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RESUMEN. Para cvaluar la capacidad infectiva de Romanomermis culicivorax Ross y Smith 1978 en criaderos naturales de larvas de
mosquitos. Aplicamos dosis de 500 y 1000 larvas infectivas (L,) de R. culicivorax por metro cuadrado de superficie, en ocho criaderos
naturales temporales (unidades experimentales) para determinar las posﬂ:ﬂ:dadcs de control de larvas de Anopheles albimanus
Wiedeman 1821 y Culex nigr ;pafpys Theobald 1901. Las dosis de 500 L, /m? causaron niveles de parasitismo significativamente
menores que las de 1000 L, /m?. En las unidades experimentales tratadas con 500 L,:m scregistraron rangos de parasitismo entre
86 v 89% en larvas de moqqmtos An. albimanus,y 72 a 73% en Cx nigripalpus. En los tratamientos de 1000 L, /m? los porcentajes de
parasitismo variaron de entre 93 a 100% en larvas de An. albimanus y en Cx nigripalpus €l parasitismo fue de 82%. Las poblaciones
de An. albimanus y Cx, nigripalpus fueron reducidas en los ocho criaderos, 4n. alhimanus resulté més susceptible que Cx. nigripalpus
a ser parasitada por los nematodos.
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ABSTRACT. To evaluate the infectivity capacity of Romanomermis culicivorax Ross and Smith 1978 in natural breeding sites of mosquito
larvae. We applied dosc of 500 and 1000 of infective larvae (L2) of R. culicivorax, per square meter of surface area in eight temporary
natural breeding sites (experimental units) to determine the possibilities of control Anopheles albimanus Wiedeman 1821 and Culex
nigripalpus Theobald 1901, Thc dose of 500 L, /m? caused level of parasitism significantly lowest that 1000 L, /m?. Inthe experimental
units treated with S00 L, /m* were rchatcn.d range of paramnsm between 86 and 89 % in mosquito larvae . An. albimanus, and 72 to
73 % in Cx nigripalpus. ‘In the treatments of 1000 szm the percentage of parasitism varied between 93 to 100 % in larvae of 4n.

albimanus and in Cx nigripalpus the parasitism was of 82 %. The population of An. albimanus and Cx. nigripalpus were reduced in
the cight breeding sites, An. albimanus result more susceptible than Cx. nigripalpus to be infected for the nematodes.

KEY WoRrDS. Biological control, Romanomermis culicivorax, Anopheles albimanus, Culex nigripalpus.

INTRODUCCION

Los insecticidas quimicos han constituido el méto-
do principal para el control de mosquitos vectores
de paludismo, dengue y virus del Nilo, salvando
millones de vidas humanas; sin embargo, su uso
excesivo e irracional ha causado problemas de
contaminacion del medio ambiente, intoxicacion
de personas expuestas y la aparicién de resistencia

de los mosquitos hacia los insecticidas quimicos.
El control biol6gico de mosquitos con nemétodos
pardsitos es una alternativa que permite dismi-
nuir los problemas asociados al uso excesivo de
los insecticidas quimicos. Con la aplicacién del
nemdtodo Diximermis peterseni Nickle 1974, en
criaderos naturales de larvas de Anopheles sp.,
el 88% de larvas fueron parasitadas (Petersen y
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Willis, 1974a). El nematodo mermitido Reesi-
mermis nielseni Tsai y Grundmann 1976, parasito
de larvas de mosquitos fue aplicado en criaderos
naturales para el control de poblaciones de larvas
de mosquitos (Petersen er al., 1972, 1973; Petersen
y Willis, 1972, 1974b; Hoy y Petersen, 1973, y
Mitchell et al., 1974). Los resultados de las prue-
bas demostraron que R. nielseni, es agente eficaz
para el control de varias especies de mosquitos en
criaderos naturales de poblaciones larvales. Segtn
los estudios realizados por Petersen 'y Willis (1972)
en 11 criaderos naturales tratados con R. nielseni,
encontraron parasitismo después de la aplicacion y
establecimiento del nematodo, reciclando mensual-
mente durante un afio. En estudios preliminares el
nemdtodo mermitido R. culicivorax, fue aplicado
en criaderos naturales de larvas de mosquitos
localizados cerca de la Provincia de la Habana,
Cuba, para el control de larvas de la especie An.
Albimanus. El rango de parasitismo fue de 76 a 97%
(Santamarina y Gonzdlez, 1991). Con aplicaciones
de R. culicivorax en dosis de 1000 L, por metro
cuadrado, se obtuvieron porcentajes de parasitismo
en larvas de mosquitos con rangos de 82 a 83%
en Cx. quinquefasciatus en dos criaderos, de 89 a
95% para An. albimanus en cuatro criaderos, y 78 a
80% en dos criaderos de Cx. atratus, Ps. confinnis
y Ur. sapphirina. Los resultados indicaron que R.
culicivorax tiene potencial como agente de control
biolégico de larvas de mosquitos en criaderos
naturales en Cuba (Santamarina y Pérez, 1997).
Durante los afios 1995-1996 se realizaron pruebas
de efectividad con el nematodo R. culicivorax,
en criaderos naturales de larvas de mosquitos
anofelinos localizados en el distrito de Pochutla,
Oaxaca, México drea endémica de paludismo. En
las aplicaciones de R. culicivorax, en criaderos
naturales de 10-30 metros cuadrados de superficie
con una dosis de 1000 nematodos preparasiticos
por metro cuadrado, se encontré un 84.75% de
parasitismo en larvas de mosquitos de la especie
An. pseudopunctipennis. Los resultados obtenidos

