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Parametros poblacionales de
Ochlerotatus albifasciatus (Diptera: Culicidae) en poblaciones de clima diferente
(arido de estepa y templado humedo)

RESUMEN

Ochlerotatus albifasciatus es un mosquito de inundacion con una amplia distribucion
Neotropical, demostrando una capacidad de proliferacion en distintos climas y
sugiriendo variabilidad entre sus poblaciones geograficas.

El objetivo fue comparar caracteristicas o parametros relacionados al ciclo de vida de
una poblacion de clima arido (Sarmiento, Chubut) respecto a una de clima templado
(Buenos Aires).

Se regqistrd6 en campo la actividad de los adultos y las variables asociadas. Se
obtuvieron huevos a partir de hembras locales. En laboratorio se indujo la eclosién y
se sigui6 el desarrollo a distintas temperaturas. Se midieron los tamafos de las alas y
se determiné su conformacion mediante la técnica de morfometria geométrica.

La dinamica de los adultos en Sarmiento se asoci6 a la temperatura, el viento, la
nubosidad y a la practica de riego por inundacion.

Evidencias de variaciones locales fueron halladas en el umbral térmico, la
supervivencia, el tiempo durante el desarrollo de las formas inmaduras y la
conformacion alar de los adultos.

Por otra parte no se hallaron diferencias entre las regiones para supervivencia de los
huevos a temperaturas de congelacion y el tamafo corporal en funcién de la
temperatura indicando posibles caracteres conservados.

Algunas caracteristicas del ciclo de vida mostraron posibles respuestas adaptativas a
las condiciones climaticas locales.

PALABRAS CLAVES:

Parametros poblacionales, mosquito de patagonia, mosquitos de inundacién, tiempo
de desarrollo, supervivencia pre-imaginal, resistencia al congelamiento, adaptaciones
locales, variacién geogréfica.




Ochlerotatus albifasciatus population parameters (Diptera: Culicidae) in
populations from different climate (arid steppe and temperate humid)

ABSTRATC

Ochlerotatus albifasciatus is a floodwater mosquito with a wide Neotropical distribution.
This demonstrating a proliferation capacity in different climates and it could suggest
variability among geographical populations.

The aim of this project was to compare characteristics or parameters related to the life
history of a population from arid climate (Sarmiento, Chubut) with respect to from the
temperate climate (Buenos Aires).

In the field the adult activity and associated variables were recorded. Eggs were
obtained from local females. In the laboratory, It was induced the hatching, and then
the development of immature stadia was followed at different temperatures. It was
measured the wing size, and their conformation was determined by geometric
morphometric techniques.

The dynamics of adults in Sarmiento was associated with temperature, wind, cloud
cover and the practice of flooding irrigation.

In the immature forms evidences of local variations were found in the thermal
threshold, survival and the development time, while in the adult only in the wing shape.
For another hand, egg survival to freezing temperatures like the body size in function of
temperature did not show differences between regions. Possibly this could indicate that
some characteristics were have preserved.

Some features of the life history showed possible adaptive responses to local climatic
conditions.

KEYWORDS:

Population parameters, Patagonian mosquito, floodwater mosquitoes, development
time, pre-imaginal survival, resistance to freezing, local adaptations, geographic
variation.
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Introduccién general

INTRODUCCION GENERAL

Los insectos responden a las variaciones ambientales a través de un amplio rango de
respuestas eco-fisiolégicas, tales como las tasas de crecimiento, los tiempos de
desarrollo, la diapausa, la resistencia al frio, entre otras caracteristicas del ciclo de vida
(Danks 2006). Por ejemplo se ha observado que en las especies multivoltinas la
intensidad de la diapausa se incrementa hacia latitudes mas altas (Massaki 1999) y
correlaciona positivamente con la rigurosidad del invierno y negativamente con la duracién
de la estacién favorable para la reproduccién (Danks 2006).

La adaptacion por resistencia al frio en las poblaciones geograficas de insectos esta
determinada por el tipo de ambiente en el que pasan la mayor parte del tiempo y es
proporcional a los extremos térmicos anuales (Jing & Kang 2003). La mayoria de los
organismos maximizan el crecimiento, el desarrollo y la reproduccion con el incremento de
la latitud, debido a la menor duracién de la estacion calida favorable, respecto de los
recursos aprovechables.

Se ha observado que especies de regiones tropicales poseen umbrales de temperatura
minima de desarrollo superiores al de las especies de regiones templadas. Como las
especies tropicales desarrollan en ambientes con rango térmico cdlido, no seria
adaptativamente ventajoso tener un umbral de desarrollo a muy bajas temperaturas
(Honek 1996).

A nivel morfol6gico se ha observado que el tamafno de los artropodos es proporcional al

incremento de la latitud. La repeticion de esta relacion, a través de los distintos taxones y



Introduccién general

en varios continentes, sugiere una respuesta adaptativa a las variaciones bibticas y/o
abidticas a lo largo del gradiente latitudinal (Ambruster & Conn 2006). Probablemente la
seleccion natural haya actuado sobre los caracteres morfolégicos dentro de este gradiente
con sus respectivos climas (Vinogradova 2003, Ambruster & Conn 2006)

La seleccién natural podria causar en algunas sub-poblaciones, la evolucion de ciertos
caracteres que provean una ventaja adaptativa bajo ciertas condiciones ambientales
locales. Para ello deberia existir un polimorfismo estable, donde cada fenotipo este
Optimamente adaptado a un tipo de hébitat. Sin embargo en la naturaleza existe una
tensién constante entre el potencial efecto diferenciador de la selecciéon natural (que
favorece las adaptaciones locales) y el efecto homogeneizador del flujo génico (Mopper &
Strauss 1998, Kawecki & Ebert 2004), que disminuye la variaciébn y conserva la
arquitectura genética de los caracteres (Kawecki & Ebert 2004).

Las diferencias térmicas entre regiones tropicales y templadas no siempre resultan en
poblaciones con adaptaciones locales visibles para todas las caracteristicas fisiolégicas
(Jing & Kang 2003). Por ejemplo, existen poblaciones templadas de distintas latitudes que
no difieren en la resistencia al frio, pero difieren en cuanto a la respuesta al fotoperiodo
(Bradshaw et al. 2000). Esto hace que la interpretacién de los efectos del ambiente
térmico sobre la evolucion de las caracteristicas adaptativas dependa en muchos casos

de los componentes del fitness o de los caracteres examinados (Bradshaw et al. 2000).

En los culicidos se ha demostrado que la actividad y abundancia de los adultos varia en
relacion con la temperatura, humedad, precipitacion (Yang et al. 2008, Pinto et al. 2009,
Gray et al. 2011), vegetacion, actividad humana (Okogun et al. 2003), viento, etc. Estos
factores que suelen caracterizar a un determinado paisaje a nivel local o regional influyen

directamente sobre las dinamicas poblacionales de esta familia de insectos.
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En el desarrollo de los estadios inmaduros se han observado variaciones regionales de
las tasas metabdlicas (ej. mas elevadas a altas latitudes). Esto indicaria adaptaciones
poblacionales a veranos cortos y frescos 0 a veranos mas largos y calurosos (Trimble &
Smith 1978, Ayres & Scriber 1994). Un mayor metabolismo a mayores latitudes podria
explicarse por un aumento en la concentracion de enzimas o por cambios cualitativos en
la estructura de las enzimas que incrementan la afinidad con los sustratos (Ayres &
Scriber 1994). La variacién en la respuesta metabdlica con la latitud, afectaria parametros
térmicos, como el umbral minimo y la constante térmica del desarrollo. Asi también como

el tamano final de los adultos emergentes.

Ochlerotatus albifasciatus es un mosquito que cria en “aguas de inundacion” o “floodwater
mosquitoes”. Prolifera en charcos temporarios ubicados en todo tipo de pastizales o
microambientes con distintos periodos de inundacion. Su area de distribucion abarca
diferentes regiones (Mitchel & Darsie 1985, Rossi et al. 2006) con distintos tipos de
paisajes y ambientes, incluyendo zonas extremas como sitios elevados o microambientes
de aguas salobres (Duret 1954, Bachmann & Casal 1962). Se distribuye
aproximadamente al sur del paralelo 17 S, desde Santa Cruz de la Sierra, Bolivia (Prosen
et al. 1962/63) y Rio de Janeiro, Brasil (Forattini 1965, Lourenco de Oliveira 1984),
llegando hasta Tierra de Fuego, Argentina (Prosen et al., 1960; Bachmann & Bejarano
1960, Burroni et al. 2011); y desde las costas del Océano Atlantico hasta las costas del
Océano Pacifico (Angulo & Olivares 1993). Por lo que podria decirse que es el mosquito
silvestre de distribucion més austral del planeta.

Desde el punto de vista sanitario, las hembras de esta especie de mosquito, requieren
principal atencién ya que han mostrado capacidad vectorial para el virus de la Encefalitis

Equina del Oeste (EEO) (Avilés et al. 1992). Por otro lado, las grandes explosiones

11
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demograficas suelen afectar negativamente la produccion del ganado en pie (Rafa et al.
1971) y causan molestias tanto a humanos como animales domésticos (Prosen et al.
1960, Forattini 1965).

Las hembras luego de la fecundacion depositan alrededor de 50 a 100 huevos sobre la
tierra humeda alrededor de los charcos temporarios (Luduenia Aimeida & Gorla 1995). Los
huevos depositados en el sustrato eclosionaran dependiendo de las condiciones
climaticas. En el caso de la region templada, si las condiciones son favorables, los
huevos, caracterizados por su resistencia a la sequia, pueden madurar dentro de los diez
dias a temperaturas templadas (Fava et al. 2001) y suelen permanecer en estado de
quiescencia, hasta eclosionar por el estimulo de una inundacién (Service 1993). Si las
condiciones se presentaran desfavorables, por ejemplo bajas temperaturas, la poblacion
de huevos podria entrar en diferentes grados de diapausa (Campos & Sy 2006).

Para Oc. albifasciatus se han realizados algunos estudios sobre la dinamica poblacional
en la region templada. En los mismos se ha observado que la abundancia relativa
reflejada en la actividad varia en funcion del tipo de ambiente (Gleiser & Gorla 1997), y
esta asociada fuertemente a los regimenes de precipitacién (Almiron & Brewer 1994,
Almirdn & Brewer 1995, Gleiser & Gorla 1997, Fontanarrosa et al. 2000, Fava et al. 2001,
Fischer et al. 2002). Mientras que el patrdbn de actividad diurna depende de las
condiciones térmicas (Hack et al. 1978, Luduena Almeida & Gorla 1995).

En la region patagonica no existen estudios sobre la actividad y abundancia de los adultos
de Oc. albifasciatus., mientras que los estadios inmaduros han sido detectados en
cuerpos de agua asociados al sistema de riego de las areas agricolas (Burroni et al. 2007)
y durante el periodo primavera-verano cuando las precipitaciones son escasas (Elissalde

et al. 1998, Nancucheo et al. 2008).

12
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En el valle de Sarmiento, (Chubut) durante el periodo estival, la presencia de zonas
anegadas, producto del sistema de riego por inundacion utilizado en las practicas
agropecuarias, podrian favorecer la proliferacion de Oc. albifasciatus con la presencia de
todos los estadios del ciclo de vida. Las marcadas diferencias climaticas y de paisaje
entre Sarmiento y Buenos Aires generan interrogantes acerca de posibles diferencias en
la dinamica espacio temporal de Oc. albifasciatus. Es probable que en cada regién los
distintos estadios del ciclo de vida hayan desarrollado caracteristicas particulares que
respondan a diferentes dinamicas térmicas a lo largo del afo. De aqui surge el
interrogante respecto a si estas adaptaciones podrian mostrar cierta variabilidad entre las

diferentes poblaciones locales, o permanecer conservadas en la especie.

13
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la existencia de variaciones geograficas (o de respuestas similares) de la ecologia
y biologia poblacional de Ochlerotatus albifasciatus de una region de clima arido respecto
a una de clima templado.

Aportar al conocimiento, para una localidad patagoénica (Sarmiento) comparativamente a
la regién templada (Buenos Aires), sobre los pardmetros relacionados al ciclo de vida de
Oc. albifasciatus, como la eclosion de huevos, el desarrollo de las formas inmaduras

(tamano, supervivencia, etc.), la morfologia y actividad de los adultos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar la dinamica poblacional a nivel de la actividad de los adultos de Oc.
albifasciatus en un valle patagoénico respecto de lo conocido para las poblaciones de la
region templada (pampa humeda).
2) Evaluar diferencias o similitudes sobre parametros y caracteristicas del ciclo de vida
entre individuos de Oc. albifasciatus provenientes de la Patagonia y la Pampa humeda, en
respuesta al clima local :

a) Resistencia al congelamiento de los huevos

b) Tiempo de desarrollo en funcién de la temperatura de cria

c) Supervivencia de las larvas durante el desarrollo

d) Tamano de los adultos (como indicador de fecundidad o fitness)
3) Evaluar las variaciones geograficas entre poblaciones a partir del tamano y la forma de

las alas provenientes de individuos de Patagonia y la Pampa himeda.

14
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HIPOTESIS GENERALES

Hipotesis A: En las sub-poblaciones de Oc. albifasciatus, la actividad de adultos, la
resistencia al congelamiento en huevos, la supervivencia y el desarrollo de los inmaduros
y el tamafno de los adultos emergentes, varian en respuesta a adaptaciones térmicas
locales. Oc. albifasciatus como especie es una composicion de poblaciones localmente o

regionalmente adaptadas

Hipotesis B: En las sub-poblaciones de Oc. albifasciatus, la actividad de adultos, la
resistencia al congelamiento en huevos, la supervivencia y el desarrollo de los inmaduros
y el tamafo de los adultos emergentes, mantienen similitudes en respuesta a las

variaciones térmicas debido a posibles caracteristicas evolutivamente conservadas.

FUNDAMENTOS DE HIPOTESIS

Las opciones hip6tesis biol6gicas planteadas no poseen una prediccion o direccion debido
a que el estudio es exploratorio y los antecedentes demuestran que la adaptacion local
por parte de las diferentes caracteristicas del ciclo de vida pueden ocurrir 0 no.

Las hipétesis generales se basan en que las caracteristicas climaticas que dependen de
la latitud (y la altitud) resultan en ciclos de vida con variaciones locales.

Las poblaciones de climas frescos (elevadas latitudes) completarian su ciclo de vida en
una estacién favorable relativamente mas corta (Bentz et al. 2001, Addo Bediako et al.
2002).

La capacidad de Oc. albifasciatus para ocupar un amplio rango de distribucion se funda

en que algunos caracteres podrian ser adaptativos a nivel local, mientras que otros

15
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podrian ser evolutivamente mas conservados en todas las poblaciones geograficas. Una
vez que un rasgo se ha vuelto genéticamente determinado, podria seguir siendo
expresado incluso si un cambio ambiental hace que se pierda su ventaja (Stearns 1994,
Kawecki & Ebert 2004).

Cuando las poblaciones estan subdivididas por barreras topograficas que influyen en el
grado de dispersion, interrumpiendo el flujo génico, y por otro lado estan sujetas a
condiciones ambientales heterogéneas o gradientes climaticos, se generaria la
oportunidad para desarrollar adaptaciones locales y evolucionar en una variacion clinal en
las caracteristicas fenoldgicas (Reznick & Ghalambor 2001).

Algunos caracteres del ciclo de vida no suelen variar marcadamente con la latitud o el
clima debido a una canalizacion del caracter (mismo fenotipo), por ejemplo, la variacion
en el umbral superior de tolerancia térmica (Addo Bediako et al. 2000). Parece razonable
asumir que las caracteristicas que se encuentran intimamente relacionados al fitness se
mantengan fuertemente canalizadas como resultado de una seleccion estabilizadora del
pasado (Nylin & Gottard 1998). Sin embargo, estas caracteristicas pueden tener algun
grado de plasticidad fenotipica.

Las caracteristicas del ambiente pueden ser adversas, favorables, impredecibles o
variables de un ano a otro respecto de un parametro estacional (Danks 2006). Dentro de
los factores abioticos, la temperatura seria una fuente de variacion ambiental que
afectaria las caracteristicas del ciclo de vida, importantes para el fitness (Bentz et al.

2001, Addo Bediako et al. 2002) y consideradas para las hipotesis particulares.
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HIPOTESIS PARTICULARES

Hipétesis 1: La actividad de los adultos de Oc. albifasciatus depende de la temperatura, la

humedad ambiente, la magnitud del viento y la actividad antrépica de una region.

Hipdtesis 2: Los huevos de resistencia de Oc. albifasciatus de la region arida patagoénica

estan adaptados a resistir la congelacion.
Hipétesis 3: El desarrollo de las formas inmaduras de Oc. albifasciatus de altas o bajas
latitudes se diferencian por desemperios mas eficiente a bajas o altas temperaturas

(respectivamente).

Hipdtesis 4: Las adaptaciones a diferentes regiones se manifiestan en los rasgos

morfolégicos de los adultos.

17
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PREDICCIONES

1) La actividad de Oc. albifasciatus en el valle de Sarmiento esta acotada al corto periodo
cdlido y es favorecida por la actividad antrépica (riego por inundacién). Los adultos
mostraran mayor actividad en los parches favorables (hUmedos), reflejado en las altas
abundancias relativas y menor en los desfavorables. Dicho patrdn se relaciona con los

factores microambientales (ej. temperatura, humedad, velocidad del viento).

2) Los huevos de ejemplares provenientes de las regiones aridas, Sarmiento, mostraran
una mayor supervivencia (aptitud) frente a las temperaturas de congelacion (bajo cero)

respecto de los provenientes de regiones templadas, Buenos Aires.

3) Los estadios inmaduros provenientes de Sarmiento mostraran rendimientos 6ptimos,
reflejados en tiempos de desarrollo cortos y elevadas supervivencias bajo temperaturas
frias. Por el contrario, los ejemplares de Buenos aires los mostraran bajo temperaturas

calidas.

4) El tamano (como indicador de fecundidad) de los ejemplares de Oc. albifasciatus a
mayores latitudes como Sarmiento sera mayor que el de los de Buenos Aires, mientras
que la conformacion de las alas mostrard un patrén caracteristico para cada una de las

poblaciones locales estudiadas.
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MATERIALES Y METODOS GENERALES

SITIOS DE ESTUDIO

Para llevar a cabo los analisis comparativos y responder las preguntas formuladas, se han
elegido dos regiones climaticas contrastantes con registros de Ochlerotatus albifasciatus:
la regién Templada Himeda representada por la ciudad de Buenos Aires y la regién Arida

de Estepa representada por Sarmiento (Fig.1).

- Region Arida
_ |Regi6n Templada

Fig.1. Sitios de estudio y regiones climaticas de Argentina (Peel et al. 2007).

