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Abstract: Effect of water quality in mosquito breeding sites on the pathogenicity and infectivity of zoo-
spores from the fungus Leptolegnia chapmanii (Straminipila: Peronosporomycetes). The fungus Leptolegnia
chapmanii is highly pathogenic to mosquito larvae in Argentina. We studied if physical and chemical charac-
teristics of the water from mosquito breeding sites affect pathogenicity, and the infectivity of zoospores of L.
chapmanii. Water samples were taken from pools filled by rains, urban ditches with domestic waste water, pools
filled by overflow from Rio de la Plata, and flower vases from the Cemetery of La Plata city. Sub-samples of
water were analyzed for physical and chemical characteristics, while other sub-samples were used for labora-
tory bioassays. Containers with 150 ml of water samples, 25 Aedes aegypti larvae, and 2.8 x 10° zoospores of
L. chapmanii, were incubated under controlled environment, and larval mortality was recorded after 48 h. There
were highly significant differences among mortalities in water from cemetery vases (70.2%), rain pools water
(99.5%), and pools with water from Rio de la Plata (95%). There were no significant differences among larval
mortalities in water from ditches, rain pools and Rio de la Plata pools. Leptolegnia chapmanii was successful as
a biological control agent in all kinds of tested water qualities, producing high larval mortality. Rev. Biol. Trop.
57 (1-2): 371-380. Epub 2009 June 30.
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En el Neotropico, y particularmente en
Argentina, la informacion sobre hongos patd-
genos de culicidos es escasa y fragmentaria
(Garcia y Lopez 1989, Lopez y Garcia 1997).
Si bien existe un gran niimero de hongos acua-
ticos parasitos y patdgenos de plantas y ani-
males, solo la especie Lagenidium giganteum
(Couch) ha sido ampliamente estudiada durante
el transcurso de las dos ultimas décadas y en la
actualidad se la considera un importante agente
de control bioldgico de larvas de mosquitos
(Umphlett y Huang 1972, OMS 1979, Lacey y
Lacey 1990, Scholte et al. 2004, Kerwin 2007).
Otro importante hongo' entomopatégeno de

esta clase es Leptolegnia chapmanii Seymour
(Seymour 1977), el cual ha sido aislado de
larvas de varias especies de culicidos. Muchos
autores han coincidido en adjudicar a L. chap-
manii caracteristicas que le dan potencialidad

1. Los autores reconocen que actualmente todos los taxa
pertenecientes a los Oomycetes (hongos acuaticos
inferiores) estan actualmente ubicados dentro del
reino Chromista (=Straminipila) (Adl et al. 2005)
y han sido excluidas del grupo de los verdaderos
hongos. No obstante, debido a que L. chapmanii ha
sido considerado histéricamente un hongo hasta hace
pocos afios, en el presente trabajo se lo considera
como tal para los fines practicos.

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 57 (1-2): 371-380, March-June 2009 371



para actuar como agente de control bioldgico
(Mc Innis y Zattau 1982, Seymour 1984, Lord
y Fukuda 1988, Fukuda et al. 1997), como la
alta mortalidad generada en organismos blanco
y la especificidad de hospedadores entre otras.

El ciclo de vida de L. chapmanii comien-
za con la liberacion de zoosporas moviles
(fase asexual), las cuales se unen por qui-
miotactismo a la cuticula larval, se enquistan,
y por mediacion de factores mecanicos y
enzimaticos, penetra el cuerpo de la larva,
crece rapidamente en su interior invadiendo
los distintos 6rganos y tejidos, y ocasiona su
muerte. Posteriormente L. chapmanii emerge
del cadaver para generar mas zoosporas, las
cuales pueden infectar nuevas larvas. En la
fase sexual del ciclo se producen estructuras
de resistencia (oosporas) que pueden perma-
necer inactivas en el ambiente cuando las con-
diciones se vuelven desfavorables, pudiendo
germinar y originar nuevas zoosporas infec-
tivas cuando las condiciones del entorno son
favorables (Zattau y Mc Innis 1987).

