),
seguido de la hembra 2000 mg L' H2B3 (1240) y H2D1 (1198) de concentracién salina

1600 mg L.

Cuadro 4: Parametros biologicos de hembras R. iyengari con mayor tolerancia a NaCl en la
F3 en larvas C. quinguefasciatus.

Numero de
Salinidad NaCl Hembras Parasitismo Infestacion huevos
(mg L") (H) (%)
C2 66.6ab 3.1a 920a
C (3 48.3ab 2.1a 1623a
C4 23.5ab 1.2a 2327a
1600 H2 D1 100.0a 1.0a 1198ab
D D2 70.0ab 2.1a 930ab
D4 27.0ab 4.3a 1064ab
E El 53.8ab 3.4a 180c¢
Hl1 | I3 80.0a 2.5a 820bc
H2 B Bl 36.3b 1.7a 285¢
1800 A Al 11.1b 1.0a 60c
H3 A4 50.0b 2.5a 398¢
B Bl 50.0ab 2.6a 229c¢
B1 17.1ab 2.6a 1179ab
2000 H2 B B3 47.3ab I.1a 1240ab
B8 54.9ab 1.3a 1119ab

El comportamiento de los valores de porcentaje de parasitismo, media de infestacion y

oviposicion en la F3 por niveles de salinidad se muestran en la figura 4. El tratamiento de la
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concentracién salina 1600 mg L™ sobresalié en la F3 en parasitismo, infestacion y numero
de huevos ovipositados en comparaciéon con las generaciones anteriores en donde la
concentracién 1800 mg L' de NaCl fue la que sobresalio, esto es resultado del proceso de

adaptacion de los estados infectivos a la salinidad.
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Figura 4: a) Parasitismo, b) infestacion y ¢) numero de huevos en la F3 de R. iyengari en
larvas de mosquito C. quinquefasciatus por concentracion salina.
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5.24F4

Un total de once lineas puras tolerantes a NaCl por seleccion continua a través de cuatro
generaciones consecutivas fueron obtenidas: 1600 (5), 1800 (3) y 2000 mg L™ (3) (Cuadro
5). La concentracion salina 1600 mg L™ de NaCl fue el que present6 una mayor cantidad de
hembras tolerantes (5) sin embargo, estas provienen de una sola hembra original (H2), a
diferencia de 1800 mg L' que las hembras tolerantes finales correspondieron a tres

diferentes hembras de origen.

Respecto a los parametros evaluados parasitismo, infestacion y numero de huevos
ovipositados, se present6 diferencias estadisticamente significativas en el parasitismo entre
las hembras puras obtenidas, sobresaliendo H1I3 con parasitismo total. Respecto a la
infestacion esta se presento de forma significativa (Tukey P>0.0502) para las hembras

H2C3 (3.0); H2C4 (2.2) y HII3 (1.5).

Cuadro 5: Parametros biologicos de hembras R. iyengari con mayor tolerancia a NaCl en la
F4 en larvas C. quinquefasciatus.

Salinidad NaCl Hembras Parasitismo Infestacion
(mg L") (H) (%)

C2 50.0ab 1.2ab

C C3 100.0ab 3.0a

1600 H2 C4 100.0ab 2.2a
D D1 94.7ab 1.5ab

D2 100.0ab 1.1ab

H1 I 13 100.0a 1.5ab

1800 H2 B Bl 60.0b 1.0b
H3 A A4 66.6b 1.3ab

B2 50.0b 1.5ab
2000 H2 B B3 57.1b 1.0ab
B8 79.3b 2.0ab
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Figura 5: a) Parasitismo, b) infestacion y c¢) numero de huevos en la F4 de R. iyengari en
larvas de mosquito C. quinquefasciatus por concentracion salina.

5.3 Capacidad infectiva de una linea pura F4 tolerante de R. iyengari

Los preparasiticos de la linea T10 (2000 mg L™ de NaCl) obtenidos de hembras de lineas
puras tolerantes (H2B2, H2B3 y H2B8) contra C. quinquefasciatus mostraron un aumento
en el porcentaje de parasitismo para niveles de salinidad de NaCl para 1600 (20%) y 1800
(5.2) y 2000 mg L™ (1.5) respecto a la poblacién susceptible, la media de infestacion de 7.2

incremento a 9.2.