Para la eleccion de los sitios de estudio, se aprovecharon cuestiones operacionales y

logisticas que facilitaron la ejecucion del proyecto. En la ciudad de Buenos Aires se contd
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con el apoyo del Instituto de Zoonosis Pasteur para la produccion de huevos a partir de
hembras capturadas en el campo. Mientras que en la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la UBA se realizaron los ensayos y analisis de laboratorio.

En la localidad de Sarmiento se contd con el apoyo del Departamento de Investigacién en
Salud (Ex Departamento de Zoonosis) dependiente de la Provincia de Chubut, donde se
realizé la segunda produccion de huevos a partir de hembras capturadas del campo y

experimentos.

Aspectos climaticos y geograficos

a) Sarmiento

El valle de Sarmiento dentro del cual se encuentra ubicado el departamento de Sarmiento
se haya en la Provincia de del Chubut, Argentina (45°35 Sur, 69°05’ Oeste). Rodeado por
los lagos Musters y Colhué Huapi, comprende un area pastoril de aproximadamente
42000 has, donde el 15% recibe riego por inundacién, de las cuales 1400 has estan
destinadas a cultivos forrajeros (pasturas y alfalfares) (Nancucheo et al. 2008). En la
actualidad el rio Senguer que atraviesa el valle de Sarmiento no suele provocar
inundaciones naturales, debido a que tiene un sistema de riego que se distribuye a través
de una red de canales de aproximadamente 60km desde un azud a toda la zona agricola-
ganadera.

El valle patagénico representa un “oasis” humedo dentro de una matriz desértica de
estepa (Cabrera 1971). Se caracteriza por una heterogeneidad de parches dentro de un
paisaje agricola general. Los parches generan un mosaico claramente delimitado donde
se pueden reconocer mallines, utilizados para el pastoreo o para cultivos, y zonas de

estepa (Buono 2010) (Fig.2). Los primeros estan representados por especies herbaceas
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hidréfilas naturales (mallines) y por especies implantadas en areas de cultivos (alfalfares,
frutales, hortalizas), mientras que en las estepas prevalece la vegetacién xeréfila con

dominio de especies arbustivas y subarbustivas (Elissalde et al. 1998).

Fig.2. Microambientes presentes en el paisaje agricola del valle Sarmiento (Chubut). A: Mallin, B: Area cultivada (alfalfar) y
C: Parche de estepa

Sarmiento presenta un tipico clima arido de estepa patagdnico (Peel et al. 2007), con una
marcada amplitud térmica anual. Las temperaturas maximas absolutas y medias del
verano alcanzan los 39.3°C y 17.8 °C respectivamente. Mientras que en invierno las
minimas absolutas llegan a -33 °C y las medias resultan de 4.1 °C (serie 1931-1960)

(Elissalde et al. 1998, Nancucheo et al. 2008).
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La precipitacion media anual resulta de 147.2 mm (serie 1931-1960), siendo la estacién
fria la que presenta los mayores registros pluviales (Elissalde et al. 1998) mientras que
en los meses calidos no alcanza a promediar los 15 mm.

La humedad relativa media mensual resulta aproximadamente 75 a 80 % en invierno
(Junio y Julio) y 40 % durante el verano (Nancucheo et al. 2008).

Finalmente la regién se caracteriza por ser una zona ventosa. Las rafagas de viento entre
periodos de calma son un fenébmeno comun y suelen presentar velocidades medias que
oscilan entre los 8 y 30 km/h, registrandose los valores mas altos en los meses calidos y

predominantemente del cuadrante oeste (Nancucheo et al. 2008).

b) Buenos Aires

Buenos Aires (34° 35’ Sur, 58° 22’ Oeste), se ubica en un clima templado humedo o sin
estacion seca (Peel et al 2007). Las temperaturas del aire de invierno tienen una media
general de 11.5 °C (serie 1961-1990) y una minima absoluta de -5 °C en 1918 (serie
1906-2011), (SMN-Servicio Meteorolégico Nacional). Mientras que durante la estacion
estival, caracterizada por veranos calidos (Burkart et al. 1999), con temperaturas que
pueden alcanzar medias de 25 °C y maximas absolutas de los 43°C (1957).

En cuanto a la humedad relativa, el invierno es la estacibn mas humeda del afo. Los
valores medios normales de este parametro alcanzan a 74-79% en junio- agosto. Durante
el verano alcanzan a 63-68% en diciembre-febrero.

Las precipitaciones varian entre los 600 mm hasta los 1100 mm anuales (Burkart et al.
1999). El verano es la estacion mas lluviosa (342 mm). En otofio 304,7mm, concentra sus
precipitaciones especialmente durante el mes de marzo.

El clima humedo ha favorecido el desarrollo de suelos con altos contenidos de materias

organicas y nutrientes, con excelente aptitud agricola (Burkart et al. 1999).
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La formacién vegetal originaria caracteristica de la region es el pastizal templado (Fig. 3),
cuya comunidad dominante es el flechillar, de alta palatabilidad ganadera, en la que
predominan diversos géneros de gramineas (Burkart et al. 1999). Los cultivos de cereales
finos, de lino, de girasol, de papa, etc. y los campos dedicados a la cria de vacunos,
cubren practicamente toda la superficie de la regién, de modo que la vegetacién primitiva

ha sido alterada casi en su totalidad (Cabrera 1971).

Fig.3. Patizal Pampeano dela provincia de Buenos Aires

TRABAJO DE CAMPO

En ambas regiones de estudio se realizé un seguimiento de la dinamica poblacional
(2009-2012) tratando de identificar los lugares y los momentos del afio mas favorables
para la captura de mosquitos adultos. Para mantener la poblacion en cautiverio, se
realizaron capturas sucesivas hasta alcanzar un numero de 200 a 300 ejemplares.

En el caso de Buenos Aires se visitaron parques, reservas y distinto espacios verdes
durante todo el ano. El nivel de abundancia relativa registrado durante las capturas diarias
sirvi6 para intensificar los esfuerzos y lograr buenos nimeros de capturas durante el

periodo de muestreo. En todas las oportunidades, los esfuerzos de busqueda y captura de
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adultos se intensificaron en los dias posteriores a los eventos de precipitacion, de acuerdo
a su estrecha relacién segun la literatura.

En determinados sitios se registraron las temperaturas y los estadios por fecha para
determinar los tiempos de desarrollo en campo.

En el valle Sarmiento, los muestreos, para obtencién de huevos a partir de hembras del
campo y mediciones de actividad de adultos entre microambientes, se realizaron durante
el mes mas calido del verano (enero). Las capturas de adultos se realizaron diariamente
en distintas chacras pertenecientes a la zona agricola.

Para estudiar comparativamente la dinamica poblacional de Sarmiento respecto de lo
conocido para Buenos Aires se realizaron estimaciones de los tiempos de desarrollo de
cohortes en campo. Ademas, se registraron las temperaturas y otras variables, durante

los momentos de muestreos.

RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL BIOLOGICO

Una vez capturados, los mosquitos fueron colocados en cajas de cria (30x32x31 cm) con
una pared y el piso de madera, dos laterales de plastico, un techo de tul y un frente con
una manga de tela para manipular mosquitos e introducir o retirar recipientes (Fig.4).

Las hembras fueron acondicionadas a una temperatura ambiente del laboratorio (= 23 °C)
y un fotoperiodo de 14:10 (L : O). Las mismas fueron alimentadas diariamente con una
soluciéon de agua con azucar mediante un recipiente cubierto y en contacto con un papel
absorbente. Para mantener una humedad relativa elevada (> 80 %), en cada una de las
cajas de cria se colocé un pano humedo sobre la base y el techo, las cuales fueron
humedecidas cada vez que fue necesario. Todo este conjunto (caja, pafos, recipientes y
mosquitos) fue cubierto con una bolsa plastica oscura para proveer sombra y mantener

las condiciones de humedad.
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Fig.4. Tres cajas de cria y acondicionamiento. Las hembras de Oc. albifasciatus capturadas en campo se introdujeron en
ellas utilizando las mangas que se observan al frente de cada una. En la parte posterior se puede observar las bolsas
oscuras con las que fueron cubiertas para proveer sombra y mantener la humedad.

Para nutrir a las hembras durante el proceso de maduracién de los huevos, se les brindé
una fuente de sangre de mamifero (un conejo y/o ratones lactantes). Con el fin de lograr
una tasa de picadura 6ptima, se provocd el hambreado de las hembras, retirandoles la
fuente de azucar 24 Hs. antes.

La oferta de sustrato para la ovipostura fue una caja de Petri con un algodén humedo y
recubierto con papel absorbente o un pafno humedo (Fig.5). Los huevos en los sustratos
fueron colocados dentro de una bolsa pequena de nylon sin cerrar y todo este conjunto a
su vez dentro de otra bolsa cerrada herméticamente. Para asegurar el desarrollo
embrionario completo, las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente (= 24
2C) durante 8-9 dias (Fava et al. 2001). Finalmente, luego de este periodo, los huevos
fueron almacenados de 3 a 4 meses, a aproximadamente 5 °C, para asegurar un mayor

éxito de eclosion (Campos 2008) para los experimentos.
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Fig.5. Oferta de sustrato para la ovispostura de las hembras de Oc. albifasciatus. Se observa una caja de Petri con un
algodén humedo sobre el cual se colocéd un papel absorbente.
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Capitulo |

Factores ambientales relacionados con la actividad de
Ochlerotatus albifasciatus en el valle de Sarmiento (Chubut)

respecto de la region templada
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|. RESUMEN

Ochlerotatus albifasciatus es un mosquito de inundacion cuya altas densidades han sido
asociadas a paisajes naturales (praderas y pastizales) y a eventos de precipitacion en las
regiones templadas y subtropicales. En el presente estudio, se analizd el efecto de las
diferentes caracteristicas ambientales de los parches de un paisaje agricola de la
Patagonia sobre la abundancia relativa de esta especie.

En los parches de mallines, la alta actividad de los adultos fue fuertemente asociada con
el sistema de riego por inundacion, sugiriendo que la actividad agricola contribuye a la
proliferacion de Oc. albifasciatus en esta regidn. Los parches de estepa podrian constituir
un ambiente adverso reflejado en el abrupto decrecimiento en la abundancia. La regresion
lineal multiple mostré que algunas variables explicatorias, tales como el tipo de parche
(mallin) y momento del dia (mediodia), no contribuyeron significativamente a la variacion
de la abundancia relativa. En contraste, temperatura, viento y cobertura de nubes
(nubosidad) regularia la actividad de picadura de las hembras. La temperatura afecté la
actividad de los mosquitos en la estepa pero no en los parches de mallines donde la
actividad fue permanente y mas estable frente al cambio de las condiciones térmicas. En
los parches de estepa, los cuales presentaron bajos niveles de humedad, escasa
vegetacion y mayor exposicion al viento, la actividad resulté ser mas inestable frente a
minimos cambios en la variacién térmica.

La variabilidad de la abundancia relativa de Oc. albifasciatus en el paisaje agricola de
Sarmiento fue ampliamente explicada por la temperatura en combinacién con el tipo de
microambiente (parche), velocidad del viento y cobertura de nubes, e indirectamente por

la actividad humana.
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I. INTRODUCCION

Desde el punto de vista ecoldgico, un paisaje estaria formado por un conjunto de parches
dentro de una matriz con caracteristicas particulares (Forman & Gordon 1981). Un paisaje
agricola moderno esta caracterizado por un uso intensivo de la tierra que genera un
mosaico de parches o hébitats con caracteristicas marcadamente contrastantes
(Tscharntke et al. 2002). Dicho paisaje altera las caracteristicas ecoldgicas naturales tanto
a nivel espacial como temporal (Benton et al. 2003). En muchos casos, la actividad
agricola ha favorecido la proliferacion de algunas especies de insectos, por ejemplo los
mosquitos (Chandler & Highton 1975). Esto quiere decir que la dinamica poblacional
puede ser afectada por la actividad humana (Hooks & Johnson 2003) a través de la
modificacion del paisaje natural.

Diferentes estudios han demostrado que la actividad y abundancia de las diversas
especies de mosquitos varia en relacibn con la temperatura, humedad, viento,
precipitacién, vegetacion y actividad humana (Okogun et al. 2003, Yang et al. 2008, Pinto
et al. 2009, Gray et al. 2011). En otros grupos de insectos, tales como los
ceratopogonidos, la temperatura, la humedad relativa, la radiacidén solar y el momento del
dia parecen afectar la actividad de picadura (Carrieri et al. 2011), mientras que en los
plecopteros, la temperatura y velocidad del viento seria la clave para la actividad de vuelo
(Briers et al. 2003).

En la regiéon sur de la distribucion de Ochlerotatus.albifaciatus (valles de la regién
patagdnica) no se han realizado evaluaciones sobre abundancia relativa o actividad y su
relacion con el tipo de paisaje, factores fisicos ambientales y climaticos. Estudios en ese
sentido podrian contribuir al conocimiento general de la dinamica espacio-temporal en los

microambientes naturales y artificiales asociados a la agricultura.
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I. OBJETIVO

Comparar la abundancia relativa de Oc. albifasciatus entre microambientes (favorables y
desfavorables) de un paisaje agricola y sus variables asociadas, en diferentes momentos

del dia. Ademas, construir un modelo de regresion lineal para relacionarlas.
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I. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio fue llevado a cabo en la zona rural de Sarmiento, en la cual se practica un
sistema de riego por inundacién para cultivos forrajeros, produccion horticola y pasturas
para el ganado (Nancucheo et al. 2008).

Las areas o parches son claramente delimitadas por su vegetaciéon predominante y se
reconocen: mallines, areas cultivadas y parches de estepa. Los mallines y areas
cultivadas por sus caracteristicas (humedad relativa elevada, tipo de vegetacion
herbacea, con riego controlado o por inundacién, etc.) fueron considerados como
microambientes favorables. Por otro lado, los parches de estepa, por su baja humedad
relativa, vegetacion xerdéfila y ausencia de riego, fueron considerados como
microambientes desfavorables.

La region tiene un clima &rido de estepa y se caracteriza por ser muy ventosa, sobre todo
en verano. La estacion fria representa el periodo mas lluvioso del afo (Ver mas detalle en
Materiales y métodos generales). Para mitigar las fuertes rafagas de viento, las chacras
suelen estar rodeadas por “cortinas de viento” formadas por hileras de alamos.

El rio Senguer, atraviesa el valle de Sarmiento, tiene un sistema de riego distribuido a
través de una red de canales de aproximadamente 60km de extension, que va desde un
azud a toda la zona agricola-ganadera. El Instituto Provincial de Aguas (IPA) administra el
cronograma para la apertura (fines de septiembre-principios de octubre) y clausura (fines

de abiril-principio de Mayo) de las compuertas del azud.
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Periodo de actividad anual

La presencia anual de adultos de Oc. albifasciatus fue registrada semanalmente, durante
3 anos (2009-2011), mediante la deteccién de hembras con actividad de picadura.

Para evaluar el patron de actividad anual se consideraron los periodos de riego por
inundacion y los registros de temperatura del aire. La temperatura fue obtenida mediante
un datalogger HOBO®-Onset colocado a la sombra de un sauce (Salix sp.) en la zona de
chacras, durante marzo 2010-febrero 2011. Paralelamente se consideraron los registros
obtenidos por la estacién del Instituto Nacional de Tecnolégica Agropecuaria (INTA) de

Sarmiento, Chubut, (http:/inta.gob.ar/region/pas/sipas/sipas index.htm), para los anos

2009-2011.

Estudios preliminares

Rafagas y periodos de calma.

Para caracterizar las rafagas y periodos de calma se realizdé una evaluacién preliminar
donde se registrd la velocidad del viento cada dos segundos y durante lapsos de 3 a 5
minutos y la velocidad maxima del viento (Km/h) durante la sesidén de registros. Para ello
se utiliz6 un anemémetro de campo (SmartSensor®, AR816) colocado a un metro del
suelo.

Se analiz6 la relacién entre proporcion y duracién del tiempo de calma y la velocidad
maxima de la rafaga. Se consideré calma a la velocidad del viento por debajo del valor
umbral (10.08 Km/h) donde los mosquitos dejan de orientarse hacia su presa u otro

estimulos (Grimstad & De Foliart 1975; Bidlingmayer et al.1995).
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Seleccién de horarios de captura.

Para determinar los horarios del dia con menor y mayor actividad se realizaron capturas
preliminares. Estas fueron realizadas con la ayuda de un aspirador eléctrico capturando
aquellos mosquitos que se posaban sobre el cuerpo (ropa). La colecta de ejemplares se
realizé6 durante 30 minutos, con intervalos de dos horas y desde el amanecer hasta el
anochecer (6:30 — 21:00 Hs.), durante los dos dias previos a lo que luego fue el estudio

definitivo.

Muestreos definitivos

Abundancias relativas en relacién al microambiente y horarios de actividad

Para el estudio de abundancias relativas de Oc. albifasciatus en relacién al tipo de parche
y momento del dia, se realizaron capturas de hembras durante la temporada de verano de
2011 en 7 chacras espaciadas en un area de 400 ha de la zona rural de Sarmiento (Fig. I.
1). Los sitios fueron elegidos por presentar los tres parches evaluados (Mallin (M), Area
cultivado (C) y Estepa (E)), a escasos metros (200 m) entre si. Se asumié que los
individuos podian dispersarse de modo equivalente dentro y entre los tres

microambientes.
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Fig. I. 1. Paisaje agricola del valle de Sarmiento (Chubu donde fue llevado a cabo el muestreo. EI mapa muestra los
parches: Mallin (cuadrado), Area cultivada (circulo) y Estepa (triangulo), y algunas caracteristicas del paisaje.

La actividad de picadura se midi6 mediante el método de captura por hora hombre con la
ayuda de un aspirador eléctrico. Las capturas fueron realizadas sobre aquellos mosquitos
gue se posaban en la ropa, en todo el cuerpo, y siempre sobre el mismo operador (cebo y
capturador al mismo tiempo).

La comparacion de los niveles de actividad en distintos sitios y a la misma hora sirvi6 para
evaluar diferencias de abundancia relativas. El patron de comportamiento diario de la
actividad de picadura fue calculada como la diferencia entre el numero de hembras
capturadas en dos horarios para un mismo sitio, asumiendo constancia de la abundancia

relativa durante el mismo dia.
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Variables ambientales asociadas a la actividad de adultos

e Al momento de la captura se registrd la temperatura (°C) y la humedad relativa (%
HR) a nivel del suelo con un sensor termo-higrométrico portatil (Litz instruments®,
LZ 122D).

e La velocidad maxima del viento (Km/h) fue registrada a un metro sobre el suelo
mediante un anemémetro de campo (SmartSensor®, AR816).

e La nubosidad fue registrada como el porcentaje del tiempo de cobertura del sol por

nubes durante el tiempo de captura.