Lopez Lastra et al. (1999) registraron la
presencia de L. chapmanii parasitando lar-
vas de Ochlerotatus albifasciatus (Macquart)
en los alrededores de la ciudad de La Plata
(Buenos Aires, Argentina), constituyendo este
hallazgo el cuarto aislamiento en el mundo y
el primero en el Neotropico de este patoge-
no. La distribucion mundial conocida de esta
especie se reduce a localidades de Carolina del
Sur, Florida y Ohio en Estados Unidos (Mc
Innis y Zattau 1982, Seymour 1984, Lord y
Fukuda 1988, Fukuda et al. 1997). Dick et al.
(1999) determinaron que los aislamientos de
L. chapmanii de Florida, Estados Unidos, y
de la Argentina constituyen un grupo monofi-
lético basandose en secuencias de nucleotidos
del 18 S ADNr. Este aislamiento nativo de L.
chapmanii (ARSEF 5499-CEP 010) present6
un amplio espectro de hospedadores culicidos
susceptibles, resultando no patogénico para
la mayoria de los invertebrados “no blanco”
y los vertebrados acuaticos evaluados en el
laboratorio (Lopez et al. 2004), como asi tam-
bién quedd demostrado en pruebas de labora-
torio la amplia tolerancia de las zoosporas del

aislamiento nativo a una serie de factores bio-
ticos y abioticos (Pelizza ef al. 2007a, 2007b).
Investigaciones adicionales fueron llevadas a
cabo para determinar la produccion, supervi-
vencia ¢ infectividad de las zoosporas de este
aislamiento de L. chapmanii para entender los
pardmetros que regulan la presencia de epi-
zootias en condiciones naturales (Pelizza et al.
2008). Estos trabajos se realizaron utilizando
como hospedador al mosquito del dengue,
Aedes aegypti (L.). Los estudios de virulencia
y patogenicidad en entomopatégenos no se
limitan al nivel especifico, sino que adquieren
relevancia las diferencias que presentan los
aislamientos de un patégeno, ya sea a partir de
hospedadores, localidades o ambientes distin-
tos. Hasta el presente, la informacion relativa
a este nuevo aislamiento de L. chapmanii se
reduce a su hallazgo (Lopez et al. 1999), sus
relaciones filogenéticas y evolutivas con otros
miembros del mismo género o grupo superior
(Dick et al. 1999) y un estudio sobre el espectro
de hospedadores susceptibles y el efecto sobre
la fauna asociada a los criaderos de culicidos
(Lopez et al. 2004).

El aislamiento nativo de L. chapmanii tole-
r6 una amplia gama de temperatura, pH y sali-
nidad en condiciones controladas (Pelizza et al.
2007b). En condiciones de campo, la influencia
de las variables fisico-quimicas del agua de los
criaderos de culicidos sobre la viabilidad de L.
chapmanii es desconocida.

Complementando la investigacion sobre el
aislamiento nativo de L. chapmanii, se realizd
un estudio en condiciones de laboratorio con
el objetivo de determinar si las caracteristicas
fisico-quimicas del agua de los ambientes
donde se desarrollan algunos de los culicidos
de mayor importancia sanitaria, afectan la
patogenicidad ¢ infectividad de las zoosporas
de L. chapmanii.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de agua de ambientes
de cria de larvas de culicidos en los alrededores
de la ciudad de La Plata. Los ambientes exami-
nados fueron: 1) charco temporario inundado
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por lluvias (en adelante, agua de lluvia); 2)
zanja de desagiie pluvial y domiciliario en el
casco urbano de la ciudad (en adelante, agua
de zanja); 3) desbordes de agua del Rio de La
Plata que inundan ambientes temporarios en la
Reserva Provincial de Punta Lara, Ensenada,
Provincia de Buenos Aires (en adelante, agua
de rio); y 4) agua de recipientes artificiales (flo-
reros de cemento) del Cementerio Municipal
de La Plata (en adelante, agua de floreros). En
cada ambiente se tomaron muestras de cuatro
litros en recipientes plasticos. Un litro de agua
proveniente de cada ambiente fue analiza-
do en un laboratorio especializado acreditado
por la Secretaria de Politica Ambiental de la
Provincia de Buenos Aires para cuantificar sus
parametros fisicos, quimicos y biologicos. Los
restantes tres litros fueron filtrados a través de
papel de filtro Watman® N° 5 y utilizados para
realizar los ensayos de patogenicidad y tole-
rancia de las zoosporas de L. chapmanii a los
distintos tipos de agua.