mostraron la alta susceptibilidad de los anofelinos
para el parasitismo del nemétodo, indicando que
puede ser una alternativa mas de combate al An.
pseudopunctipennis en esta region (Pérez, et al.,
1996). En el presente estudio con el objetivo de
determinar el efecto de la aplicacién del control
biolégico, aplicando neméatodos R. culicivorax en
criaderos de larvas de mosquitos que se forman en
el perfodo de lluvias en el parque Lenin, Habana,
Cuba, se determinaron los niveles de parasitismo
ocasionados con la aplicacion de R. culicivorax en
poblaciones naturales de larvas de mosquito An.
albimanus y Cx. nigripalpus.

MATERIALES Y METODOS

Evaluamos el control potencial de R. culicivorax
sobre larvas de mosquitos en ocho cuerpos de agua
(unidades experimentales) que por ser positivos a
la presencia de larvas de mosquitos, se denomi-
naron criaderos naturales, de 2, 3, 5, 9, 24, 30,
40 y 50 metros cuadrados de area y dos criaderos
testigos de 4 y 5 metros cuadrados, localizados
en el Parque Lenin, Ciudad de la Habana, Cuba.
En este parque de recreaciéon se forman nume-
rosos criaderos naturales de larvas de culicidos
en el periodo de lluvias de mayo a octubre. Para
el establecimiento del experimento se utilizé un
disefio experimental completamente aleatorio, se
aplicaron dos tratamientos que fueron las dosis de
500 y 1000 larvas infectivas del nemdtodo (L,,
que presentan un estilete para penetrar larvas de
mosquitos) por metro cuadrado de superficie. En
los cuatro primeros criaderos se aplicé la dosis de
500 L, por metro cuadrado y en los Gltimos cuatro
1000 L, por metro cuadrado.