Analisis estadistico

Seleccion de horarios de captura

Las abundancias relativas mediante capturas realizadas en distintos horarios (06:30-
08:00; 09:40-11:10; 13:30-15:00; 17:00-18:30 y 19:30-21:00) en un estudio preliminar
fueron comparadas y evaluadas mediante diferencia de medianas (Kruskal Wallis) con un

nivel de significancia del 0.05.

Actividad de adultos y variables ambientales

Las diferencias de abundancia relativas entre sitios y el patron de comportamiento se
analizaron de a pares con estadistica paramétrica (t pareado) y/o no paramétrica
(Wilcoxon), con un nivel de significancia de 0.05 (Zar, 1996). Del mismo modo se

procedi6 con las variables ambientales asociadas.
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Se utilizé una regresion lineal multiple (RLM) (Chatterjee et al. 2000) para: a) estimar la
relacion existente entre las variables fisicas registradas durante los momentos de captura
y la actividad de Oc. albifasciatus b) determinar las variables mas influyentes en la
variabilidad de la abundancia relativa y c) obtener un modelo de prediccion de la

abundancia en el Valle de Sarmiento.

El modelo propuesto de RLM fue el siguiente:
Y= Bo + By X+t B X Y 1*X5i Xqj *ot y4*x5i Xy ot ym*xj- X +§

Donde y; es la variable respuesta Log (N+1), B, es la ordenada al origen (constante) y B;
(i=1 a 7) los coeficientes de regresion parcial. Las variables explicatorias fueron: x;:
Temperatura (°C), xo: Humedad Relativa (%), x3: Nubosidad (%), x4: Velocidad méaxima del
viento (Km/h), xs: Estepa (Dummy 1), xs: Mallin (Dummy 2) y x;: Mediodia (Dummy 3).
Como las variables indicadoras o dummys interaccionan con las cuantitativas (Chatterjee
et al. 2000), se agregaron términos de interaccion (ym) (m = 1 a 12), quedando como x;
las variables indicadoras o dummy (j = 5 a 7) y X« las cuantitativas (k = 1 a 4). La variable
respuesta fue normalizada (Log (N+1) y luego el modelo fue corrido con el software
estadistico (Regresion lineal mdaltiple, Infostat® 2011). Luego de esto se extrajeron 12
outliers en total (criterio de Leverage y D-Cook arrojados por el paquete estadistico
Infostat), entre variables respuesta y explicatorias (Ninicia=90), y aquellos términos cuyos

coeficientes no fueron significativos (p>0.05).

Condiciones hipotéticas favorables y desfavorables en funcion de la zona
Finalmente, la abundancia relativa de mosquitos fue estimada bajo condiciones
hipotéticamente favorables y desfavorables en ambos tipos de parches (Estepa y Mallin)

incluidos en la regresion. Los rangos de maxima y minima actividad de Oc. albifasciatus
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fueron considerados como indicadores de condiciones de favorabilidad ambiental. Para

ello se tomaron en cuenta las variables de mayor significancia obtenida en la RLM.
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I. RESULTADOS

Periodo de actividad anual

La actividad de picadura de Oc. albifasciatus (Fig. |. 2) fue detectada desde principios de
noviembre (3 - 4 semanas luego de iniciado el periodo de riego) hasta fines de abril (2 - 3
semanas anteriores a la clausura de la actividad de riego). Durante dicho periodo de
actividad, las temperaturas minimas promedio mensuales del aire fueron superiores a los

5°C (Fig. I. 2). Esto fue registrado tanto por las estaciones del INTA como por el sensor

HOBO.

Feno | T Fero Fiego
13

T Min. Media (°C)
[=2]
1

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

4 2009 " 2010 4 201 = = = = Sensor Mar 2010-Feb 2011

Fig. I. 2. Periodo de actividad de los adultos de Oc. albifasciatus durante el afio (area sombreada). Temperatura minima
promedio mensual (del aire) determinada por los registros del sensor térmico HOBO, desde marzo 2010 hasta febrero 2011
(linea punteada). Temperatura minima promedio mensual (del aire) para los meses antes y después del inicio y finalizacién
de la actividad: abril-mayo y octubre-noviembre de 2009 (rombo), octubre-noviembre para 2010 (cuadrado) y abril-mayo
para 2011 (triangulo). En la parte superior del grafico se sefiala los periodos de riego en el valle de Sarmiento.
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Seleccién de horarios de captura

Las capturas preliminares permitieron observar un patrén bimodal de actividad solo en los
mallines (M) y areas cultivadas (C) (Fig. I. 3). En base a estos resultados y a la duracion
del dia en esta region durante el verano, se seleccionaron y definieron los siguientes
momentos del dia para la captura: mediodia (m) (13:30 — 15:00 Hs.) y tarde (t) (17:00 —

18:30 Hs.), para los estudios de comparacion de abundancia entre microambientes.

140 -
"
s - - =M ——E R

120 - . i
° - .
§ 100 - K
s . -
@ z
2 :
s 80 - ,
[ — .
g TTeeal . p

60 - e ‘
c . .
g --‘-. v‘/’h‘h"’Hﬁ
=4 ’ e
2 -
< 40 - . -

20 - v T M

*
————— ——— — = —— ——
0 : E s
6:30-8:00 9:40-11:10 13:30-15:00 17:00-18:30 19:30-21:00

Horario de muestreo

Fig.l.3. Muestreo preliminar para la eleccién de horarios de capturas en Sarmiento. La abundancia relativa promedio
representa la actividad de picadura de Ochlerotatus albifasciatus (desde el amanecer hasta el anochecer) en los tres
parches micro ambientales seleccionados para el estudio [area cultivada (C), mallin (M) y estepa (E)].

Muestreo definitivo

Abundancias relativas en relacion al microambiente y al momento del dia

Los abundancias relativas de culicidos en mallines naturales y cultivados presentaron
valores similares entre si (Prueba de t pareada, mediodia: pcu=0.2699; atardecer:
pcw=0.1547), mientras en la estepa resultaron significativamente menores a los mallines
naturales o cultivados [(Prueba de t pareada, mediodia: C-E (T=4.25; df=14;pce=0.0008);

M-E (T=3.51;df=14, pye=0.0035); Prueba de t pareada, atardecer: C-E (T=4.61;df=14;
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pce=0.0004); M-E (T=4.88; df=14; pye=0.0002)], incluso en mas de un orden de magnitud
(Fig. I. 4).

Respecto al momento del dia, en los mallines y areas cultivadas la actividad fue
significativamente mayor hacia la tarde respecto del mediodia (Prueba de Wilcoxon,
Mallin: (Sum (+)=3; df=14; pna<0.0001); Cultivado: (Sum(+); df=14; pma<0.0001), mientras
que en la estepa no se observaron diferencias (Prueba de t pareada, Estepa: pma=0.056)
(Fig. I. 4). Al tomar en cuenta solamente los dias nublados no se observaron diferencias a

distintas horas del dia (Prueba de t pareada, mallin + alfalfar; T=-2.77; df=4; pma= 0.05).
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Fig. 1. 4. Abundancia relativa de Ochlerotatus albifasciatus (Log (N+1)) estimada a partir de la captura por hora-hombre
durante el mediodia (m) y el atardecer (a) en tres microambientes (parches) del valle [Mallin (M), Area cultivada (C) y
Estepa (E)]. Los eventos de captura (15) fueron realizados en el periodo 27 enero - 12 febrero en el valle de Sarmiento,
Chubut, Argentina.

En todas las oportunidades, se observo que la actividad de Oc. albifasciatus se produjo

siempre en los momentos de calma entre rafagas.

Factores ambientales asociados a la actividad de adulios
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Temperatura

La temperatura promedio de la estepa fue mayor que en los mallines y areas cultivadas
tanto al mediodia como para la tarde. Mientras que los mallines resultaron mas frescos
respecto de las areas cultivadas en ambos momentos de dia (Tabla. I. 1).

Los registros de temperatura al nivel del suelo para el mallin resultaron en un rango de
15.7 a 32.8 °C, para el area cultivado 15.5-28.9 °C y para la estepa 19.2-37.6 °C (Fig.l. 5).
La estepa mostrd temperaturas mayores a las areas cultivadas y a los mallines, en los dos
momentos del dia estudiados [Prueba de t pareada, mediodia E-C: (T=-3.07;df=14; pgc =
0.009); mediodia E-M: (T=-2.75;df=14; pey = 0.016); atardecer E-C: (T=-3.85;df=14;
Pec=0.002); atardecer E-M: (T=-6.14; df=14; pgu<0.0001)]. Mientras que entre mallines
naturales y cultivados no se hallaron diferencias [Prueba de t pareada, mediodia C-M:
(Pcw = 0.393); atardecer C-M: (paw=0.181)]. Independientemente del microambiente, la
temperatura del mediodia result6 significativamente superior que al atardecer [Prueba de t
pareada, C: (T=2.90; df=14; pc=0.012); M: (T=2.29; df=14; py=0.022) y E: (T=2.46; df=14;

pe=0.028)] (Fig. 1. 5.).
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Fig. 1. 5. Temperatura registrada durante las capturas de adultos de Oc. albifasciatus durante el mediodia (m) y el atardecer
(a) en tres microambientes [Mallin (M), Area cultivada (C) y Estepa (E)] del valle de Sarmiento, Chubut, Argentina (27enero-

12 febrero).

Tabla. I.1. Media + EE para cada variable ambiental registrada durante las capturas de adultos de Oc. albifasciatus.

Parche / momento Temperatura Humedad Velocidad Maxima del
(°C) Relativa (%) Viento
(Km/h)
Area cultivada /mediodia 25.13+1.34a [48+285 a 4.37+4.71 a
Area cultivada /atardecer 2295+0.76 b [49+239 a 5.21+£4.70 a
Mallin / mediodia 24.23+1.18a |49.13+£2.38b 7.21+564 b
Mallin /atardecer 21.53+0.9 b [48.33+£2.16b 759+590 b
Estepa / mediodia 27.63+1.38c [32.33+1.94c 7.88+6.93 b
Estepa / atardecer 25.88+1.13d | 31.87+1.34c 9.70+784 b

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) en las pruebas estadisticas de a pares.

Humedad Relativa

Los valores promedio de humedad relativa resultaron superiores para los mallines y areas

cultivadas respecto de los parches de estepa (Tabla. I. 1).

La humedad relativa del aire al nivel del suelo varié6 en un rango de 37 a 68 % para el

mallin, 31-70 % para el area cultivada y 24-48 % para la estepa (Fig. I. 6).
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La comparacion de la humedad relativa entre los mallines (cultivados y naturales) no

mostrd diferencias significativas [Prueba de t pareada, mediodia C-M: (pcm=0.678);

atardecer C-M: (pam=0.836)]. Sin embargo, ambos resultaron significativamente superiores

a la estepa [Prueba de t pareada, mediodia, C-E: (T=5.51;df=14; pec=0.0001) y M-E:

(T=6.34; df=14; pem<0.0001); atardecer, C-E: (T=5.64;df=14; pga: 0.0001) y E-M: (T=-

7.58:df=14; pew<0.0001)] (Fig. 1. 6).

Independientemente del sitio de muestreo, no se detectaron diferencias significativas de

humedad relativa entre el mediodia y el atardecer [Prueba de t pareada, M: (pm.=0.718);

C: (Pma=0.064) y E: (pna=0.833)] (Fig. I. 6).
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Fig. 1. 6. Humedad relativa registrada durante las capturas de adultos de Oc. albifasciatus al mediodia (m) y el atardecer (a)
en los tres microambientes presentes [Mallin (M), Area cultivada (C) y Estepa (E)] en el

Argentina (27 enero-12 febrero).

valle de Sarmiento, Chubut,
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Viento

Rafagas y periodos de calma

Los eventos de calma resultaron de 6 segundos de duracion mediana. Solo se observo en
un Unico evento de aproximadamente tres minutos de duracién de calma.

Cuando en un periodo de muestreo la velocidad maxima del viento alcanzé los 20 Km/h
se registraron 12 eventos de calma representando el 28 % del tiempo total, mientras que
cuando las velocidades alcanzaron a 22 Km/h se registraron 5 eventos, representando el
15% del tiempo total. Los resultados preliminares mostraron una relacién inversa entre la
velocidad maxima del viento y la duracion y frecuencia de los periodos de calma. Se

estimo que a velocidades superiores a 24 km/hs, los periodos de calma estarian ausentes

(Fig. 1. 7).
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Fig. I. 7. Frecuencia (n), proporcion (barra punteada) y duracion de los momentos de calma (cuartiles) en relacién a la
maxima velocidad del viento (rafaga). Los registros fueron hechos durante tres sesiones de 3-5 min. por dia en el valle de
Sarmiento, Chubut, Argentina (24, 25 y 26 de enero).
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Velocidad maxima del viento

Durante las sesiones de captura los parches de estepa mostraron las mayores
velocidades maximas promedio del viento, mientras que los menores valores resultaron
en los parches de areas cultivadas. En todos los parches, las rafagas de viento por las
tardes superaron en promedio a las del mediodia (Tabla. I. 1).

Durante el momento de captura, la velocidad del viento alcanzé valores maximos de 20
Km/h en los mallines naturales, 14 Km/h en los mallines cultivados (alfalfares) y 24 Km/h
en la estepa (Fig. I. 8).

Hacia la tarde, las intensidades de viento registrados en la estepa fueron
significativamente superiores a los registrados en mallines cultivados [Prueba de t
pareada, atardecer E-C (T=2.82; df=14; pec=0.014)] pero no resultaron diferentes respecto
de los mallines [Prueba de t pareada, atardecer E-M: (pem=0.077)]. Durante el mediodia,
las velocidades maximas del viento de la estepa resultaron significativamente superiores a
los mallines cultivados [Prueba de t pareada, mediodia C-E. (T=-2.37; df=14; pgc=0.033).
En los mallines naturales se registraron velocidades significativamente superiores a los
cultivados [Prueba de t pareada, mediodia M-C: (T=2.27; df=14; pua=0.039); Prueba de
Wilcoxon, atardecer M-C: (Suma(+)=10.50; df=14; p<0.0001)] (Fig. I. 8).

Las velocidades maximas del viento del mediodia no difirieron significativamente a los de
la tarde, independientemente del parche muestreado [Prueba de t pareada, C :(p=0.435);

M: (p=0.714) y E: (p=0.207)] (Fig. I. 8).
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Fig. I. 8. Velocidad méaxima del viento registrada durante las capturas de adultos de Oc. albifasciatus durante el mediodia
(m) y el atardecer (a) en tres microambientes [Mallin (M), Area cultivada (C) y Estepa (E)] del valle de Sarmiento, Chubut,
Argentina (27 enero-12 febrero).

Rearesion lineal multiple

El modelo de RLM propuesto permitié explicar el 86% de la variabilidad de la abundancia
relativa de mosquitos capturados durante el muestreo (r°=0.86). La funcion final obtenida
fue:

Yi = bg + baXs; + bgXsi + C1X5X1;

Donde by es la ordenada al origen, b; los coeficientes de regresion parcial para xs:
Nubosidad (%) y x4: Velocidad del viento (Km/h) y ¢4 el coeficiente de interaccion entre x;:
Temperatura (°C) y xs: Estepa (Tipo de Ambiente como variable dummy). Los valores de
los coeficientes estimados, la estimacién de la varianza para los parametros, p-valores y

los coeficientes de Mallows se resumen en la tabla. I. 2.
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Tabla. I. 2. Regresion lineal multiple de la abundancia relativa (estimador de actividad) de Ochlerotatus albifasciatus en
funcién de factores ambientales y microambientes.

SC CM  Coeficiente  p-valor Cp Mallows

Constante 2.48 <0.0001

Nubosidad 1.57 1.57 0.0032 0.0004 16.63
Vel. Max.Viento 3.66 3.66 -0.04 <0.0001 34.66
Estepax Temp. 39.88 39.88 -0.06 <0.0001 348.21
Error 8.43 0.11

r*=0.86, n = 78, P <0.05
SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios

La interaccion entre la variable fisica (temperatura) y el tipo de ambiente fue el factor que
mas contribuy6 al ajuste del modelo propuesto y el que mas influy6é sobre variabilidad del
numero de captura (Cp Mallows: 348.21). El coeficiente de regresion parcial resultd
negativo (-0.06) indicando una relacién inversa con la actividad de mosquitos. La
velocidad maxima del viento explic la variabilidad en un orden de magnitud menor (Cp
Mallows: 34.66) y se relaciondé negativamente con el numero de mosquitos (-0.04).
Finalmente la nubosidad, con un valor de 16.63 de Cp Mallows, influyo positivamente
(0.0032) sobre la actividad.

En la estepa, el factor térmico fue tomado en cuenta para la actividad, mientras que en el
mallin el término que incluy6 a la temperatura no resulté significativo. La variacion de la
abundancia se relacion6 directamente a la nubosidad e inversamente a la velocidad
maxima del viento.

Las variables dummy mediodia y mallin no resultaron significativas tanto individualmente
como en interaccion con otra variable cuantitativa. La humedad relativa fue excluida del

modelo final para evitar la colinealidad con la temperatura.

Condiciones hipotéticas favorables y desfavorables en funcién de la zona

La actividad de Oc. albifasciatus mostrd estar favorecida (vs. no favorecida) por las

condiciones de temperatura baja (vs. alta), nublado (vs. despejado) y calmo (vs. ventoso).
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Los rangos de condiciones favorables-desfavorables de temperatura para la estepa
resultaron 19.2°C-37.6°C (Fig. |. 5). En el Mallin no habria efecto significativo de la
temperatura.

Tanto para estepa como para mallin el incremento del porcentaje de nubosidad (desde 0
hasta 100 %) favoreceria la actividad (no mostrado).

Respecto al viento, en la estepa resulté favorable para la actividad cuando la velocidad
maxima fue nula (0 Km/h) y desfavorable a los 24 Km/h. En el mallin el rango de
favorabilidad-desfavorabilidad fue de 0 Km/h-20 Km/h, respectivamente (Fig. I. 8).

El rango del nimero de mosquitos estimado para la estepa a partir del modelo teérico
resulté 47/0 (limite superior/inferior) bajo condiciones favorables y desfavorables
respectivamente, mientras que para el mallin resulté 630/48. La abundancia estimada en
las condiciones mas favorables en la estepa resulté similar a la estimada para condiciones
menos favorables en los mallines.