Para estos ensayos se utilizaron recipientes
plasticos de 46 cm? de superficie y 200 ml de
capacidad, en los cuales se colocaron 150 ml de
uno de los cuatro tipos de ambientes muestrea-
dos, 25 larvas sanas de 4. aegypti de IV estadio
y 2.8 x 10° zoosporas/ml de L. chapmanii.
Los recipientes fueron mantenidos a 25 °C y
fotoperiodo de 12-12 h (luz-oscuridad) en una
incubadora. Se utilizaron tres recipientes y un
control (tratado de igual forma que el resto pero
sin la incorporacion del indculo fungico) para
cada tipo de agua. Tres repeticiones del ensayo
fueron llevados a cabo en distintas fechas (N=
48). La mortalidad larval fue registrada a las 48
horas de iniciado el ensayo.

Analisis estadistico: Se aplico un ana-
lisis de Componentes Principales (Johnson y
Wichern 1992), en el cual las variables ori-
ginales fueron las propiedades quimicas del
agua, y las observaciones, las muestras de
agua de cuatro procedencias diferentes (Iluvia,
zanja, rio y floreros). Para eliminar el sesgo de

interpretaciones causadas por diferentes escalas
de medicion, se estandarizaron los datos segiin

donde x; es la variable j-ésima, X es la media
de la variable j-€sima en la muestra, y S, es el
desvio de la variable j-ésima en la muestra. Se
utilizaron sélo las propiedades métricas de las
observaciones. Solo los autovalores > 1 fueron
retenidos para los analisis de Componentes
Principales. En el andlisis se trabajé con la
matriz de correlaciones, por lo tanto, para
medir la asociacion entre las variables origina-
les, X,, y los CP, Y, se utilizé el coeficiente de
correlacion entre ambos, dada por:

ekj\/)Tj
\S,

donde ey, s el coeficiente del autovector estan-
darizado, 7\.j es el autovalor j-€simo, y S, es la
varianza de la variable k-ésima. Para analizar
relaciones conjuntas entre observaciones y
variables (tipos de aguas y propiedades quimi-
cas, respectivamente) se construyeron graficos
biplots (Gabriel 1971) a partir del analisis de
Componentes Principales sobre la matriz de
correlaciones, y un dendrograma utilizando el
método de agrupamiento de encadenamien-
to promedio (average linkage) y calculando
la distancia euclidea como distancia entre
conglomerados. El analisis de Componentes
Principales se realiz6 usando InfoStat version
2007 (InfoStat 2001).

Para establecer la incidencia de las propie-
dades quimicas del agua en la mortalidad lar-
val, se realizé un andlisis de la variancia bajo la
hipotesis de nulidad de que la mortalidad larval
no difirio entre los cuatro tipos de agua, segui-
do de un test a posteriori de Duncan (p<0.05).

r (Yj, X)) =
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RESULTADOS

Las caracteristicas fisico-quimicas del
agua utilizada en los ensayos, obtenida de
los ambientes donde se desarrollan culicidos
de importancia sanitaria, se mencionan en el
Cuadro 1.

El porcentaje mas elevado de mortalidad
en las larvas fue 99.53 % + 0.13 (media + DE)
a las 48 horas de iniciado el ensayo en agua
de lluvia, mientras que el porcentaje menor
fue 70.2 % + 1.25, correspondiente a agua de
floreros (Fig. 1).