Comparando la DLsy de la poblacion susceptible 1091 (1068.29-1114.69) y la linea pura
tolerante T10 con DLsy=1191 (1113-1263) estos se traslapan en sus limites fiduciales con
la poblacion susceptible (Figura 6), por lo tanto el ligero traslape de los limites fiduciales en
las DLsy indican que no hay una diferencia marcada en los limites de tolerancia; sin

embargo, se debe considerar que la metodologia del experimento con la poblacién
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susceptible fue diferente a la metodologia del experimento con la linea pura que fue
seleccionada por la tolerancia a concentraciones altas. Por lo tanto se seguira reproduciendo
la linea tolerante para que en seis meses, cuando se cuente con un cultivo de nematodos de
la linea tolerante se realicen experimentos con la poblacion susceptible bajo la cual se
necesitan por lo menos 20,000 nematodos preparasiticos y poder comparar las dos

poblaciones en condiciones uniformes.

Cuadro 6. Efecto de NaCl en la capacidad infectiva de R. iyengari contra larvas de
mosquito Culex quinquefasciatus

NacCl Parasitismo Infestacion

(mgL") (%)

Control 100.0a 9.12
200 100.0a 9.2¢
400 100.0a 7.3b
600 100.0a 5.6¢
800 100.0a 3.0d
1000 69.4b 2.3de
1200 38.8bc 1.5edf
1400 28.5¢ 1.6edf
1600 23.1cd 1.0ef
1800 8.3cd 1.0ef
2000 2.7cd 1.0ef

*Valores con la misma letra en la misma columna, no difieren estadisticamente (o = 0.05, p< 0.001)
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Figura 6: Representacion grafica de la inhibicion de NaCl en la capacidad infectiva de R.
ivenaari

En la figura 7 y 8 se presenta la tendencia de los porcentajes de parasitismo y medias de
infestacion de las once lineas puras de hembras tolerantes a salinidades de 1600, 1800 y
2000 mg L de NaCl en el transcurso de las cuatro generaciones. Mostrando el incremento
en los valores de parasitismo e infestacion de 1.2 a 62.13% y de 1.0 a 1.5 respectivamente
para el nivel de salinidad 1600 mg L'; 3.1 a 75.53% y de 1.0 a 1.2 para el tratamiento
salino de 1800 mg L™'; 3.1 a 88.94% de parasitismo y de 1.0 a 1.8 de infestacion para la

concentracion de salinidad 2000 mg L™
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Figura 7: Comportamiento del parasitismo por hembras puras tolerantes a NaCl de R.

iyengari en larvas de mosquito C. quinquefasciatus a través de cuatro
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Figura 8: Comportamiento de la infestacion por hembras puras tolerantes a NaCl de R.
iyengari en larvas de mosquito C. quinquefasciatus a través de cuatro
generaciones filiales.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Las concentraciones de salinidad mayores a 1091 mg L™ de NaCl tienen efectos adversos
en nematodos parasitos de larvas de mosquito R. iyengari al generar un estrés osmatico que
afecta en un 50% la capacidad infectiva y de sobrevivencia del nematodo reduciendo hasta

1.2% los niveles de parasitismo en laboratorio.

El rango optimo de la capacidad infectiva de R. iyengari en concentraciones salinas de
NaCl es de 200 mg L™ a 600 mg L™ registrando parasitismo total 100 % y medias de

infestacion de 7.2 a 5.8 nematodos por larva de C. quinquefasciatus parasitada.

La variacion de los niveles de parasitismo y medias de infestacion en las diferentes

generaciones, se atribuyen al proceso de seleccion al cual fueron sometidos los individuos.

El traslape de los limites fiduciales de la poblacién susceptible y F4 demuestras que las

poblaciones son iguales.

La oviposicion de las hembras no fue afectada por la exposicion a concentraciones altas de

NaCl.
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