Previamente a la aplicacién de nematodos, se rea-
1iz6 un muestreo pretratamiento de la densidad lar-
varia en los criaderos estudiados para determinar
antes de los tratamientos las densidades larvarias,
especies de mosquitos y estadios larvales presentes,
para ello se utiliz6 una red de colecta de 10 cm de
radio y 20 cm de profundidad, con un mango largo
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de un metro, colectando muestras cada dos metros
de superficie de criadero (Dubitsky, 1978). De
igual forma se determind la presencia de insectos
acuaticos que cominmente se encuentran en estos
habitats, se detectaron estados inmaduros del Or-
den Odonata Anax junius Drury 1773 e Ischnura
ramburii Klots 1932; estados inmaduros y adultos
del orden Hemiptera Belostoma apache Kirk 1908,
Pelocoris femoratus Barber, 1923 y Notonecta
indica Linnaeus 1771; estados adultos del Orden
Coleoptera Tropisternus lateralis (Fabricius).
Antes de la aplicaciéon de los nematodos fueron
registrados algunos pardmetros fisico-quimicos del
agua de los criaderos, tales como conductividad,
pH y temperatura que pueden afectar la efectividad
del nematodo. Para evaluar la capacidad infestiva
de R. culicivorax fueron usados ocho cultivos de
nematodos. Los cultivos fueron inundados con
agua destilada; cuatro horas mas tarde el agua fue
colectada en un vaso graduado con capacidad de
2000 mL y se determino el nimero de preparasiti-
cos existentes en la cantidad de volumen de agua,
mediante el método de dilucion volumétrica (Peter-
sen 'y Willis, 1972). Se calculd un total de 210,000
nematodos preparasiticos en los cultivos utilizados,
se aplicaron 143,000 nemétodos preparasiticos para
los tratamientos. En los criaderos 1, 2, 3 y 4 se
aplicaron 15, 000, 2,500, 1,000 y 1,500 nematodos
preparasiticos respectivamente, en la aplicacién de
la dosis de 500 nematodos por metro cuadrado. En
los criaderos 5, 6, 7y 8 se aplicaron 9,000, 24,000,
40,000 y 50,000 nematodos respectivamente para
la dosis de aplicacién de 1,000 nematodos por
metro cuadrado. Los nematodos preparasiticos se
aplicaron con un aspersor manual de aire compro-
mido, con capacidad de 5 litros (Holder-planta 5,
Gebr. Holder, Alemana) a una presion de 2 atmds-
feras. Para evaluar la efectividad del biolarvicida,
a las 72 horas después del tratamiento, se colectd
una muestra de larvas de mosquitos (200 larvas
por criadero), usando la red para capturar larvas y
se llevaron al laboratorio en un recipiente de 1500
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mL para ser disectadas utilizando un microscopio
cstereoscopio y verificar la infestacion del nema-
todo (Levy y Miller, 1977). Se calculé la media de
infestacion (nimero de nemétodos en el interior de
una larva) y el porcentaje de larvas parasitadas. La
densidad larvaria de An. albimanus y Cx. nigripal-
pus se estimo otra vez a los 8 dias después de la
aplicacion, para determinar la capacidad infestiva
de R. culicivorax.

Los datos obtenidos no presentaron distribucion
normal y fueron transformados a log (x+1). Se
utiliz6 un Anélisis de Varianza (ANOVA) para
comparar las medias de infestacion obtenidas
en las dos especies, en cada dosis y una prueba
Tukey (p<0.05) de comparacion de medias para
establecer la diferencia de susceptibilidad entre
las dos especies estudiadas. Adicionalmente, se
determiné el efecto de las dosis (500 y 1000 L))
con una prueba “t” p< 0.05.

RESULTADOS

En el Cuadro 1, se muestran los valores de dife-
rentes pardmetros fisico-quimicos del agua de los
criaderos evaluados. En el Cuadro 2, se presentan
los datos de la densidad larvaria antes y después
de la aplicacién de R. culicivorax en los criaderos
naturales evaluados.

Con las aplicaciones de R. culicivorax en dosis de
500 nemdtodos preparasiticos por metro cuadrado,
en el criadero 1, en An. albimanus se obtuvo una
media de infestacion de 2.5 nemétodos por larvay
86% de parasitismo. En el criadero 2 en la misma
especie se obtuvo una media de infestacion de 2.3
nemdtodos por larva y 88% de parasitismo. En el
criadero 3 en An. albimanus y Cx. nigripalpus se
obtuvo una media de infestacion de 2.4, 89% y 1.7
con 73% de parasitismo respectivamente, finalmen-
te en el criadero 4 en Cx. nigripalpus se registro
una media de infestacién de 1.8 nemétodos por
larva y 72% de parasitismo. Con la aplicacion de
R. culicivorax a dosis de 1000 nematodos prepara-
siticos por metro cuadrado en el criadero S, en An.
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Cuadro 1.

Valores de parametros fisico-quimicos en ocho criaderos de larvas de mosquitos tratados con R. culicivorax
en criaderos de larvas de mosquitos en el Parque Lenin, Habana, Cuba.