El primer componente en el analisis de
componentes principales explico el 66% de la
variabilidad total del modelo, el segundo, el
20%, y el tercer el 13% (Cuadro 2). Las varia-
bles con un alto grado de correlacion con el

primer componente principal (CP1) fueron pH,
conductividad, dureza, alcalinidad, magnesio,
sodio, bicarbonatos, cloruros, sulfatos, fluoru-
ros, arsénico y amonio. Este CP1 separo las
aguas de lluvia y de rio, con bajos contenidos
de las variables citadas anteriormente, de las
aguas de floreros y de zanja, con altos conte-
nidos de las mismas. Las variables con alto
grado de correlacion con el segundo compo-
nente principal (CP2) fueron: turbiedad, color,
potasio y nitritos. El CP2 indicé que valores
altos de turbiedad, color y potasio, y bajos de
nitritos, correspondieron a agua de floreros.
Valores bajos de turbiedad, color y potasio
y altos en nitritos correspondieron a agua de
rio y de zanja. El tercer componente principal
(CP3) se correlaciono con los valores de calcio.
Otras variables se correlacionaron con valores

CUADRO 1
Analisis fisico-quimico del agua de ambientes de criadero de mosquitos

TABLE 1
Physical and chemical characteristics of water from mosquito breeding sites

Parametros Resultados Unidades
Agua de lluvia Agua de rio Agua de zanja  Agua de floreros
pH 7.8 7.2 7.9 7.8 U de pH
Conductividad 247 236 1021 552 wmhos/cm
Turbiedad 4.8 <3 <3 7.8 NTU
Color 11.2 6.8 6.4 10.7 U de color CO-Pt
Dureza 53 86 128 116 mg de CaCo,/1
Alcalinidad total 90 104 485 253 mg de CaCo,/l
Calcio 12 26 32 32 mg/l
Magnesio 5 5 12 9 mg/l
Sodio 28 13 199 33 mg/l
Potasio 12 10 14 85 mg/1
Carbonatos No contiene No contiene No contiene No contiene mg/l
Bicarbonatos 109 127 591 309 mg/1
Cloruros 25 14 57 28 mg/l
Sulfatos 6 4 16 7 mg/1
Nitratos <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 mg/l
Nitritos 0.007 0.124 0.188 0.014 mg/l
Fluoruros 0.59 0.31 0.70 0.47 mg/1
Arsénico <0.003 <0.003 0.007 <0.003 mg/l
Amonio 1.1 0.8 6.1 33 mg/1

374 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 57 (1-2): 371-380, March-June 2009



CUADRO 2
Autovalores en el Analisis de componentes principales y su contribucion a la variacion total del modelo

TABLE 2
Eigenvalues in the Principal Components Analysis and its contribution to overall variation of the model

Autovalor N° Valor
1 11.25
2 3.48
3 2.27
100 4

90 4

% mortalidad larval

Proporcion de la variacion total

ab
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Fig. 1. Promedio (+ DE) de la mortalidad de larvas de dedes aegypti por Leptolegnia chapmanii en agua procedente de
cuatro ambientes de desarrollo de culicidos: floreros de cementerio, zanjas de desagiie domiciliario, charcas con agua del
rio de la Plata, y charcas con agua de lluvia. Letras distintas indican diferencias significativas determinadas por el test de

Duncan (p= 0.05).

altos con el CP3, aunque en estos casos las
correlaciones siempre fueron menores que con
CP1 o CP2. EIl CP3 mostré que valores altos
de calcio se asociaron a agua de rio, floreros y
zanja (Cuadro 3 y Fig. 2). El dendrograma (Fig.
3) obtenido por medio del analisis de conglo-
merados, confirmé el andlisis descriptivo de
CP. En ¢l se observd que el agua de rio y de
lluvia fueron similares en cuanto a sus propie-
dades quimicas y conforman un nucleo. El agua
de floreros posey6 propiedades comunes con
las anteriores, y el agua de zanja se separ6 de
las anteriores por su disimilitud. En resumen,
de acuerdo a las propiedades quimicas de las

muestras de agua analizadas, el agua de lluvia
y de rio resultaron similares, excepto por el
contenido del calcio. El agua de lluvia y de rio
difirieron del agua de florero y de zanja, esta
ultima con valores opuestos al resto de los tipos
de agua en la mayoria de los casos.