Si bien, las capturas reales estuvieron comprendidas dentro de los limites estimados, los
registros para la estepa se hallaron mas préximos al limite inferior del estimado y en el

otro extremo para el caso de los mallines.
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|. DISCUSION

La presencia y dinamica del mosquito de inundacion Ochlerotatus albifasciatus en el valle
de Sarmiento estaria determinada por el anegamiento de los campos y por la temperatura
ambiente. Las fluctuaciones en los niveles de agua inducen la eclosién de los huevos
mientras que la temperatura del agua determina el tiempo necesario para que las formas
inmaduras alcancen su desarrollo completo hasta la etapa adulta (Luduefia Almeida &
Gorla 1995b; Fontanarrosa et al. 2000; Gleiser et al. 2000).

La actividad de los adultos de Oc. albifasciatus comienza aproximadamente un mes
después del comienzo de la temporada de riego en las chacras y culmina alrededor de
dos semanas antes de su finalizacion (Fig. I. 2). Esto sugiere que la actividad antropica
(agricultura) podria substancialmente contribuir al éxito reproductivo de esta especie. El
retraso temporal de la actividad adulta desde el comienzo de la temporada de riego podria
deberse al tiempo de desarrollo de los estadios inmaduros en el contexto termal
(Fontanarrosa et al. 2000), mientras que la finalizacion temprana de la actividad previa al
final de temporada de riego podria deberse a que las temperaturas del aire fueron
cercanas al limite termal para la actividad (5°C) (Luduefa Almeida & Gorla 1995a). La
ausencia de nuevas cohortes al final del periodo estival donde todavia se continta con el
anegamiento de los campos (riego), podria sugerir que las bajas temperaturas de finales
del verano podrian ser un factor inhibitorio determinante sobre la eclosiéon de los huevos.
En contraste con la dinamica de la regién templada, donde al parecer la eclosion de los
huevos puede darse durante todo el afio, mostrando una marcada asociacion con los
eventos de precipitacion mas que con la temperatura (Gleiser & Gorla 1997, Gleiser et al.
2000, Fischer et al. 2002, Fontanarrosa 2000).

En Sarmiento, las redes de canales de riego, hacen que la inundacion por riego artificial

sea el factor de anegamiento mas relevante (que las escasas precipitaciones de la regién)
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para la produccion de charcos de cria. Esta red permite a los propios chacareros decidir la
inundacion de sus campos a nivel espacial y temporal, y por lo tanto incidir
involuntariamente sobre la eclosion e inicio de nuevas cohortes de Oc. albifasciatus. Los
canales de riego constituyen un sistema de inundacién asincrénico que ofrece
permanentemente nuevos sitios de oviposicion y de cria para las nuevas cohortes de
adultos de Oc. albifasciatus. El sistema de riego mantiene, asi, elevados niveles de
abundancia relativa de esta especie en todo el valle durante la temporada de primavera-
verano.

En los pastizales cercanos a la laguna de Mar Chiquita, Cérdoba, (Luduefia Almeida &
Gorla 1995a) y los pastizales de Corrientes (Hack et al. 1978) los grandes pulsos de
emergencia de los adultos son eventos aproximadamente simultaneos en toda la regién,
pero que no se corresponden con inundaciones en parches alternados como en
Sarmiento. Por lo tanto la dindmica en la region templada, con picos de abundancia
seguida de una disminucién abrupta de la poblacion hasta la extincién de las cohortes
hasta el préximo evento de precipitacion, se veria modificada en el valle de Sarmiento por
el efecto antropico, manteniendo abundancias permanentes en toda la temporada calida.
Similarmente a lo observado en los campos de arroz (Bambardeniya & Amerasinghe
2003), el agro-sistema de Sarmiento seria otro ejemplo donde la actividad humana
sostiene una poblacién de mosquitos.

En el paisaje agricola de Sarmiento, la marcada diferencias entre las calidades
ambientales de los mallines (y areas cultivadas) y parches de estepa son reflejadas en la
relacion existente entre la abundancia relativa y los factores ambientales, tales como la
temperatura, humedad relativa, y maxima velocidad del viento (Fig. |I. 4 y Tabla. I. 1). La
elevada actividad de picadura de Oc. albifasciatus y la presencia de sitios de cria sugiere
un mayor éxito reproductivo en mallines y cultivos que en los parches de estepa. Estas

diferencias ocurren porque los mallines, naturales o cultivados, son parches hiumedos
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debido al riego por inundacién (para pasturas y /o forrajeras) o al riego controlado (para
varios cultivos) (Nancucheo et al. 2008). Por otro lado, las escasas precipitaciones en la
regién patagénica (Paruelo et al. 1998), el tipo de vegetacién, baja humedad, elevadas
temperaturas y la ausencia de riego, convierte a los parches de estepa en un tipo de
ambiente desfavorable para Oc. albifasciatus. Sin embargo, esta especie parece tener la
capacidad de dispersarse hacia los parches estepa, al menos hasta unos 200 m, aunque
con un decrecimiento abrupto en la abundancia relativa de hasta 2 6rdenes de magnitud
respecto de los mallines y las areas cultivadas de Sarmiento (desde aprox. 1000
mosquitos/h a menos de 10/h) (Fig. I. 4).

En paisajes naturales como los pastizales de las regiones templadas, (los cuales son mas
homogéneos y favorables ambientalmente), las abundancias relativas decrecen
abruptamente (como los observados para Sarmiento) a distancias mayores a los 500
metros (Gleiser & Gorla 1997). Esto podria significar que en un paisaje agricola con
parches heterogéneos como Sarmiento, el rango de dispersién de esta especie estaria
restringido debido al cambio abrupto desde un ambiente favorable (mallin) a un ambiente
desfavorable (estepa).

El patrén de dispersion observado en la Patagonia y también en otros insectos de otras
regiones del mundo (Roland et al. 2000, Schtickzelle et al. 2006), ratificarian el efecto del
habitat fragmentado, donde la presencia de parches apropiados e inapropiados, podrian
tener un efecto significante en la dispersion maxima (Hunter 2002).

Oc. albifasciatus es una especie diurna (Forattini 1965), que en el periodo invernal de la
region templada tiene mayor actividad en las horas de mayor radiacién. Luduefia Almeida
y Gorla (1995a) han encontrado que en el contexto ambiental de los pastizales de la
provincia de Cérdoba, en un rango de 6 a 15 °C, la temperatura ejerce un efecto positivo
sobre la actividad de Oc. albifasciatus. Por el contrario, durante el resto del afo, las tasas

de vuelo decrecen con el aumento de la iluminacién (Luduena Almeida & Gorla 1995a)
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con picos de actividad al amanecer y al anochecer. Un patrén similar se ha observado en
los mallines de Sarmiento durante el verano, con mayores capturas durante el atardecer
respecto del mediodia (Fig. I. 3y Fig. I. 4). Este patrén, junto con una actividad de adultos
similar entre ambos momentos del dia, durante las jornadas con cobertura total de nubes
(dias nublados), sostendrian el hecho de que la actividad de las hembras podria estar
regulada por un efecto exégeno como es la temperatura. Por lo tanto,
independientemente de la regién de origen, no habria una adaptacion local respecto del
patrén de comportamiento.

La temperatura mostr6 una relacién negativa y resulté ser la variable que mejor explicé los
patrones de abundancias de Oc. albifasciatus entre los tipos de parches y entre los
momentos del dia. Las mayores temperaturas fueron observadas en la estepa (aunque
este ambiente fue el mas expuesto a los fuertes vientos patagoénicos) y al mediodia. Los
efectos negativos de la temperatura sobre la actividad fueron descritos para otras
especies de culicidos (Rudolfs 1925), y otros insectos (Burril 1981; Carrieri et al. 2011;
Briers et al. 2003).

La humedad relativa, mostro una relacion directa y so6lo pudo explicar el patron de
abundancia observada entre los tipos de parches.

Las capturas mostraron una relacion inversa con la maxima velocidad del viento. Esto
puede deberse a que los periodos de calma son menos frecuentes entre rafagas de
vientos de mayores velocidades (Fig. I. 7) y por lo tanto hay menos tiempo para la
actividad de picadura. Esto estaria soportado por observaciones personales durante las
cuales las hembras se mostraron activas en los intervalos de calma y cesaron su actividad
de picadura justo antes de que ocurran las rafagas, para permanecer protegidos entre la
vegetacion. La maxima velocidad del viento mostré un patron decreciente desde la
estepa, hasta las areas cultivadas, donde existen “cortinas de viento”, producidas por

arboles plantados alrededor de las chacras (Nancucheo et al. 1998).
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Respecto de la RLM la interaccién entre la temperatura y el ambiente contribuyé
significativamente sobre la actividad de los mosquitos. Mientras que en los parches de
estepa la temperatura afecté adversamente la actividad de los mosquitos, en los parches
de mallin pareciera no haber un efecto significativo. Esto podria sugerir que las
caracteristicas favorables de los mallines (mayor cobertura vegetal, mayor humedad,
mayor reparo al efecto del viento, presencia de terreno anegado, recursos alimenticios
debido a presencia de néctar) ayudarian a mantener una actividad permanente y estable
de mosquitos frente los cambios de temperatura. Mientras que en los parches de estepa,
de caracteristicas desfavorables (bajos niveles de humedad, escasa vegetacién, y mayor
exposicién al viento), los cambios de térmicos incidirian sobre el comportamiento de los
adultos.

Por lo tanto, la dependencia de la actividad de los adultos de Oc. albifasciatus de una
variable del contexto ambiental.

El incremento del valor de la velocidad maxima del viento pareciera causar un efecto
negativo sobre la actividad de esta especie, reflejado en menores capturas. Este efecto
seria explicado por la relaciéon inversa entre la maxima velocidad del viento (rafagas) y los
momentos de calma (Fig. I. 7), unico momento donde Oc. albifasciatus se mostr6 activo.
Dicho patrén de comportamiento fue observado durante cada sesion de muestreo donde
las tasas de vuelo y picadura fueron aproximadamente similares entre eventos de calma.
El refugio entre la vegetacion para evitar ser pasivamente transportado por el viento, ha
sido afirmado para algunas especies de culicidos tanto en campo (Snow 1982) como en
laboratorio (Hoffmann & Miller 2003) y para otros insectos (Briers 2003).

La relacion positiva entre la cobertura de nubes y la actividad de Oc. albifasciatus
evidenciaria el efecto negativo de la radiacion solar sobre los insectos. Esta propiedad ha
sido observada para culicidos (Alencar et al. 2011; Murillo et al. 1988) y otros insectos

diurnos (Burril 1981).
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Respecto de la relacion entre el viento o la nubosidad y la actividad de Oc. albifasciatus
existe coincidencia con los registros obtenidos en la regiéon templada subtropical (Hack et
al. 1978). En otras especies, pertenecientes a los géneros de Anopheles, Coquillettidea y
Aedes, se han observado resultados similares (Henderson et al. 2006; Rodriguez et al.
2009; Hoffmann & Miller 2003).

En la regién pampeana se han propuesto modelos de la actividad basados en condiciones
ambientales (Luduefia Almeida & Gorla 1995a), o modelos de abundancia relativa en
funcion del paisaje (Gleiser & Gorla 2002). En el valle de Sarmiento, la combinacion de
factores ambientales (temperatura, velocidad del viento y la nubosidad) y tipos de parches
del paisaje (estepas, humedales naturales y area cultivada) permitié explicar (con un 86%)
la variabilidad de la abundancia relativa de Ochlerotatus albifasciatus.

El estudio de los factores que actian sobre la distribucién espacial y temporal de esta
especie en la Patagonia podria aportar informacién de utilidad para el implemento de
politicas de control sanitario. La proliferacién de esta especie, favorecida por la actividad
agricola, podria ser mitigada mediante la aplicacion de sistemas de riego alternativos que

minimicen la inundacién de los suelos por periodos prolongados.
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Capitulo 11

Resistencia a temperaturas de congelamiento en huevos de

Ochlerotatus albifasciatus

(FEI Company®)
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. RESUMEN

La amplia distribucién de Oc. albifasciatus en Sudamérica sugiere una capacidad de
proliferacion en un rango de climas que abarca desde subtropicales hasta frios.

Se expusieron stocks de huevos provenientes de una region templada hiumeda (Buenos
Aires) y de una arida de estepa (Sarmiento) bajo condiciones de congelamiento, con el
objetivo de estudiar adaptaciones térmicas locales respecto de algunas caracteristicas
biol6gicas.

Se describié el comportamiento térmico del sustrato de deposicion de los huevos de Oc.
albifasciatus en la localidad de Sarmiento. Los valores extremos de -12°C°y de 10 hs. de
duracion promedio fueron reproducidos bajo condiciones de laboratorio y utilizados como
tratamiento sobre huevos provenientes de hembras de Sarmiento y de Buenos Aires. Se
evaluaron los efectos del congelamiento de los huevos sobre la supervivencia embrionaria
y la eclosién producida luego de la primera inundacién.

La supervivencia luego del tratamiento resulté exitosa para ambas poblaciones (94-99%)
y el porcentaje de eclosion fue mayor al 98%. La proporcion de huevos embrionados
resulté de 78% para Sarmiento y del 83% para Buenos Aires sin demostrar diferencias
significativas.

El hecho que las poblaciones de Oc. albifasciatus de Buenos Aires y Sarmiento se
encuentren adaptadas a diferentes climas pero sus huevos tengan similar capacidad de
resistir las condiciones de congelamiento sugieren que dicha respuesta seria conservada

en la especie en vez de tratarse de una adaptacion local.
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[1. INTRODUCCION

La extensa distribucion de Ochlerotatus albifasciatus en el cono sur Sudamérica sugiere
una capacidad de proliferacibn en un rango amplio de climas que abarca desde
subtropicales hasta frios. En la Argentina, en la localidad de Sarmiento (Chubut) pese al
riguroso invierno patagonico (con temperaturas extremas histéricas que llegaron a -33 °C
(SMN), durante la estacién calida se producen grandes explosiones demograficas de esta
especie. Por otro lado, en la Pampa Humeda las condiciones de frio invernal suelen ser
menos intensas (minimas histoéricas algo menores a -12 °C (SMN) y a Oc. albifasciatus se
lo puede hallar activo durante todo el afo.

Asumiendo que las poblaciones de Sarmiento son endémicas, los huevos tendrian la
capacidad de sobrevivir a las temperaturas frias extremas, resistiendo o evitando el
congelamiento como ocurre en los Aedinos articos (Strathedee & Bale 1998, Bale 2002) o
bien resguardandose de las temperaturas extremadamente frias en microclimas
generados por la materia organica en descomposicion. Para las poblaciones de la
provincia de Buenos Aires, se ha sugerido que los huevos quedarian resguardados a los
eventos de frios extremos (Campos & Sy 2006.).

Por otra parte se ha sugerido que los adultos podrian provenir de zonas aledafnas por
dispersién activa desde los lugares cercanos a los sitios de cria (Gleisser & Gorla 1997) o
transportados en forma pasiva por el viento (Bejaran et al. 2008).

La diapausa, un estado de dormancia donde el desarrollo ha sido suprimido, parece ser la
estrategia adoptada por los culicidos, al igual que otros insectos, para poder sobrevivir a
periodos adversos (Kostal 2006). Para mosquitos de origen tropical como Ae. aegypti, las
bajas temperaturas y la disminucion del fotoperiodo, previo a la llegada del invierno,
serian los disparadores de la diapausa en las regiones templadas (Focks et al. 1994).

Campos y Sy (2006) observaron que la diapausa de Oc. albifasciatus, reflejada por el
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porcentaje de eclosién, disminuye su intensidad a medida que las condiciones térmicas en
el campo o en el laboratorio se tornan favorables.

Se ha estudiado como las condiciones térmicas de una regién inducen adaptaciones
locales de ciertos caracteres, como la supervivencia de huevos en Aedes albopictus de
Indiana, EEUU, (Hawley et al. 1989). Para Wyeomyia smithii de la regién templada de
EEUU se ha demostrado que la supervivencia y la fertilidad decrecen a mayores latitudes,
debido a las menores temperaturas durante el verano y a la mayor intensidad y duracion
del frio durante el invierno (Bradshaw et al. 2000).

En otros ordenes de insectos, por ejemplo en tisandpteros de Inglaterra, se observaron
adaptaciones locales respecto de la relacion entre grados dias y temperatura minima para
el desarrollo (Stacey & Fellowes 2002).

Si en condiciones de laboratorio los huevos de Oc. albifasciatus, demostraran una
disminucion significativa en la supervivencia frente a temperaturas extremadamente bajas
(T°<0°C), podria interpretarse que los huevos no serian capaces de sobrevivir a las
condiciones naturales del invierno salvo por el comportamiento de las hembras al
oviponer en refugios térmicos, como entre la hojarasca en el suelo (Campos & Sy 2006).
Mientras que si los huevos sobrevivieran, podria indicar que esta capacidad de tolerancia
seria algun tipo de caracter conservado en ambas poblaciones que les permitiria
sobrevivir a las bajas temperaturas, sin necesidad de un refugio.

La preservacion de la capacidad de sobrevivir al congelamiento entre poblaciones de
regiones contrastantes climaticamente podria indicar la presencia de un caracter
conservado en la especie, mantenido por presién selectiva.

Mientras que si la supervivencia y/o una tasa de eclosidén resultaran distintas, podria
indicar la existencia de adaptaciones a las condiciones térmicas locales para estos

parametros poblacionales.
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II. OBJETIVO

Evaluar la supervivencia y la eclosion de los huevos de Ochlerotatus albifasciatus, de
poblaciones de la pampa humeda (templada) y de la patagonia (arida fria), expuestos
experimentalmente a un evento de condiciones térmicas bajo cero, recreando un evento
del invierno patagénico. Para este objetivo se describe previamente la dinamica térmica
del sustrato de un charco temporario patagonico donde Oc. albifasciatus deposita los

huevos.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Caracterizacién térmica

Para obtener una caracterizacion térmica de ambos sitios de estudio, Buenos Aires y
Sarmiento, se registr6 la temperatura minima absoluta diaria del aire durante el periodo
Mayo-Septiembre del afio 2011. El periodo elegido se caracterizd por la ausencia de
estadios inmaduros y adultos en Sarmiento.

Los datos de temperaturas para la region templada fueron obtenidos del Servicio

Meteorologico Nacional (www.smn.gov.ar), mientras que para la region fria fueron

provistas por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Sarmiento.

Por otro lado, se describi6é térmicamente el sustrato (suelo) de deposicion de los huevos
de Oc. albifasciatus. Para ello, se colocaron registradores de temperatura HOBO® (Fig. II.
1) en el centro de un charco efimero, con registros previos como productor de larvas y
asociado a riego por inundacion (Fig. Il. 2). El charco se ubic6 en una chacra de area rural
de Sarmiento (45°35'29.51"S, 69°2'20.28"0). Los registros fueron hechos a nivel del suelo
y cada media hora (entre Mayo y Septiembre de 2009). Se eligieron las temperaturas

minimas absolutas diarias como insumo para analizar patrones térmicos minimos.