Criadero Caracteristicas pH Conductividad Oxigeno Temperatura
; (ms/cm) (mg/1) (°C)
1 Agua limpia 6.2 210 gl 30
escasa vegetacion
2 Agua limpia 6.3 214 7.2 31
escasa vegetacion
3 Agua limpia 6.3 199 7.3 28
escasa vegetacion
4 Agua limpia 6.4 204 7.1 29
cscasa vegetacion
Testigo Agua limpia 6.2 218 T2 32
escasa vegetacion
5 Agua limpia 6.2 220 7.1 31
mediana vegetacion
6 Agua limpia 6.3 210 7.2 30
mediana vegetacion
7 Agua limpia 6.2 220 7.1 29
mediana vegetacion
8 Agua limpia 6.4 230 7.2 29
mediana vegetacion
Testigo Agua limpia 6.3 225 7.2 30

escasa vegetacion

albimanus se obtuvo una media de infestacion de
4.0 nematodos por larva y 98 % de parasitismo. En
el criadero 6 en An. albimanus y Cx. nigripalpus
se obtuvo una media de infestacién de 4.1 'y 100%,
2.2 y 82% de parasitismo respectivamente. En el
criadero 7 en An. albimanus se encontr6 una media
de infestacion de 4.2 nematodos por larvay 100%
de parasitismo y en el criadero 8 una media de
infestacion de 3.9 y 93% de parasitismo en larvas
de An. albimanus (Cuadro 3). La comparacién de
Jas dos especies de mosquitos en ambas dosis (500
y 1000 neméatodos preparasiticos) con un analisis
de varianza mostr6 diferencia significativa (F=
384.1; p< 0.01) en la dosis de 500 y (F= 425.3 p<
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0.01) en la dosis de 1000. La prueba de Tukey de
rango multiple (p< 0.05) mostr6 que la susceptibi-
lidad de las especies de mosquitos difieren una de
la otra. Ademés, con la prueba “t” aplicada a los
valores de las medias de infestacion, se determind
que los mayores niveles de infestacion ocurrieron
con la dosis de 1000 preparasiticos por metro cua-
drado. El parasitismo fue bajo con la dosis de 500
nematodos preparasiticos. Estos datos indicaron
diferencias en los niveles de susceptibilidad entre
Cx. nigripalpus y An. albimanus al parasitismo
de R. culicivorax.

La poblacién de larvas de mosquito posterior
a los tratamientos en los criaderos evaluados fue
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Cuadro 2.

- . ; 72 . i - o .
Densidad larvaria (larvas/m?) de larvas de mosquitos, antes y después de la aplicacion de R. culicivorax
en criaderos de larvas de mosquitos.

Criadero Area Especies Densidad Estadio Densidad
larvaria larvario larvaria
pretratamiento postratamiento
(larvas/m?) (larvas/m?)
| 30 An. albimanus 420 -1V 81
2 5 An. albimanus 270 -1V 56
2 An. albimanus 101 72 -1V 15.Z1
Cx. nigripalpus
4 3 Cx. nigripalpus 82 I-1v 29
Testigo 4 An. albimanus 71 -1V 79
5 9 An. albimanus 161 I-1V 14
6 24 An. albimanus 140 122 [-1V 1227
Cx. nigripalpus
7 40 An. albimanus 510 -1V 16
8 50 An. albimanus 580 -1V 14
Testigo =) An. albimanus 131 1-1V 142
Cuadro 3.

Media de infestacién y porcentaje de parasitismo de R. culicivorax en larvas de mosquitos An. albimanus y Cx. nigripalpus.

Criadero Especies Dosis Porcentaje de Media
(nematodos Ll;’mz] paragitismo de infestacion
1 An. albimanus 500 86 25
2 An. albimanus 500 88 2.3
3 An. albimanus Cx. 500 89 73 2417
nigripalpus
4 Cx. nigripalpus 500 72 1.8
Testigo An. albimanus = = .
5 An. albimanus 1,000 o8 4.0
6 An. albimanus Cx. 1,000 100 82 4.12.2
nigripalpus
7 An. albimanus 1,000 100 4.2
8 An. albimanus 1,000 93 3.9
Testigo An. albimanus - - -
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estimada a los ocho dias después de la aplicacion
de nemétodos, observando en los en los criaderos
testigos un incremento de las densidades larvales
y una clara reduccién poblacional de larvas en los
criaderos tratados con nematodos (Cuadro 2).