El analisis de varianza evidencio diferen-
cias altamente significativas (F = 5.74; 3, 32
g.l.; p=0.0029) entre las medias de mortalidad
larval producida a las 48 horas en cada tipo de
agua. Se observaron diferencias significativas
(p = 0.05) entre el porcentaje de mortalidad
producido en agua de floreros con la de rio
y la de lluvia; no presentando diferencias
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CUADRO 3
Coeficientes de correlacion entre las variables en el andlisis de agua de floreros, lluvia, rio y zanja,
y los componentes principales 1, 2y 3 (CP1, CP2y CP3)

TABLE 3
Correlation coefficients among variables for water analysis from vases, rain, river and ditches,
and Principal Components 1, 2 and 3 (CP1, CP2 and CP3)

Variables CP1
pH 0.57
Conductividad 0.99
Turbiedad -0.23
Color -0.52
Dureza 0.81
Alcalinidad 0.99
Calcio 0.64
Magnesio 0.96
Sodio 0.97
Potasio 0.003
Bicarbonato 0.99
Cloruros 0.96
Sulfatos 0.98
Nitratos 0.00
Nitritos 0.68
Fluoruros 0.70
Arsenico 0.96
Amonio 0.98

significativas entre éstos dos ultimos tipos de
aguas (p> 0.05). Con respecto al agua de zanja,
el porcentaje de mortalidad presenta un valor
intermedio entre la producida en el agua de
florero con la de rio y lluvia.

DISCUSION

El efecto de la calidad del agua de los cria-
deros de mosquitos, medida por medio de sus
caracteristicas fisico-quimicas, sobre la infec-
tividad de las zoosporas de L. chapmanii fue
investigado en este estudio. Los cuatro tipos
de agua evaluados correspondieron a criaderos
donde se desarrollan culicidos importantes
desde el punto de vista sanitario en el mundo y
en amplias areas de la Argentina. Estas especies

CP2 CP3
0.64 -0.52
0.11 0.03
0.95 0.19
0.78 -0.36
0.18 0.56
0.09 0.07
0.12 0.76
0.25 0.13
-0.15 -0.19
0.87 0.49
0.09 0.07
0.07 -0.26
-0.02 -0.20
0.00 0.00
-0.70 0.21
0.21 -0.68
-0.25 -0.16
0.18 0.03

son A. aegypti, Culex pipiens L.y O. albifas-
ciatus. Las larvas de Aedes aegypti, el mosqui-
to vector de dengue en América, se desarrollan
en recipientes artificiales tales como cubiertas
de automéviles que acumulan agua de lluvia,
floreros en cementerios y otros recipientes
artificiales. Culex pipiens, el mosquito de los
domicilios, habita frecuentemente ambientes
urbanos, criando en recipientes similares a los
mencionados para 4. aegypti, y en zanjas de
desagiie con elevados niveles de materia orga-
nica y, en ocasiones, productos de uso domici-
liario o industrial como lavandina, detergente
y jaboén. Ochlerotatus albifasciatus, conocido
como el mosquito de las inundaciones, es una
especie que produce molestias a los habitantes
y animales domésticos en la Argentina, y es
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Fig. 2. Los dos primeros componentes principales resultantes del analisis de distintos tipos de aguas y sus propiedades.
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Fig. 3. Dendrograma de distancias euclideas entre las muestras de agua de floreros de cementerio, zanjas de desagiiec domi-
ciliario, charcas con agua procedente del rio de la Plata, y charcas con agua de lluvia, basado en el método de ligamiento

promedio.

vector de algunas arbovirosis (Calisher et al.
1985). Los adultos emergen de 6 a 16 dias
en promedio, después de la inundacion de los
ambientes deprimidos donde las hembras colo-
caron los huevos (Campos y Sy 2003)). El agua
que provoca la inundacién de los ambientes de
O. albifasciatus proviene generalmente de Ilu-
vias intensas o prolongadas o de los desbordes
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de arroyos en el area platense cuando el Rio
de La Plata incrementa sensiblemente su nivel,
generalmente por accion del viento intenso de
direccion sudeste.