Fig. I1. 1. Data logger térmico HOBO® Onset.
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Fig. Il. 2. Charco efimero, asociado al riego por inundacién y productor de larvas (Sarmiento) donde fue colocado el data
logger térmico.

Stocks de huevos

Para obtener stocks de huevos de Ochlerotatus albifasciatus de ambas regiones, se
capturaron hembras del campo que luego fueron mantenidas en cajas de cria. Las
mismas fueron alimentadas con una fuente de sangre (mamifero) para lograr la
maduracion de los huevos (Ver mas detalles en Materiales y métodos generales).

Luego de la ovipostura, los stocks de huevos fueron almacenados durante 2 a 6 meses en
frio a una temperatura de 5 °C y oscuridad para inducir la diapausa (Campos & Sy. 2007)
o al menos para reducir significativamente la actividad metabdlica, hasta su uso en los
ensayos. Se ha observado que largos periodos de almacenamiento a bajas temperaturas
y largos periodos de aclimataciéon mejoran la respuesta de eclosion (Campos 2008).
Estudios preliminares mostraron que la respuesta de eclosidén respecto del tiempo de
almacenamiento (2-6 meses) no demostro diferencias significativas, test exacto de Fisher,

p>0.05).
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Tratamientos

Tanto para la poblacion de Chubut como para la de Buenos Aires se realizaron los

siguientes tratamientos:

a) Condiciones de congelacion (-12 °C / 10 Hs)

Se us6 un conjunto de huevos pertenecientes al mismo periodo. Cuando el nimero de
huevos por stock no super6 los 100 ejemplares se realizaron repeticiones para el mismo
tratamiento, es decir, se sumé otro stock hasta alcanzar un minimo de 200 huevos.

Entre dos y cuatro stocks de 36 a 117 huevos, almacenados en frio como se indica en
“Materiales y Métodos generales”, fueron colocados en un freezer a una temperatura de
-12 °C durante un periodo de 10 Hs., simulando un evento de frio extremo durante una
noche de invierno patagénico (ver resultados de temperaturas durante el periodo
invernal). Luego de este periodo fueron colocados nuevamente a 5°C durante una
semana, y finalmente a temperatura ambiente de laboratorio (24 °C) durante dos semanas
con un fotoperiodo 14:10 Hs. (L:O) para aclimatarlos y revertirlos del estado de diapausa
(Campos & Sy 2006).

Finalmente se los inund6 por 12 horas con agua destilada a temperatura ambiente y una
solucion de levadura (10 mg/40 ml de agua declorada) para inducir la eclosion (Campos &
Sy 2006).

Luego de 12 Hs., el numero de huevos eclosionados fue contabilizado en base al numero
de larvas del primer estadio. Los huevos no eclosionados fueron mantenidos sobre un

pano humedo a temperatura ambiente durante una semana mas.
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Se llevo a cabo una nueva inundacién de esos huevos y se contabilizaron las larvas
nacidas. Los huevos que no eclosionaron luego de las dos sumersiones fueron tratados
con una solucién de hipoclorito de sodio al 50% para transparentar el corion y determinar
la presencia o ausencia embrionaria (Campos & Sy 2006). Los huevos embrionados que

no eclosionaron luego de la segunda sumersién fueron consideraron no viables.

b) Control

El procedimiento fue similar al tratamiento, excepto que los huevos no se expusieron al

evento de frio extremo (-12 °C / 10 Hs), y fueron directamente aclimatados, desde su

almacenamiento en frio (5°C), a temperatura ambiente del laboratorio.

Analisis de datos

Inicialmente se considerd el numero total de huevos utilizados para cada tratamiento y de
manera descriptiva se graficaron los porcentajes de eclosiéon luego de la primera y
segunda sumersion, de huevos embrionados no eclosionados y de huevos no

embrionados.

Para cada stock de huevos de cada tratamiento se calculd:

e La eclosion primaria, - como la proporcién entre niumero de huevos eclosionados

luego de la primera inundacién sobre el numero total de huevos eclosionados

(suma de eclosionados luego de la primera y la segunda inundacién).
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e La proporcion de huevos embrionados, como el numero total de huevos
eclosionados mas los huevos no eclosionados con presencia de embriones
respecto el numero total de huevos.

¢ Finalmente se considerd supervivencia embrionaria, como el numero de larvas
eclosionadas tanto para la primera como para la segunda inundaciéon sobre el

nuamero total de huevos embrionados (eclosionados o no).

El origen de la poblaciéon y el efecto de las condiciones térmicas bajo 0°C sobre la
eclosién y la supervivencia embrionaria fueron evaluados mediante un analisis de la
varianza no paramétrico (Kruskal Wallis). La comparacion entre poblaciones respecto de
la proporcién de huevos embrionados fue evaluado mediante un analisis de la varianza
(Zar 1996). El paquete estadistico utilizado fue Infostat®(2008).

El nivel de significancia utilizado para las pruebas estadisticas fue de 0.05. Cada stock de

huevos fue tratado como una réplica.
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II. RESULTADOS

Temperaturas invernales

La distribucion de las temperaturas minimas del aire de Buenos Aires (region templada)
resulté superior a la de Sarmiento (region arida) (Fig. Il. 3). Con una mediana de 10 °C
para Buenos Aires y 2°C para Sarmiento. Ademas Sarmiento mostré una mayor amplitud
térmica (Fig. 1. 3).

20

15

10 u]

Temperatura Min. Abs. (°C)

Bs As Sar

Fig. I1. 3. Distribucion de la temperatura minima absoluta del aire en los sitios de estudio.

Las temperaturas minimas absolutas del aire de Sarmiento alcanzaron entre -11 vy
9°C,(INTA) y de los 100 dias analizados (periodo Mayo-Septiembre del afio 2011) el 43 %
demostré registros por debajo del punto de congelacién (periodo 26 de julio-16 de
septiembre: sin datos). Para Buenos Aires no se registraron temperaturas minimas

inferiores a 0°C, y oscilaron entre 1.4y 16 °C (Fig. Il. 4).
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Fig. 1. 4. Temperatura minima absoluta diaria del aire registrada durante el periodo invernal 2011 en las dos regiones
estudiadas (Bs As-rombo lleno- y Sarmiento-cuadrado vacio-) y temperatura minima absoluta diaria a nivel del suelo de un
charco efimero productor de larvas durante el periodo invernal 2009 (cuadrado lleno).

Las temperaturas minimas diarias para el suelo del charco de Sarmiento, registradas por
los sensores Hobo® (Data loggers) demostraron temperaturas minimas absolutas entre
-12.4y 11 °C (Fig. Il 4) y de los 145 dias evaluados un 49 % se hall6 por debajo del punto
de congelacién 12-19 mayo: sin datos).

La duracion promedio del evento de congelamiento nocturno (tiempo en horas bajo 0°C)
de cada mes demostré una maxima en junio de 10 horas mientras que el rango mas bajo
de temperaturas minimas absolutas fue entre -4.4 y -12.4 °C (julio) (Fig. Il. 5.).

La duracion maxima y temperatura absoluta minima (10 Hs y -12 °C) sirvieron de modelo
de un tipico evento de congelacion del invierno patagoénico. Estos datos fueron los

utilizados como referencia para el experimento de laboratorio.
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Fig. Il. 5. Rango de temperatura minima absoluta mensual (T. Minima inferior: linea continua; T. Minima superior: linea
punteada) a nivel del suelo durante el periodo invernal mayo-septiembre de 2009 en un charco efimero, productor de larvas,
en Sarmiento, Chubut. Tiempo promedio de la duracién de un evento de exposicién a temperaturas de congelacion por mes
(barras grises). A y B indica los valores de tiempo y temperatura elegidos para representar una condiciéon térmica de
invierno en Sarmiento.

Eclosiones, Huevos embrionados y Supervivencia embrionaria

Del total de huevos utilizados, el porcentaje de eclosion, luego de la primera inundacion,
oscil6 entre 66.8 y 84.6 % para cualquiera de los tratamientos. (Nsa «0c=310; Nsa
contro=2071; Ngsas <0cc= 231; Nasas controi=200). El porcentaje de eclosion luego de la segunda
inundacion no supero el 0.5%, respecto al numero inicial. Por otro lado, los huevos
embrionados que no eclosionaron fueron menos del 6 % y los huevos no embrionados

representaron de un 10 a un 31.9 % (Fig.ll1.6).
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Fig. 1. 6. Situacion de eclosion de los huevos, en base al numero total utilizado, de las diferentes areas (Sar: Sarmiento y
Bs As: Buenos Aires) bajo diferentes tratamientos (Control y < 0 °C: exposicion a un evento de congelamiento).

La proporcion de huevos embrionados no mostré diferencias significativas entre

poblaciones (Anova, p>0.05) y resulté con una media 83 % para los de Buenos Aires y del

78 % para los huevos patagonicos (Tabla.ll.1).

Tabla.l1.1. Exito de eclosion de huevos bajo diferentes condiciones térmicas

Proporcién de

Proporcién de

Eclosionados en

huevos embrionados supervivencia 1 °inundacién N stock
embrionaria (%)
Bs As <0°C 52-99 88-99 (93.5) 100 (100) 114;117
Bs As control 85-95 (83) 92-95 (93.5) 99-100 (99.5) 100; 100
Sarmiento <0°C 83-88 97-100 (98.5) 99-100 (99.8)  36;41;42;82
Sarmienlto 55-80 (78) 97-100 (98.7) 98-100 (99.3)  100; 100; 100
contro

Rango de huevos embrionados (embrionados / huevos totales); supervivencia embrionaria (eclosionados / embrionados) y
huevos eclosionados luego de la primera inundacién (1° eclosion /eclosionados totales x100). Los nimeros entre paréntesis

indican los promedios.

La proporcion de huevos embrionados que eclosionaron (supervivencia embrionaria) no

se vio afectada significativamente por la temperatura extrema (<0°C) ni por el origen de la

poblacién (Kruskall Wallis, p>0.05). La media de cada tratamiento oscilé entre un 94 y
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99%. Por otro lado, no se observan signos de interaccién entre los factores analizados
(Tabla.ll.1).

Del total de huevos que eclosionaron, entre el 98 y el 100 % lo hicieron luego de la
primera inundacién independientemente del origen y el tratamiento (Kruskall Wallis,

p>0.05) (Tabla.Il.1).
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I1. DISCUSION

Se ha demostrado que los huevos de Oc. albifasciatus tendrian la capacidad de sobrevivir
bajo condiciones de congelamiento y que esta propiedad seria mantenida incluso en
poblaciones donde dichas condiciones son poco frecuentes.

Durante el invierno, las temperaturas del aire por debajo del punto de congelacion fueron
mas frecuentes e intensas en Patagonia que en Buenos Aires. Las condiciones térmicas a
nivel del suelo alcanzaron valores por debajo del punto de congelacion, sugiriendo que los
huevos de Sarmiento estarian expuestos naturalmente bajo escenarios extremadamente
frios.

El tiempo promedio de exposicién a temperaturas bajo cero en el sustrato representa en
numerosos casos el 25 a 42 % de la duracion de un dia. En laboratorio se ha observado
para pupas de Agromyzidae (diptera) que las exposiciones durante 12 horas a -10 °C sin
previa aclimatacion al frio (a 5 6 10 °C) provocé la mortalidad del 98 % de los individuos
testeados (Chen & Kang 2004). En huevos de culicidos esto podria significar que los
eventos de congelacion en el sustrato podrian causar mortalidad si éstos no se
encuentran previamente aclimatados o en diapausa.

La viabilidad embrionaria sugiere que este estadio del ciclo de vida, independientemente
de su origen, es resistente al congelamiento (Cold hardiness), al menos para una noche
de invierno patagonico. Esta caracteristica de resistencia se ha observado en especies de
insectos en otras regiones frias (Bliss & Gill 1933; Bale 2002).

La capacidad de los huevos de resistir a las condiciones de congelamiento y el poco
probable fenémeno de dispersién por viento (Bejaran et al. 2008) desde la matriz
desértica periférica, podrian indicar que las primeras cohortes hacia finales de la

primavera de Oc. albifasciatus en Sarmiento provienen de la eclosion de huevos locales
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que han sobrevivido a las condiciones del invierno, y por lo tanto, se trataria de una
poblacién endémica.

La resistencia al congelamiento seria un caracter conservado en la poblacion de Buenos
Aires, ya que dichas condiciones térmicas durante las estaciones frias, son
comparativamente de menor intensidad y escasa frecuencia en esta region. Por lo tanto la
supervivencia y proliferacion de esta especie en esta localidad podria ser limitada por la
escasez de precipitaciones, en lugar de las bajas temperaturas. Y a diferencia de
Sarmiento, el fendbmeno de dispersion desde zonas aledafias podria ser un fenédmeno
recurrente que podria explicar la presencia de adultos en los espacios verdes de la ciudad
de Buenos Aires donde los criaderos podrian ser escasos o estar ausentes (Bejaran et al
2008). Para esta ultima situacién se podria conjeturar con la teoria de fuente-sumidero,
donde los parques de las ciudades podrian actuar como sumideros, mientras que las
zonas aledanas (grande espacios verdes) como fuentes.

La supervivencia a temperaturas de congelacion fue observada para especies del genero
Aedes que habitan en las regiones articas. Se propuso que las estrategias para evitar
mortalidad por congelacion en estas especies se deberia a mecanismos para tolerar o
evitar las temperaturas extremadamente bajas (Danks et al. 1994; Strathdee & Bale 1998;
Bale 2002). Para Ochlerotatus albifasciatus podria sugerirse mecanismos de tolerancia,
ya que dichas estrategias han demostrado ser las mas econdémicas energéticamente,
estables y frecuentes entre los insectos (Strathdee & Bale 1998).

Las temperaturas minimas histéricas de Buenos Aires suelen ser menos extremas que las
de Patagonia (Fig. Il. 3), con algunas excepciones. Sin embargo, dichas condiciones
térmicas regionales no habrian ejercido algun tipo de presion selectiva sobre el caracter
de resistencia al congelamiento. Por el contrario éste parece ser un caracter conservado

en la especie, tal vez debido a su origen.
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Lane (1953) sugirié una posible region patagodnica entre los siete centros de endemismo y
dispersion de culicidos en la regién Neotropical (Morrone 2014).

Algunas posibles explicaciones para que no actuara alguna fuerza selectiva sobre el
caracter de resistencia podrian ser: i) un minimo flujo génico entre las dos poblaciones, lo
cual permiti6 mantener el caracter ii) un periodo de tiempo evolutivo insuficiente para
observar alguna adaptacion térmica local para dicho caracter, a pesar del aislamiento
geografico debido a la matriz desértica periférica y iii) una fuerte seleccién para la
conservacién del caracter y su arquitectura genética (Gandon et al.1998, Kawecki & Ebert
2004).

Los huevos de Oc. albifasciatus no mostraron evidencia de una adaptacién a las
condiciones térmicas locales a pesar de las diferencias climaticas entre estas regiones de
la Argentina. Sin embargo esto si ha sido observado para huevos de Aedes albopictus,
una especie invasora en EEUU, donde las cepas de mayores latitudes expuestos
naturalmente a condiciones de invierno tuvieron mayor supervivencia que las cepas de
menores latitudes (Hawley et al. 1989).

El tiempo de exposicion y la temperatura (10hs, -12°C) podrian haber sido insuficientes
para observar efectos sobre la supervivencia de los huevos de Oc. albifasciatus de origen
patagénico pero no para los de la region templada humeda. Ademas, tiempos de
exposicion a temperaturas similares han mostrado letalidad en otras especies, tales como
Ae. albopictus de Europa (Thomas et al. 2012).

En los organismos resistentes a temperaturas bajo 0°C, ocurre deshidratacion durante el
proceso de congelamiento (Storey & Storey 1996), por lo tanto, se ha sugerido que la
adaptacion a este ultimo fenédmeno fue evolutivamente secundario (Danks et al. 1994). En
Buenos Aires, debido a los escasos registros por debajo de cero grados, las sequias
estacionales podrian afectar mas la supervivencia de los huevos. En Sarmiento, las

condiciones adversas que afectarian la supervivencia de huevos serian las temperaturas
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extremadamente bajas junto con el aire seco (aridez). En ambos casos la adaptaciéon de
Oc. albifasciatus a las condiciones climaticas adversas le permiten mantenerse y proliferar
como poblaciéon endémica.

En el caso de Buenos Aires la tolerancia al congelamiento podria volverse un caracter til
frente a condiciones climaticas frias extremas.

En la region patagénica y a veces en la region templada de Buenos Aires, las
temperaturas invernales llegan a ser extremadamente bajas. Si bien en el campo el
enfriamiento o la formacion de cristales de hielo (congelamiento) es un factor de
terminacion mas comun en muchas diapausas de invierno (Kostal 2006), podria pensarse
en la necesidad de temperaturas gélidas para mejorar la tasa de eclosion de los huevos
de Oc. albifasciatus, en analogia con algunas semillas de ambientes frios que necesitan
de un periodo de bajas temperaturas para la germinacién (Cold stratification) (Chien et al.
1998; Walck et al. 2000; Penfield et al. 2005). Sin embargo, el porcentaje de eclosion fue
elevado independientemente de la exposicién a la temperatura de congelacién, sugiriendo
que este evento térmico extremo no influyd en el porcentaje de eclosion en ninguna de las
dos poblaciones. Ademas los elevados porcentajes de eclosion luego de la primera
inundacion resultaron similares a los hallados por Campos (2008) —sin exposicion al
congelamiento- , lo que podria indicar que no habria diferencias regionales en cuanto al
éxito de eclosion.

En La Plata, Buenos Aires Campos & Sy (2006) observaron una eclosion del 80.4 % de
un total de 4222 huevos luego de la tercera inundacién, mientras que el 81.5 % (674) del
remanente de huevos no eclosionados estaban embrionados. El resto, aproximadamente
un 5% no tenian signos de encontrarse embrionados y fueron interpretados como no
fertilizados. En esta experiencia las proporciones de huevos embrionados en ambas
poblaciones resultaron por debajo (78 -83 %) que lo registrado para La Plata (96% del

total), indicando una variabilidad en la embriogénesis entre poblaciones.
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Por otro lado, una supervivencia embrionaria del 93-98% de los embriones sugiere una
alta tasa de nacimiento larval independientemente del pasaje por condiciones de
congelacion y del origen latitudinal de cada poblacién. Resultados diferentes se hallaron
en langostas y moscas de China, donde el grado de resistencia al congelamiento
dependio del origen latitudinal de la poblacion (Jing & Kang 2003; Chen & Kang 2004).