DISCUSION

La aplicacién del nemétodo R. culicivorax a dosis
de 500 y 1000 neméatodos preparasiticos por metro
cuadrado, mostré que An. albimanus fue dos veces
més susceptible al parasitismo que Cx. nigripalpus,
resultado que se atribuye a la conducta tipica de
los anofelinos que se alimentan en la superficie
del agua, que para respirar adoptan una posicion
paralela al plano superficial del agua, debido a que
carecen de sifon respiratorio, conducta que los hace
mas vulnerable al ataque de los nemdtodos que
tienen el habito de vivir en la superficie del agua,
a diferencia de mosquitos de los géneros Culexy
Aedes que respiran en la superficie del agua por
medio de un sifon respiratorio, adoptando una posi-
cién oblicua a la superficie del agua y se alimentan
del sustrato en el fondo de los criaderos (Pérez et
al., 2004). Kerwin y Washino (1985) reportaron
altos indices de infestacién por R. culicivorax,
en larvas de mosquitos del género Anopheles y la
capacidad de establecimiento y reciclaje después de
su introduccion en campos de arroz en California,
U.S.A. Aunque la especie An. albimanus resulto
que puede ser mds susceptible a la infestacion
de nematodos preparasiticos, en la especie Cx.
nigripalpus fue comprobada su susceptibilidad al
parasitismo. Segin Rojas et al. (1987), una reduc-
cién de la prevalencia de paludismo fue obtenida
con la aplicacion del nematodo R. culicivorax para
el control de mosquitos Anopheles en Colombia.
El parésito se establecié en los criaderos y reciclo
mensualmente durante 27 meses. Levy y Miller
(1977) mostraron que reducciones marcadas de las
poblaciones de larvas de mosquitos fueron obser-
vadas cuando el mermitido R. culicivorax fue apli-
cado en criaderos naturales para cl control de Cx.
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nigripalpus, Psorophora columbiae Oyar y Knab
1891 y otras especies. El resultado de la aplicacion
de 9 x 10° nemdtodos preparasiticos indicaron que
el 96.5 % de larvas de I-IV estadio de desarrollo
de estas especies de mosquitos fueron parasitadas.
La mayor incidencia de parasitismo tuvo lugar en
los estadios més jovenes (I-1T estadios) en las es-
pecies de An. albimanus 'y Cx. nigripalpus, estos
fueron mds susceptibles a ser parasitadas por los
nematodos preparasiticos que los III-IV estadios
(Petersen y Willis, 1975). Esto puede ser explicado
por el poco desarrollo alcanzado de la pared cu-
ticular de las larvas de mosquitos en el primer y
segundo estadio. La escasa formacién de quitina en
la pared cuticular de las larvas, hace que facilmente
pueda ser penetrada por el estilete de los nematodos
preparasiticos (Santamarina, 1994). Las medias de
infestacion y el porcentaje de parasitismo fueron
mds altos cuando la dosis se incrementé de 500 a
1000 nemdtodos preparasiticos. La comparacion de
las poblaciones larvales antes y despu€s de la apli-
cacién de los nemdatodos en los criaderos tratados,
mostré la efectividad del biolarvicida. Incrementos
pequefios fueron observados en las poblaciones lar-
vales de los criaderos testigos, debido al continuo
eclosionamiento de los huevecillos de mosquitos.
Los valores de los pardmetros fisico-quimicos
no causaron efectos adversos sobre la capacidad
infestiva de los nematodos preparasiticos.

Los resultados obtenidos muestran que R. culici-
vorax puede constituirse en un agente efectivo de
control bioldgico, como alternativa para el combate
de las larvas de mosquitos de An. albimanus'y Cx.
nigripalpus en el “Parque Lenin”, Habana, Cuba.

CONCLUSIONES

El parasitismo de R. culicivorax fue mas alto en
larvas de mosquitos An. albimanus que en larvas
de Cx. nigripalpus. Con las dosis de aplicacién de
500 y 1000 nemdtodos por metro cuadrado, los
niveles més altos de parasitismo fueron observados
en la dosis de 1000 nemdtodos por metro cuadra-
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do. La aplicacion de R. culicivorax disminuyd las
poblaciones naturales de larvas de mosquitos de
An. albimanus y Cx. nigripalpus en ocho criaderos
naturales.
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