El aislamiento nativo de L. chapmanii tuvo
un comportamiento exitoso en los cuatro tipos
de agua evaluados, produciendo elevados nive-
les de mortalidad larval independientemente
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del tipo y caracteristicas del agua evaluadas.
Las diferencias observadas en la mortalidad
larval por L. chapmanii entre los cuatro tipos
de agua evaluados resultaron poco conspicuas
si se comparan con la mortalidad producida
por L. giganteum inoculado en lagunas expe-
rimentales, que infectd casi exclusivamente
larvas mantenidas con agua clara y libre de
materia orgdnica en el tratamiento control.
Lagenidium giganteum infectdé entre el 27 y
100 % de las larvas de Culex quinquefasciatus
(Say) desarrollandose en agua con bajos nive-
les de contaminacion y materia organica, mien-
tras que no registraron infecciones en agua con
niveles moderados a altos de contaminacion
y materia organica (Jaronski y Axtell 1982).
Algunas caracteristicas de aguas contaminadas,
como los niveles bajos de oxigeno disuelto,
pH extremo y gran niimero de otros microor-
ganismos presentes en el agua hacen que la
infectividad y efectividad de las zoosporas de
L. giganteum sea escasa o nula (Lord y Roberts
1985). También la temperatura elevada del
agua y los altos niveles de contaminacion orga-
nica pueden limitar la infeccion de mosquitos
por L. giganteum (Fetter-Lasko y Washino
1978, Hallmon ez al. 2000, Kerwin 2007). Sin
embargo L. giganteum actud con efectividad
como control de larvas de Anopheles nigroma-
culis (Ludlow) en pasturas y de Culex tarsalis
(Coquillet) en campos de arroz (Washino et al.
1976, Christensen et al. 1977).

Los resultados de este estudio permiten
concluir que el aislamiento neotropical de L.
chapmanii fue patogénico y virulento dentro de
una amplia escala de contenido de materia orga-
nica y de contaminantes del agua. La mortalidad
larval generada por zoosporas de L. chapmanii
se vio poco afectada por las condiciones locales
del agua en ambientes naturales y artificiales
donde crian los culicidos. Consecuentemente,
ello posibilitaria su aplicacién a campo en una
gran variedad de criaderos.
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RESUMEN

Leptolegnia chapmanii es un potente patogeno de
larvas de mosquitos. El objetivo del trabajo fue determinar
si las caracteristicas fisico-quimicas del agua de criaderos
de culicidos de importancia sanitaria a nivel mundial afec-
tan la patogenicidad e infectividad de las zoosporas de L.
chapmanii. Se tomaron muestras de cuatro tipos de agua
en Argentina: de lluvia, de zanja, del Rio de La Plata, y
de floreros del cementerio local. A una parte del agua se
le realizaron estudios fisicos-quimicos, y otra parte fue
utilizada en ensayos. Se colocod 150 ml de cada muestra en
recipientes plasticos, con 25 larvas sanas de Aedes aegypti
y 2.8 x 10° zoosporas de L. chapmanii. Fueron incubadas a
25 °Cy 12-12 (L-O). La mortalidad larval fue registrada a
las 48 horas. Se utilizaron tres recipientes y un control por
tratamiento, con tres repeticiones realizadas en distintos
dias. Se observaron diferencias altamente significativas
entre la mortalidad larval en aguas de floreros del cemen-
terio (70.2%), aguas de lluvias (99.53%), y del rio de La
Plata (95%). No hubo diferencias significativas entre la
mortalidad larval en agua de zanja, lluvia y rio. Leptolegnia
chapmanii result6 exitoso en los cuatro tipos de aguas eva-
luados, produciendo elevados niveles de mortalidad larval.

Palabras clave: Leptolegnia chapmanii, Aedes aegypti,
larvas, caracteristicas fisico-quimicas del agua, mortalidad
larval, control biologico.
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