La capacidad de Ochlerotatus albifasciatus de sobrevivir ante un evento de congelacion, y
probablemente a mas de uno en los inviernos patagénicos, podria explicar su amplia
distribucion territorial en el regidbn mas austral del planeta, llegando incluso hasta Tierra
del Fuego. Esta capacidad en las regiones templadas podria explicar los antecedentes de
eclosiones observadas en pleno invierno (Fava et al. 2001).

Los niveles de abundancia relativa dependen de las condiciones climatolégicas
(precipitaciones) en la region templada humeda y de los deshielos que provocan
anegamientos de los suelos altas latitudes y a elevadas altitudes. Sin embargo, en los
valles patagénicos la actividad antrdpica, necesaria para subsistir, fomentaria la
proliferacién de esta especie. Es decir, que por medio del sistema de riego utilizado para
la actividad agropecuaria, se generarian criaderos constantes que favorecerian el
desarrollo de este culicido de inundacién.

El conocimiento sobre la biologia de Oc. albifasciatus, en especial en los valles
patagénicos, es importante para un futuro planeamiento ambiental que pueda controlar y
mitigar las molestias ocasionadas por las altas abundancias de estos mosquitos durante
cada verano.

Las futuras lineas de investigacion podrian dirigirse hacia el conocimiento de otras
caracteristicas de la biologia de los huevos como las temperaturas minimas letales en
funcion del tiempo de exposicién, tolerancia al congelamiento para huevos sin

aclimatacion, fisiologia del tipo de estrategia utilizada para resistir a las temperaturas de
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congelacion, y finalmente, desde el punto de vista poblacional, estudios genéticos

filogeograficos entre las poblaciones estudiadas.
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Respuestas térmicas en la biologia pre-imaginal de

Ochlerotatus albifasciatus
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1. RESUMEN

Los procesos biolégicos en mosquitos pueden variar en respuesta a las caracteristicas
climaticas locales. Se evaluaron los efectos térmicos sobre el tiempo y la tasa del
desarrollo, supervivencia de los estadios inmaduros, y tamafno de los adultos en dos
poblaciones locales de Ochlerotatus albifasciatus (Macquart) (Diptera: Culicidae). Una de
las poblaciones corresponde a una regién arida (Sarmiento) y la otra a una region
templada (Buenos Aires) de la Argentina. Las larvas nacidas de huevos de ambas
regiones fueron colocadas en bafos térmicos de cria (rango: 11-32°C). El desarrollo y la
supervivencia fueron registrados diariamente hasta la emergencia de los adultos. El
umbral de desarrollo y la constante térmica para Sarmiento (4.59+3.08°C, 204.08+7.83°D)
fue menor y mas alta que para Buenos Aires respectivamente (8.06+1.81°C,
149.251£2.6°D). A temperaturas frias (11-16°C), las larvas de Sarmiento demostraron
mayor supervivencia (56%) que las de Buenos Aires (15%) y completaron su desarrollo en
menor tiempo (5 dias), mientras que a temperaturas calidas (20-32°C) resultaron hasta
dos dias mas lentas y con similar supervivencia (16% vs 18%). El estimador de tamano
(ala) no mostro diferencias entre poblaciones.

Los parametros “supervivencia de las formas inmaduras”, “tiempo de desarrollo”, “umbral”

y “constante de desarrollo” de Oc. albifasciatus demostraron respuestas térmicas que

podrian indicar una adaptacion local.
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[11. INTRODUCCION

Los procesos biolégicos en los insectos se desenvuelven dentro un determinado rango
térmico, acotado por umbrales. Un incremento en la temperatura del medio, superior al
umbral inferior, resulta en un aumento de la tasa metabdlica del organismo (Williams &
Felmate 1992). En consecuencia, la temperatura de cria de los estadios inmaduros
repercute sobre la velocidad del desarrollo y el tiempo de emergencia de los imagos
(Ross & Merrit 1978, Sweeney & Vannote 1981).

El tiempo disponible para la acumulaciéon de biomasa depende del tiempo de desarrollo
(TD). Se ha estudiado que individuos criados a altas temperaturas (TD cortos) resultan en
adultos de menor talla respecto de aquellos criados a bajas temperaturas (TD largos)
(Wise 1980). Por otro lado, el tamano corporal de los imagos hembras correlaciona
positivamente con la fecundidad (Cliffort & Boerger 1974), por lo que podria afirmarse que
la temperatura es el principal factor regulador de la velocidad de crecimiento poblacional.
La relacion aproximadamente lineal entre la inversa del TD (1/TD) y la temperatura de
cria, ha permitido estimar la temperatura umbral (inferior) y la constante térmica del
desarrollo para diferentes especies de insectos (Campbell et al 1974, Trimble & Lund
1983, Mottram & Fanning 1994, Tun Lin 2000, Teng & Apperson 2000). Aunque con
cierto margen de error en su estimacion (Sharpe & De Michelle 1977), estos parametros
suelen ser utilizados para detectar restricciones sobre el desarrollo por efectos
geograficos, taxonédmicos y alométricos (Honek 1999).

Entre las distintas especies de culicidos, Ochlerotatus albifasciatus se caracteriza, (entre
otras particularidades), por proliferar en “aguas de inundacion” (“floodwater mosquitoes”,
Service, 1993) de distintas regiones climaticas en el sur de Sudamérica,

Es de esperar que una especie con una amplia distribucion latitudinal y que ha podido

adaptarse tanto a zonas calidas como en areas frias (Bachmann & Bejarano 1960, Burroni
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et al. 2011) haya evolucionado con diferentes caracteristicas biolégicas locales (Trimble &
Smith 1978).

Por ejemplo en Culex pipiens molestus el menor tiempo de desarrollo se registré entre las
cepas provenientes de regiones tropicales cuando las condiciones de cria eran calidas
(Olejnicek 2000). Sin embargo, en otros culicidos se ha observado que poblaciones de
clima frio completan su desarrollo mas rapido que poblaciones de climas mas calidos en
todo el rango térmico (Tauthong & Brust 1977, Trimble & Smith 1978).

En los “floodwater” mosquitos el tiempo de desarrollo ha demostrado un incremento o
decrecimiento en su magnitud de acuerdo a las caracteristicas del habitat, las cuales
incluyen tanto factores fisicos como biodticos (Schafer & Lundstrém 2006), las cuales
varian de acuerdo a latitud y la altitud.

Para Oc. albifasciatus no hay estudios sobre variaciones geograficas en la ecologia del

desarrollo entre poblaciones de diferentes latitudes.
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1. OBJETIVO

Estudiar comparativamente los efectos de la temperatura sobre el tiempo y las tasas de
desarrollo larval, la supervivencia de los distintos estadios inmaduros y el tamarno de los
adultos al tiempo de la emergencia para Ochlerotatus albifasciatus provenientes de dos

regiones climaticas diferentes dentro de su area de distribucion.
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1. MATERIALES Y METODOS

Coleccion y preparacion del material biolégico

Los sitios de estudio donde se colectaron los mosquitos fueron espacios verdes en la
ciudad de Buenos Aires y en la zona agricola del valle de Sarmiento.

Las hembras de Ochlerotatus albifasciatus fueron colectadas mediante un capturador
(aspirador) eléctrico durante diciembre-enero (2010-2012) en Buenos Aires y enero-
febrero 2011 en Sarmiento. Luego de capturadas, fueron dispuestas y acondicionadas en
cajas de cria. Para lograr la puesta de huevos, se les brind6 una fuente de sangre y un
sitio para la ovispostura. Los huevos fueron dejados a temperatura ambiente (= 23 °C)
durante uno diez dias para asegurar el desarrollo embrionario (Fava et al. 2001) y luego
almacenados a aproximadamente 5 °C para mejorar la eclosion durante los experimentos
(ver Materiales y métodos generales)

Las larvas de primer estadio fueron obtenidas a partir de los huevos almacenados. Para
ello estos fueron previamente retirados de las condiciones frias (5 °C) y colocados durante
dos semanas a temperatura ambiente (= 23 °C) y a un fotoperiodo de 14:10 (L:O) para
aclimatarlos y revertirlos de un posible estado de diapausa (Campos & Sy 2006). Una vez
aclimatados los huevos fueron colocados en recipientes de plastico (12x12x6 cm) e
inundados hasta sumersién con agua de red mezclada con una alicuota de 10 ml solucién

de levadura de cerveza para estimular la eclosion (Campos & Sy 2006, Campos 2008).

81



Capitulo IlI: Respuestas térmicas en la biologia pre-imaginal de Oc. albifasciatus

Tratamiento

Las larvas del primer estadio nacidas dentro de las primeras 14 Hs posteriores a la
sumersion fueron colocadas individualmente en recipientes cilindricos de 3 cm de
diametro y 5 cm de largo con 10 ml de agua de red declorada.

El disefio experimental consistié en colocar grupos entre 30 y 40 larvas (recipientes) bajo
diferentes temperaturas constantes (tratamiento) utilizando bandejas térmicas (Fig. Ill. 1)
(Loetti et al. 2001). Cada larva fue asignada aleatoriamente a un determinado tratamiento.
El rango de temperaturas de cria fue de 12 - 29 °C para Buenos Aires y de 11 - 32 °C para
Sarmiento. Inicialmente se buscd que los rangos testeados sean los mismos para ambas
poblaciones, sin embargo, la temperatura del ambiente (laboratorio) afecté la regulacion
de los termostatos. Por lo tanto, se colocaron data loggers térmicos (Hobo®) en las
bandejas, y se considerd como referencia las temperaturas medias registradas en vez de

lo que indicaban los sensores de los termostatos del sistema.
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B s T
Fig.I11.1. Bandejas térmicas de cria

(Loetti et al. 2001).

El fotoperiodo utilizado fue de 14:10 (L:O). Las larvas fueron alimentadas diariamente con
una alicuota de alimento balanceado para perros (Purina®) de acuerdo a Gerberg et al.
(1994) para estadios de Aedes (l: 0.2 mg/dia, Il: 0.3 mg/dia, Ill: 0.4 mg/dia, IV: 0.6
mg/dia). El nivel de agua en los recipientes individuales se mantuvo constante mediante el
agregado de un volumen equivalente de agua evaporada.

Para no alterar (estresar) las larvas en los recipientes, se realizd solo mantenimiento
(limpieza, recarga de agua, etc.) en lugar de reemplazar totalmente el agua durante el
experimento.

El estadio larval fue registrado diariamente, a la misma hora. Aquellas larvas que se
encontraban en proceso de muda fueron consideradas en el estadio hacia el que iban a
mudar. Las larvas y pupas muertas, al igual que las exubias, fueron retiradas y fijadas en
alcohol al 97%. Una vez alcanzado el estadio pupal se coloc6 un tapon de algodén para
evitar el escape del imago.

Los adultos emergentes fueron colocados en un freezer (-12 °C) durante una hora. El ala

izquierda fue removida y luego fotografiada utilizando una camara (Leica® DFC 295)
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montada en un microscopio estereoscopico (Leica® S8 APO). La longitud del ala fue
utilizada como indicador del tamaro del cuerpo del adulto (Clements 1992). La medicion
fue realizada desde la base del alula hasta el apice, extremo de R3, como se indica en la
Fig. Il 2.

En estudios preliminares también se consideré la longitud del fémur del 3° par de patas
como estimadora del tamano (Clements 1992). Por cuestiones operativas, ambas
mediciones (Ala y Fémur) fueron correlacionadas con el objetivo de elegir s6lo una como

estimadora.

Fig. I1l. 2. Referencia de la longitud del ala como estimador del tamafo corporal.

Analisis de datos

La duracién del desarrollo completo se calculdé en base al tiempo (en dias) transcurrido
desde la eclosion de los huevos hasta la emergencia de los adultos. Mientras que el
tiempo de desarrollo por estadio fue calculado como la diferencia entre el dia en que se
alcanzé un determinado estadio y el dia en que paso al siguiente. Se tomé como tiempo
cero (D=0) al momento de inicio del tratamiento y a partir de alli el tiempo fue medido

s

como Dia 1 (a las 24 hs), Dia 2 (a las 48 hs), etc. Cada individuo (por recipiente) por
bandeja fue considerado como réplica.

El tiempo de desarrollo total fue graficado como funciéon de la temperatura de cria para
realizar un andlisis descriptivo de la respuesta, mientras que para poder comparar

(estadisticamente) entre poblaciones se linealiz6 la funcidn (ver andlisis estadistico).
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Para estimar el umbral de desarrollo inferior y la constante térmica para cada poblacién se
realiz6 un analisis de regresion lineal de la tasa de desarrollo (reciproca del tiempo de
desarrollo =1/TD) vs la temperatura, de acuerdo a Campbell et. al (1974) y Teng &
Apperson (2000). El rango térmico utilizado para las estimaciones fue de 11- 25°C, debido
a que temperaturas superiores a 25 °C revelaron tasas aproximadamente constantes.

La supervivencia total por temperatura de cria fue calculada como el nimero de adultos
emergentes relativo al niumero inicial de larvas del primer estadio. La supervivencia por
estadio (dada una temperatura), fue calculada como la proporcién de individuos que
pasan al siguiente estadio respecto de los que iniciaron el estadio actual.

Para intentar explicar las diferencias entre poblaciones respecto del desarrollo y la
supervivencia total, se analizaron comparativamente los tiempos de desarrollo y
supervivencia a nivel estadio. Para ello se agruparon los individuos de acuerdo a tres
rangos térmicos arbitrarios: Frio (11-16°C), Templado (17-22°C) y Calido (25-32°C).

Para cada poblacién, se graficé la longitud del ala izquierda (asumiendo simetria con el

ala derecha) en funcién de la temperatura y se ajusté a una funcién lineal.

Analisis estadistico

La relacion tiempo de desarrollo vs temperatura fue linealizada transformando los datos
de la variable respuesta al logaritmo natural (Ln (TD)) (Zar 1996). De esta manera el

modelo de analisis de regresion resulté:

Yi=Bot+ Bixi+ €.
Y la funcién estimada:

Yi=C+ mX ,
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Donde yies el Ln (TD), x; es la temperatura de la bandeja de cria, “c” la ordenada al origen

y “m” la pendiente de la recta.

Para cada funcion de regresién fue estimada la banda de confianza y el coeficiente de
determinacion () (Zar 1996). Mientras que para comparar las pendientes de las
regresiones obtenidas se realiz6 la prueba de paralelismo u homogeneidad de pendientes
(Chatterjee et al, 2000). En el analisis de tiempo de desarrollo en funcién de la
temperatura por estadios se aplicé un test no paramétrico, Mann-Whitney U (Zar 1996).
Para la supervivencia total y por estadio se aplicé un test de proporciones para muestras
independientes (Fleiss 1981).

La relacion entre el tamafo en funcion de la temperatura fue analizada por medio de una
regresion lineal simple (Zar 1996). Para comprar los patrones respuesta entre poblaciones

se realizé una prueba de paralelismo entre pendientes (Chatterjee et al 2000).
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[1l. RESULTADOS

Tiempos de desarrollo

La relacion entre el tiempo de desarrollo y la temperatura resulté de forma exponencial
negativa. En ambas poblaciones se observa que el tiempo de desarrollo disminuye en
forma exponencial con el incremento de la temperatura de cria (rgs as: 0.91 y Psa: 0.92).
Los valores del TD van desde 6 dias a 29 °C hasta 42 dias a 12°C para Buenos Aires.
Mientras que para la poblacién de Sarmiento el rango de valores fue de 7 a 39 dias para
32 °C y 11°C respectivamente (Fig. . 3).

Las rectas del ajuste lineal del Ln (TD) vs la temperatura de Buenos Aires (r°=0.91, m=-
0.1, pm<0.0001, c=4.6, N=104) y Sarmiento (r?=0.93, m=-0.07, pn< 0.0001, c=4.14,
N=109) resultaron con pendientes significativamente diferentes (prueba de paralelismo,
p<0.0001) (Fig. Ill. 4). A bajas temperaturas (11-16° C), el tiempo de desarrollo estimado
de los ejemplares provenientes de Buenos Aires resulté hasta 4-5 dias mas lento
respecto de las de Sarmiento. Mientras que a temperaturas templado-célidas (20-32° C)
las larvas de Buenos Aires desarrollaron, hasta 2 dias mas rapido, (Fig. lll. 5).
Aproximadamente a los 18% C ambas poblaciones mostraron tiempos de desarrollo

similares.

87



Capitulo IlI: Respuestas térmicas en la biologia pre-imaginal de Oc. albifasciatus

+
41 - +
+ +
o
+
+
36 +
o+ + BsAs
o+
31 A 8\\ 4 O Sar
o N
o Xt ----Exponencial (Bs As)
o *
:‘é 26 - + + +0 —— Exponencial (Sar)
5
o
= 21 -
16
11 4
6
10
Temperatura (°C)
Fig. I11. 3. Tiempo de desarrollo de Oc. albifasciatus en funcion de la temperatura (constante) de cria para individuos de

Buenos Aires y Sarmiento, con sus respectiva ajustes de tendencias exponenciales.
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Fig. 111. 4. Logaritmo natural del tiempo de desarrollo (Ln (TD)) en funcién de la temperatura constante de cria para ambas
poblaciones. Las bandas de confianza se indican con linea continua para Sarmiento y puenteada para Buenos Aires.
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Fig. I11. 5. Diferencia entre Buenos Aires y Sarmiento respecto del tiempo de desarrollo (TD) de Oc. albifasciatus (Eje Y =
TD gsas—TD sar). En este caso, los TD fueron estimados a partir de la ecuacién de la regresion lineal.

En ambas poblaciones (templada y arida) el TD de cada estadio mantuvo la relacién
inversa con la Temperatura (Fig. Ill. 6).

Los estadios que mejor explicaron las diferencias en el tiempo de desarrollo total
resultaron |, IV y pupa a temperaturas frias, los estadios Il, Ill y IV a templadas y sélo el
estadio | para las temperaturas calidas (Tabla. Ill. 1). Sin embargo, a bajas temperaturas
(frias), el estadio Il de Sarmiento resulté mas lento en el desarrollo que Buenos Aires.

A partir de 25 °C se minimiz6 el efecto sobre el tiempo de desarrollo con el incremento de
la temperatura de cria, y se utilizé un rango hasta dicho valor para calcular los umbrales

térmicos inferiores.
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Fig. 111. 6. Tiempo de desarrollo de Oc. albifasciatus en funcién de la temperatura constante de cria por estadio. Individuos

de Buenos Aires (+) y Sarmiento (O) y lineas de tendencias para Buenos Aires (---) y Sarmiento ( —).
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Tabla. I11. 1: Tiempos de desarrollo promedio + DE (dias) por estadio para las poblaciones de Oc. albifasciatus de Buenos
Aires y de Sarmiento a diferentes rangos térmicos.
Frio Templado Célido
11-16 (°C) 17-22 (°C) 25-32 (°C)
. Buenos . Buenos . Buenos .
Estadio Aires Sarmiento Aires Sarmiento Aires Sarmiento
| *3.73x1.35 2.91+0.72 2.14+0.46 1.97+0.46 1.09+0.29 *1.88+0.40
(209) (119) 174) (38) (158) (80)
I 3.561£1.43 *4.27+1.56 1.69+0.51 *2.03x0.29 1.22+0.42 1.13+0.34
(165) (105) (138) (36) (128) (68)
I 4.47+1.93 4.49+£1.79 2.24+0.91 *2.71+0.82 1.65%£0.66 1.46+0.55
(101) (95) (75) (31) (60) (46)
I\ *8.32+2.62 7.44+2.59 3.56+1.43 *4.08+0.88 2.35+0.75 2.35+0.55
(59) (81) (41) (24) (33) (31)
p *6.24+1.64 5.48+1.20 2.82+0.72 2.90+0.31 1.74+0.45 1.587+0.51
(48) (67) (34) (20) (24) (22)

El tamafo de la muestra se indica entre paréntesis.
Los asteriscos (*) indican diferencias significativas cuando se compararan las dos poblaciones por estadio y para cada
rango termal.

Las tasas de desarrollo en funcién de la temperatura (Fig. 1ll. 7) demostraron un ajuste
lineal significativo (p< 0.0001) para Buenos Aires (m: 0.0067, c: -0.0540, r*:0.90) y para

Sarmiento (m: 0.0049, c: -0.0225, r*:0.89).

=]
=

Bs As

o
[x3

S

8

Tasa de desarrollo (1/TD)
o o o o o
]
Tasa de desarrollo (1/TD)

.04 004
.02 y= 292%756;054 0.02 y= nﬁgc;nggéggzza
0.00 0.00 - - + . - r . - . -
4 [} -] 10 12 14 16 18 20 22 24 % 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 %
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Fig. Ill. 7. Tasa de desarrollo (inversa del TD) de Oc. albifasciatus vs temperatura de cria para Buenos Aires (Bs As) y

Sarmiento (Sar).

El umbral de desarrollo (-c/m) estimado para la poblacién de clima templado, Buenos
Aires (8.06+1.81 °C), result6 mayor respecto de la poblacién desértica patagénica
(4.59£3.08 °C). La constante térmica (1/m) fue mayor para la poblacién de Sarmiento

(204.08+7.83 grados dia) que para la poblacién de Buenos Aires (149.25+2.6 grados dia).

91



Capitulo IlI: Respuestas térmicas en la biologia pre-imaginal de Oc. albifasciatus

Supervivencia

Las supervivencias totales (Adultos emergentes / larvas | iniciales) de los ejemplares
provenientes de Buenos Aires resultaron similares en todo el rango de condiciones
térmicas (0,15-0,18) (Tabla. lll. 2). Mientras que para los de clima arido (Sarmiento) se
observaron supervivencias significativamente mayores a temperaturas templadas (0,50) y
frias (0,56) respecto de las temperaturas calidas (0,16) (Tabla. Ill. 2). Al ajustar una linea
de tendencia (por ejemplo un polinomio) sobre los datos de supervivencia de Sarmiento
se pudo observar una tendencia maxima hacia las regiones frias del rango térmico (Fig.
[ll. 8). Una funcion tipo regresién segmentada hubiera sido mas precisa pero al no tener
con que comparar no fue realizada.

Para Buenos Aires no se hallaron lineas de tendencia con coeficientes de determinacién

aceptables (r* muy bajos).
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Fig. 111. 8. Valores de supervivencia de Oc. albifasciatus ajustados a una linea de tendencia polinémica obtenida para la
poblacién de Sarmiento.

En larvas del primer estadio se observo un patron diferente de supervivencias en las dos
regiones (Tabla. Ill. 2). Para Buenos Aires la supervivencia del estadio | incremento
significativamente con la temperatura, mientras que para Sarmiento la supervivencia a
temperaturas calidas fue significativamente menor respecto de las templadas y frias. Las
larvas 1ll de Buenos Aires y las larvas Il y IV de Sarmiento mostraron una supervivencia

significativamente mayor a temperaturas frias.

Tabla. I11. 2: Supervivencia total y por estadio de Oc. albifasciatus bajo diferentes rangos térmicos para Buenos Aires y
Sarmiento.
Buenos Aires Sarmiento
Estagic 11-16°C  17-22°C  25:32°C 11-16°C  17-22°C  25-32°C
(Frio) (Templado) (Calido) (Frio) (Templado) (Calido)
| 0.70a 0.81b 0.97c 0.99A 095 A 0.57B
(299) (215) (163) (120) (40) (140)
I 0.79a 0.79a 0.81 a 0.88 A 095 A 0.85A
(209) (174) (158) (119) (38) (80)
Il 0.61a 0.54 ab 0.47b 0.90 A 0.86 AB 0.68B
(165) (138) (128) (105) (36) (68)
IV 0.58 a 0.59 a 0.55 a 0.85A 0.77 AB 0.67 B
(101) (75) (60) (95) (31) (46)
P 0.82a 0.83a 0.73 a 0.83A 0.83A 0.70 A
(59) (44) (33) (81) (24) (31)
Total 0.15a 0.18 a 0.15a 0.56 A 0.50 A 0.16 B
(299) (215) (163) (120) (40) (140)

El tamafio de la muestra se indica entre paréntesis.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre rangos térmicos para la supervivencia en cada estadio

Tamano

El estudio preliminar sobre la relacion entre longitud del ala y del fémur arrojo como
resultado una correlacion significativa (Prueba de Spearman: r=0.89; p<<<0.05; N=89).

Razon por la cual se opté por medir en adelante sélo el ala.
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La longitud del ala (estimador del tamafio del adulto) mostré una relacion lineal inversa
respecto de la temperatura para Buenos Aires (r?=0.78; Ppm-0<0.0001, N=97) y para
Sarmiento (r*=0.79; Pm-0<0.0001, N=99). En ambas poblaciones los rango de tamafio
resultaron entre 2.8-4.5 mm (Fig.l11.9).

Ambas pendientes (mgy= -0.05; mpsas= -0.06) mostraron superposicion en sus intervalos
de confianza, indicando que no habria diferencias entre la tasa de cambio del tamafio en
funcién de la temperatura (prueba de paralelismo: p= 0.2202, NS). La ordenada al origen

de ambas funciones (Csy=4.6910.13; Cgsas=4.9110.16) se superpuso en sus intervalos de

confianza.
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Fig. I11. 9. Tamano del ala (estimador del tamafo del cuerpo) de Ochlerotatus albifasciatus en funcion de la temperatura de
cria para Buenos Aires y Sarmiento. La linea del ajuste lineal atraviesa por el medio del intervalo de confianza de
Sarmiento (IC Sar) y Buenos Aires (IC Bs AS).
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[11. DISCUSION

La relacion inversa entre temperatura y el tiempo de desarrollo, observada para ambas
poblaciones, fue la esperada para los insectos en general (Wigglesworth 1972, Trimble &
Lund 1983) y similar a la observada en diferentes especies de mosquitos (Clements 1963,
Brust 1967, Trimble & Smith 1978, Tun Lin et al. 2000, Su & Mulla 2001, Loetti 2007).
Comparativamente los individuos de la poblacion patagénica (Sarmiento) parecen
presentar patrones de respuestas favorables frente a las caracteristicas térmicas frias,
mientras que las poblaciones del clima templado (Buenos Aires) frente a las temperaturas
cdlidas. Dichas diferencias podrian resultar de posibles optimizaciones en el ciclo de vida
para afrontar las condiciones térmicas regionales.

En la poblacion de Sarmiento esto fue reflejado en tiempos de desarrollo mas cortos,
mayores tasas de supervivencia a temperaturas frias y un menor umbral térmico para el
desarrollo. Mientras que en la poblacién de Buenos Aires se observé que a temperaturas
cdlidas, los tiempos de desarrollo resultaron de menor duraciéon y el umbral minimo de
desarrollo fue mayor. La supervivencia no mostré una temperatura éptima.

Aunque el éxito de la poblaciéon podria depender fuertemente de la supervivencia de los
estadios inmaduros, un tiempo desarrollo mas corto podria asegurar o favorecer el éxito
reproductivo de la especie, como por ejemplo, al completar el desarrollo antes de la
evaporacion de un charco.

Trabajos en Tx. septentrionales y Ae. triseriatus han sugerido similares tipos de respuesta
adaptativa frente a las condiciones térmicas locales, las cuales dependen en muchos
casos de la latitud geogréafica (Trimble & Smith 1978, Trimble & Lund 1983, Teng &
Apperson 2000). La estrategia de desempefarse mejor a temperaturas frias por parte de
los individuos de clima arido fue observada en otros mosquitos de regiones de clima frios

y desérticos (Danks 1994).
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Oc. albifasciatus es la Unica especie de mosquito de inundacién adaptado al extremo sur
de Sudamérica. Lane (1953) sugirié a la region patagdnica como un posible centro de
endemismo y dispersion para los culicidos en la regién neotropical (Morrone 2014). Bajo
este concepto, Oc. albifasciatus podria conservar algunas caracteristicas en ambas
poblaciones estudiadas, tales como la resistencia al congelamiento de los huevos (Garzén
et al. 2013). Sin embargo, otras caracteristicas del ciclo de vida podrian mostrar patrones
que ajusten a las diferentes condiciones locales tales como un incremento en la
supervivencia larval y un desarrollo de menor duracidbn a bajas temperaturas. Esta
plasticidad de respuesta a condiciones térmicas particulares podria ser una caracteristica
que permita explicar la amplia distribucién geografica de la especie, desde latitudes
templadas hasta latitudes frias, como la pampa humeda y la region patagoénica. Sin
embargo, el limite de distribucidén restringido hacia el norte del continente sugiere que
habria otros factores biéticos (alimentacion, competencia, depredacién, parasitismo, etc.)
que podrian ser mas relevantes.

A bajas temperaturas, los estadios inmaduros I, IV y pupa podrian llegar a explicar las
diferencias de los TD completos entre Buenos Aires y Sarmiento. A temperaturas
templadas las diferencias podrian explicarse por las diferencias entre los estadios II-IV,
mientras que para el rango frio sélo por el estadio |. En algunos estadios, el desarrollo no
se vio favorecido por algun rango térmico y en el caso mas extremo no se pudo explicar
por qué las larvas del segundo estadio de regiones templadas desarrollaron mas rapido
que las de regiones frias cuando se someten a bajas temperaturas.

Respecto de los parametros del desarrollo, la constante térmica obtenida para la
poblacién de la regién templada fue menor que para la patagdnica, es decir los individuos
de verano de Buenos Aires requieren en teoria una menor cantidad de grados-dia
acumulados para completar el desarrollo larval y por lo tanto estarian mejor adaptados a

los regimenes de secado de los charcos El umbral de desarrollo para Sarmiento fue
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menor que el de Buenos Aires. Es decir, que los individuos de la regién patagdnica
tendrian la capacidad metabdlica de desarrollar a temperaturas menores que los de la
region templada. Esta diferencia de respuesta podria ser otro indicio de adaptacion local a
las condiciones térmicas de origen.

Para los individuos de latitudes altas, un menor umbral térmico implicaria la capacidad de
desarrollo al inicio de la estacion favorable donde aun se registran temperaturas bajas.
Ademas esta caracteristica permitiria continuar con el desarrollo en Sarmiento durante
las jornadas frescas o por las noches durante el verano.

Para el hemisferio norte, Trudgill & Perry (1994) demostraron que especies adaptadas a
latitudes altas, tuvieron un menor umbral térmico y una mayor tasa de desarrollo a bajas
temperaturas. Mientras que aquellas especies de menores latitudes demostraron
umbrales mas altos y un desarrollo mas rapido a temperaturas célidas.

Otro tipo de respuesta se observo en pupas de Tx. septentrionales de regiones frias,
latitudes altas, donde el requerimiento térmico fue menor tanto para temperaturas frias
como calidas, sugiriendo una adaptacién fenoldgica a los veranos mas cortos (Trimble &
Smith 1978).

En Oc. albifasciatus como en la mayoria de los poiquilotermos multivoltinos, distribuidos a
los largo de un gradiente latitudinal, la variacion en los parametros del ciclo de vida podria
contribuir a afrontar la variedad de climas, en cuanto a longitud de la estacion favorable
(Roff 1980). Por ejemplo, reduccion del tiempo de desarrollo y del umbral térmico para
mayores latitudes. Estas variaciones geograficas obedecerian a una regla de “mayor
latitud, menor umbral de desarrollo y mayor constante térmica” demostrada a nivel inter
especifico (Honek 1996) y con algunos ejemplos a nivel intraespecifico. El presente
trabajo sugiere que las poblaciones estudiadas de Oc. albifasciatus aportarian otro

ejemplo a este ultimo nivel.
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Si el rango de temperaturas estudiado representara el periodo estival para Sarmiento y
todo el ano Buenos Aires, los resultados sugieren que bajo condiciones de campo, y sin
otros factores de mortalidad, la supervivencia de los individuos de Oc. albifasciatus de
Sarmiento se veria favorecida por temperaturas mas bajas al comienzo del verano.
Mientras que en Buenos Aires la supervivencia durante todo el afio, no mostraria un rango
de temperaturas favorables.

Las claves para entender los patrones de supervivencia total estarian a nivel de los
estadios. Por ejemplo, en las larvas de |, lll y IV estadio de Sarmiento se observé una
mayor supervivencia a bajas temperaturas y un patrén inverso para las larvas de primer
estadio de Buenos Aires. Los patrones de supervivencia entre los individuos de Oc.
albifasciatus provenientes de diferentes poblaciones sugieren una plasticidad de
respuesta a las condiciones térmicas de acuerdo a la regién de origen, tal como se ha
observado entre cepas de Aedes aegypti de distintas regiones de Estados Unidos (Tun
Lin 2000) y entre poblacionales de Ae. albopictus (Ayres et al 2002, Monteiro 2007).

El efecto de la acumulacion de la biomasa durante el desarrollo larval suele observarse en
el tamano resultante de los adultos, que a su vez correlaciona con la fecundidad (Tun Lin
et al., 2000; Armbruster & Hutchinson 2002, Lehmann et al., 2006). En Oc. albifasciatus,
como en otras especies, elevadas temperaturas de cria resultaron en desarrollos mas
rapidos y en adultos de menor talla y viceversa (Rueda 1990). Por lo tanto, es esperable
un efecto del tamano sobre la fecundidad como consecuencia del tiempo de desarrollo
dependiente de la temperatura, lo cual podria ser evaluado en futuros experimentos.

Los tamanos corporales en funcién de la temperatura de cria no difirieron entre ambas
poblaciones. Sin embargo a bajas temperaturas el tiempo de desarrollo de la poblacién
arida result6 menor que la de la regién templada y viceversa. Esto podria sugerir una
mayor eficiencia en la acumulacion de biomasa a bajas temperaturas para Sarmiento y

temperaturas calidas para Buenos Aires. Hipétesis a corroborar en futuros experimentos.
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Comparativamente, se podria concluir que algunos parametros (tiempo de desarrollo y
eficiencia en la acumulacién de biomasa) para Oc. albifasciatus de la regién templada,
indicarian una temperatura éptima dentro de un rango térmico calido. Mientras que para
Sarmiento, el tiempo de desarrollo, la supervivencia y la eficiencia para la acumulacion de
biomasa, indicarian una temperatura optima dentro del rango de las frias.

La informacion del efecto de la temperatura sobre el desarrollo y la supervivencia de los
estadios inmaduros de mosquitos son necesarios para el diseno de modelos de

poblaciones y estrategias de control (Rueda 1990).
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V. RESUMEN

La amplia distribucién biogeogréafica de Ochlerotatus albifasciatus podria suponer un
cierto grado de variabilidad intraespecifica. Se buscaron diferencias morfoldgicas entre las
subpoblaciones de Buenos Aires (pampa humeda) y Sarmiento (estepa patagonica)
aplicando morfometria geométrica en las alas.

Iméagenes fotogréficas de las alas fueron caracterizadas con 17 puntos de referencia
(Landmark: LM). Los LM fueron utilizados como set de datos para el célculo de un
estimador del tamano (Centroid Size: CS) y de variables de conformacién (Shape). La
conformacion del ala no resulté afectada por el tamafo, sugiriendo que los LM utilizados
mantendrian una propiedad isométrica. El tamafo de las alas no difirié entre poblaciones.
Las alas de las hembras resultaron significativamente de mayor tamafo que los machos.
S6lo en la poblacién de Sarmiento La conformacion de las alas resulté diferente entre
sexos, mas delgada en los machos, indicando un dimorfismo sexual. También se
detectaron diferencias significativas entre las dos poblaciones. Por otro lado, un analisis
discriminante permitié separar significativamente entre poblaciones y entre sexos con un
error de clasificacién menor al 25 %.

Las diferencias de conformacién alar halladas en este estudio podrian deberse a las
caracteristicas climaticas y/o condiciones ecoldogicas locales sumado un posible

aislamiento geografico.
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V. INTRODUCCION

La variabilidad intraespecifica se ha observado en muchas especies de insectos y
particularmente en mosquitos (Hribar 1994, Honek 1996, Rubio Palis 1998, Ambruster et
al. 2001, Jing & Kang 2003, Vinogradova 2003, Chen & Kang 2004, Ambruster & Conn
2006, Khlatchikian et al. 2009). Para Oc. albifasciatus se ha demostrado la existencia de
variaciones en las distancias genéticas evaluadas a nivel molecular que correlacionaron
positivamente con las distancias geograficas. En el centro de Argentina, existiria una clina
norte — sur de por lo menos 500 km, indicando una restriccion al flujo génico entre las
areas de cria de poblaciones locales (De Sousa et al. 1996, De Sousa et al. 1999). Estas
diferencias genéticas podrian resultar en diferencias morfolégicas que permitan
diferenciar anatobmicamente a los ejemplares de poblaciones de diferentes regiones. Por
otra parte las caracteristicas de regiones climaticas contrastantes, como las ecoregiones
de estepa patagdnica y la pampa humeda (Burkart et al. 1999), podrian favorecen
variaciones locales (Trimble & Smith 1978, Ayres & Scriber 1994, Bardshaw et al. 2000,
Stacey & Fellowes 2002).

El andlisis por morfometria geométrica, aplicado en el area de la taxonomia, se ha
complementado exitosamente a los estudios moleculares y las descripciones morfolégicas
clasicas (Solano et al. 1999, De la Riva et al. 2001, Dvorak et al. 2006, Mutanen &
Petrorius et al. 2007, Calle et al. 2008, Gafur & Ajizah 2008, Morais et al. 2010). Esta
metodologia resulta de mayor ecuanimidad para detectar diferencias morfolégicas intra o
interespecificas (Calle et al. 2002, Mutanen & Petrorius et al. 2007, Vidal et al 2011, Soto
Vivas 2011, Vasquez & Liria 2012), y para evaluar diferentes efectos, como condiciones
de cria, lineas de laboratorio, variacién geografica, etc (Jirakanjanakit & Dujardin 2005,
Jirakanjanakit et al. 2007, Soto Vivas et al. 2007, Jirakanjanakit et al. 2008, Aytekin et al.

2009, Stephens & Juliano 2012).
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En teoria, las caracteristicas del ala podrian ser reflejo de las condiciones micro
ambientales locales que impondrian un arreglo 6ptimo de las partes del ala (Henry 2010),

la cual podria variar intra-especificamente en tamarfo y conformacion de una region a otra.
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V. OBJETIVO

Explorar las posibles variaciones morfolégicas entre sub-poblacionales de Ochlerotatus
albifasciatus de eco-regiones contrastantes (pampa humeda vs estepa patagdnica),

aplicando técnicas de morfometria geométrica en alas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Poblacién de origen

Las dos sub-poblaciones de Oc. albifasciatus en estudio, Buenos Aires (34°36' S, 58° 26'
O) y Sarmiento (45°35' S, 69° 05' O), forman parte de las ecoregiones de Argentina con
mayor proporcion de superficie total en el territorio de Argentina: Pampa himeda 15.7% y
Estepa patagdnica 20.1%. La primera ecoregion, donde se ubica la ciudad de Buenos
Aires, posee un clima templado-hiumedo, mientras que la segunda, donde se ubica la
ciudad de Sarmiento, posee un clima éarido de estepa (Peel et al. 2007). Ambas
poblaciones se encuentran separadas entre si por una matriz desértica, a una distancia

de aproximadamente 1400 Km.

Alas

Los mosquitos adultos utilizados para el analisis se desarrollaron a partir de larvas
provenientes de eclosiones inducidas en laboratorio. Los “pooles” de huevos utilizados
fueron obtenidos a partir hembras capturadas en el campo en ambas localidades.

Los estadios inmaduros fueron criados en laboratorio bajo un rango de temperaturas 12-
29° C, un fotoperiodo 14:10 Hs. (L:O) y alimentados diariamente con una alicuota de
alimento balanceado para perros (Purina®) de acuerdo a Gerberg et al. (1994). Una vez
completado el desarrollo, los adultos fueron “freezados” y los que se encontraron en mejor
estado fueron seleccionados para la posterior diseccion. El ala izquierda de cada individuo

fue extraida del térax con la ayuda de una pinza fina, colocada entre porta y cubreobjetos
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y fotografiada con una camara (Leica® DFC 295) acoplada un microscopio
estereoscopico (Leica® S8 APO).

En total se obtuvieron registros fotograficos de 135 alas: 24 Machos y 36 Hembras para
Buenos Aires y 32 Machos y 43 Hembras para Sarmiento. Una vez obtenida la imagen
fotografica digital se seleccionaron 17 puntos del ala —Landmarks (LM)- (Fig. IV. 1) y con
el software tps-DIG 2.16 (Rohlf 2010) se generaron coordenadas cartesianas en dos

dimensiones, que caracterizaron a cada individuo.

Fig. IV. 1. Localizacion de los 17 Landmarks (LM) en el ala izquierda de Oc. albifasciatus

Tamano de centroide y Conformacion

Para comparar el tamario total del ala entre los diferentes grupos (sexo/poblacion), se
utilizé el estimador isométrico del tamarfio conocido como Tamario del Centroide (Centroid
Size: CS) derivado de los datos de coordenadas cartesianas. El CS es definido como la
raiz cuadrada de la suma del cuadrado de las distancias entre el centro de la
configuracién de los LM (Centroide) y cada LM (Bookstein 1991).

Las configuraciones de LM obtenidas fueron trasladadas, rotadas y escaladas de acuerdo

al método de superposicion Procrustes (Bookstein 1991) utilizando el software MorphoJ®
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1.05 (Klingenberg 2011). De esta manera se generaron las coordenadas Procrustes, las

cuales fueron utilizadas como variables de conformacion (Shape).

Analisis estadisticos

Para evaluar la existencia de alometria de la conformacioén, se realizé una prueba de
regresion multivariada utilizando al CS como variable independiente y a la conformacion
(Shape) como variable dependiente (Rolhf 1993, Zelditch et al. 2004).

Las diferencias de CS entre grupos fueron testeadas estadisticamente usando el test de
Wilcoxon (no paramétrico, Zar 1996), previa logaritmacién de los datos [Ln (CS)].

Las coordenadas de conformacion derivadas del algoritmo de Procrustes se utilizaron
para comparar entre los grupos: sexos y poblacion (macho,Sar/ hembra,Sar/ macho,
BsAs/ hembra,BsAs). La comparacion se realizO mediante un andlisis componentes
principales (PCA) y un analisis discriminante de a pares (AD) (Zelditch et al. 2004). Para
asociar niveles de inferencia estadistica a las diferencias entre poblaciones, se utilizaron
los componentes principales (CP) para una prueba t (Machos) o Mann-Whitney U
(Hembras) (Zar 1996). En todos los casos se utilizé un nivel de significancia a=0.05.

El software MorphoJ® 1.05 (Klingenberg 2011) fue utilizado para visualizar los cambios de
conformacion de las alas entre los grupos a lo largo del CP1. Esto consistié en el calculo
de una configuraciéon consenso, grillas sobre un plano deformado (thin-plate spline),
vectores de deformacion y un modelo de trazado de lineas —wareframe- (Zelditch et al.

2004).
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IV. RESULTADOS

La regresion multivariada de la conformacion (Shape) en funcién del tamano (CS) result6
significativa s6lo para la poblacion de Bs As (p<0.05). Sin embargo, en todos los grupos la
varianza de la conformacién explicada por el modelo (r%) resulté menor al 8.5 % (Tabla. IV.

1). Por lo tanto la conformacion resulté independiente del tamario.

Tabla.IV.1. Prueba de alometria [Shape en funcién del CS]

Sexo- Varianza Varianza Varianza o .
Poblacién | Total Predicha | Residual | " | 7ePredicho | p-valor
HBsAs | 005186 | 0.00369 | 004817 | 36 71 0.005
HSar | 004348 | 000106 | 004242 | 43 2.4 0.395
MBsAs | 002490 | 000212 | 002279 | 24 8.5 0.038
MSar | 002953 | 000154 | 002799 | 32 5.2 0.086

Nivel de significancia (a=0.05)

El tamano de las alas no mostré diferencias entre poblaciones (Machos: Prueba de
Kruskal Wallis, K=2.969, p=0.085; Hembras: Prueba de Kruskal Wallis, K=0.002,
p=0.969). Sblo para Sarmiento las alas de las hembras resultaron de mayor tamafo que
la de los machos (Prueba de Kruskal Wallis, K=16.4838, p=0.00005). Por otro lado, se
observo una variabilidad de tamafio mayor para la poblacion de Buenos Aires (Fig. IV.2).
Probablemente la no detecciones de outliers podria explicar la diferencia de distribuciones

del tamano, mas amplia para Buenos Aires .
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Fig.1V.2. Logaritmo natural del estimador isométrico del Tamafo (Ln (CS)) para los cuatro grupos de estudio.

Respecto de la conformacion del ala, la primera componente principal explicd el 71% de la
varianza total y separ6 mejor los sexos que las poblaciones. Por otro lado, variabilidad en
Sarmiento resultd menor que en Buenos Aires, indicado por la elipse de confianza del
90% (Fig.IV.3). La comparacién entre poblaciones para cada sexo mostrd diferencias
significativas (Machos: Prueba t, p=0.0003; Hembras: Prueba Mann-Whitney U,
p=0.0009).

La grilla deformada y los vectores de deformacion permitieron visualizar las diferencias en
la conformacion, a lo largo del CP1, como variaciones de los 17 landmarks elegidos
respecto de la configuracién consenso. Los mayores efectos de deformacién se
observaron en los vectores pertenecientes a los puntos 1 (interseccion: A; y borde) y 12
(interseccion: R, y Rs), y en menor medida en 11(interseccion: My y M,). Tanto 11 como
12 se desplazan hacia la base del ala, mientras que 1 lo hizo en sentido contrario

(Fig.IV.4). La mayor deformacion se observo en el centro y en el borde inferior.
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Las diferencias mas visibles en la conformacién se observé entre sexos para cada una de

las poblaciones, siendo la forma mas ahusada o delgada para los machos (Fig.IV.5).
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Fig. 1. 3. Distribucién de los grupos de Oc. albifasciatus a lo largo de los primeros dos componentes principales. Machos
Bs As (cuadrado vacio) y Sarmiento (cuadrado lleno); Hembras Bs As (circulo vacio) y sarmiento (circulo lleno).
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Fig. V. 4. Grilla sobre plano deformado mostrando la diferencia entre la conformacién media del ala de Oc. albifasciatus y
los vectores de deformacion (varianza).
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Fig. 1V. 5. Modelo de trazado de lineas (Wireframe) para la conformacion del ala promedio (linea continua) y la tendencia de
la variacién (Lineas punteadas) en alas de Oc. albifasciatus. (Sar: Sarmiento; Bs As: Buenos Aires; M: Macho; H: Hembra)

El analisis discriminante permiti6 separar las poblaciones, para el mismo sexo, y los
sexos dentro de la misma poblacién (p<<0.05). Se omitieron las comparaciones cruzadas
entre sexo y poblacion (ejemplo: HBsAs-MSar) por no poseer sentido ecolégico.

La separacion entre los grupos fue evaluada por la tabla de clasificacién de validacién
cruzada (Tabla. IV. 2), ya que el tamano de la muestra resulté relativamente pequefio en
relacion a las variables a analizar (17 LM). El error de clasificacion solo fue observado en
la comparacion entre poblaciones. En hembras, el 25 % de los ejemplares pertenecientes
a Buenos Aires fueron clasificados “erréneamente” como de Sarmiento, mientras que el
21 % de las pertenecientes a Sarmiento lo fueron como de Buenos Aires. En machos, el
33% de Buenos Aires fue clasificado como de Sarmiento y el 28 % de Sarmiento lo fue
como de Buenos Aires. Entre sexos no se observaron errores de clasificacién y las
distancias entre sus centroides fueron aproximadamente tres veces mayores (11,7 y 12.7)

que entre las poblaciones (3.8 y 4.4).
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Tabla. IV. 2. Validacion cruzada para los cuatro grupos de Oc. albifasciatus, a partir del Analisis Discriminante

Proporcion de clasificacién errénea Distancia T-cuadrado _valor

HBsAs | HSar | MBsAs | M Sar | Mahalanobis P
HBsAs-HSar 9/36 9/43 3.76 276.92 <.0001
MBsAs-MSar 8/24 9/32 4.41 266.69 0.0003
HBsAs-MBsAs 0/36 0/24 11.70 1970.48 <.0001
HSar-MSar 0/43 0/32 12.68 2948.57 <.0001

Nivel de significancia (a=0.05)
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V. DISCUSION

En este estudio se pudo diferenciar poblaciones desde el punto de vista morfométrico de
Oc. albifasciatus pertenecientes a dos ecoregiones. Estas diferencias podrian resultar de
las caracteristicas y condiciones ecologicas locales sumado a un posible aislamiento
geografico (Sumann et al 2009, Yurttas et al 2005).

La variacién de la conformacion alar no resulté afectada por el tamafio (Tabla 1). Esto
sugiere que cualquier factor que influya en el tamafio, como la temperatura de cria, no
afectaria la conformacion.

El dimorfismo de tamafno no se pudo relacionar con el dimorfismo de la conformacién, ya
que el tamano entre poblaciones fue el mismo. Esto Ultimo podria significar una
conservacién genética del tamano ya que los individuos de ambas poblaciones fueron
criados bajo las mismas condiciones y recursos (de laboratorio), es decir, independientes
de las condiciones microambientales naturales. Por lo tanto si hubiera diferencias de
tamano en individuos capturados en campo seria por causas ambientales.

En Oc.albifasciatus las diferentes conformaciones alares de las poblaciones locales
sugieren como en otros culicidos cierto grado de divergencia genética (Gafur & Ajizah
2008). Aunque minimas visualmente, estas diferencias se manifestaron en las distancias
entre los centroides de las coordenadas (distancia Mahalanobis) y el porcentaje de
clasificacién correcta.

En los mosquitos el tamano es un determinante del “fithess” con mayor relevancia en las
hembras, las cuales serian mas sensibles a las condiciones ambientales (Teder & Tamaru
2005). En la poblacion de Sarmiento se comprobd un dimorfismo sexual de tamano
(hembras mas grandes que machos), no observado para Buenos Aires. Posiblemente, las
caracteristicas ambientales generen fuerzas selectivas que determinen (o no) dimorfismos

sexuales. Estas diferencias adaptativas de tamano podrian favorecer el éxito reproductivo.
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En Oc. albifasciatus criado bajo condiciones de laboratorio, el tamafo del ala no
contribuy6 a diagnosticar variaciones a nivel intraespecifico como si se ha observado en
otros insectos (Dvorak 2006). Por otro lado, estudios de campo para culicidos han
sugerido diferencias de tamafno entre poblaciones de diferentes regiones (Henry et al
2010), sin embargo las conclusiones de estos trabajos deberian ser tomadas con
precaucion ya que el tamafo de los adultos podria estar afectado por las distintas
variables ambientales locales (temperatura, calidad de alimento, depredadores,
competidores, parasitos, etc.). El presente estudio, la cria de ambas poblaciones de Oc.
albifasciatus se sometié a las mismas condiciones, Por lo que los resultados sugieren
para el caracter “tamafo corporal ” una fuerte conservacion genotipica. La falta de
variaciones de tamano supone que no se hayan favorecido ecotipos en respuesta a los
dos ambientes estudiados (Clements 1992, Begon et al. 2006).

La conformacion alar permitié distinguir claramente entre machos y hembras de Oc.
albifasciatus, aun con mayor precision que entre poblaciones. Las alas de las hembras
fueron mas amplias en el sentido antero-posterior que la de los machos. La configuracién
“wireframe” ha confirmado esta diferencia, observada previamente bajo lupa, y sugiriere
un dimorfismo sexual de conformaciéon que ha permanecido invariable en las dos sub-
poblaciones. Este resultado representaria otro ejemplo evolutivo del tipo de dimorfismo
que produce cambios en partes homoélogas (Horsfall & Anderson 1964), no siempre
presente en los insectos (Dvorak et al 2006).

En particular en Sarmiento, el dimorfismo sexual de tamafo fue acompanado por un
dimorfismo sexual de conformacién.

Las diferencias de conformacion alar entre ecoregiones indicarian un polimorfismo
geogréfico en Oc. albifasciatus. Las diferencias son sutiles en los machos y un poco mas

visibles entre las hembras, las cuales muestran diferencias en la delgadez del ala (Fig.
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AV. 5). Agregar una tercera poblacién al estudio podria mejorar la separacion y
correlacionar mejor con la geografia.

Estos resultados serian otro aporte al concepto tedrico que sugiere que las diferencias de
conformacion entre poblaciones deberian ser en el mismo sentido en ambos sexos, ya
que deberian ser el reflejo de las condiciones ambientales caracteristicas de cada regién
(Dvorak et al 2006, Ancca et al. 2008).

La arquitectura de los caracteres morfol6gicos responde al compromiso entre las
demandas del entorno (bidtico y abibtico) y las del genoma (individual y del grupo) (Ancca
et al. 2008). En Oc. albifasciatus, como se ha observado en otras especies de culicidos
(Calle et al 2002, Jirakanjanakit & Dujardin 2005), la conformacion sugiere una diferencia
biogeografica dentro de su distribuciobn que responderia a dichos compromisos
ambientales y genéticos. Los primeros se verian reflejados en el tamafo y los segundos
en la conformacién de las alas (para individuos desarrollados en el campo).

En vista de nuestros resultados la morfometria geométrica provee una herramienta
objetiva para identificar variaciones a nivel intraespecifico en comparacion con la
tradicional identificacion visual de la morfologia clasica. Por otro lado, estas variaciones
halladas en Oc. albifasciatus deberian ser complementadas o contrastadas con futuros
estudios moleculares, que en caso de ser consistentes con estos resultados, reforzarian

los fundamentos para la utilizacion de esta técnica mas simple y de menor costo.
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Capitulo V

Comparacion de los tiempos de desarrollo de Ochlerotatus
albifasciatus en laboratorio (temperatura constante)

y en campo (temperatura fluctuante)
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V. RESUMEN

La fluctuacién diaria de temperaturas en los charcos influye sobre parametros del ciclo de
vida de los mosquitos que alli crian. Frecuentemente los tiempos de desarrollo (TD)
estimados en laboratorio se basan en condiciones de temperaturas constantes (T%), los
cuales podrian diferir de los estimados en campo bajo temperaturas fluctuantes (T%). El
objetivo fue comparar los TD de Ochlerotatus albifasciatus en laboratorio (T<) y en campo
(T<%). Se criaron formas inmaduras de Buenos Aires y Chubut a TS (rango: 12-22, 25, 27 y
29°C) y se utilizaron registros de TD obtenidos de la bibliografia y por seguimiento de
cohortes en campo. Previo a la comparacién, se buscé una relacion entre la temperatura
de un charco (expuesto al sol y a la sombra) y la del aire registrada por estaciones
meteoroldgicas segun los protocolos oficiales (SMN). Finalmente, se utilizaron pardmetros
del desarrollo para predecir la emergencia de cohortes. Las ecuaciones de equivalencia
de la temperatura del agua a partir de las del aire resultaron: T %g,a=0.4684"T °%;e+10.9°C
para el charco expuesto al sol y T %g,a=0.45"T %;+10.3°C para el charco a la sombra. Para
temperaturas superiores a 17-18 °C, el desarrollo en campo duré menos (hasta 6 dias)
que en laboratorio, mientras que por debajo ocurrid lo inverso (hasta 3 dias de diferencia).
La prediccibn de emergencia mostr6 un retraso de 4 dias respecto de la cohorte
observada en campo. El registro de las diferencias entre los TD en campo y los de
laboratorio, podrian aportar en la correccidbn necesaria para estimar mediante una
prediccibn mas real la emergencia de adultos en campo. EI TD mas corto, bajo
condiciones fluctuantes, estaria relacionado con la historia de vida de esta especie, ya
que los estadios inmaduros suelen desarrollar en microambientes con temperaturas
variables. Es probable que los organismos entren en situacién de estrés térmico bajo

temperatura constante y por lo tanto resulte en un retraso en el desarrollo.
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V. INTRODUCCION

Los ambientes acuatico naturales, como los charcos temporarios donde cria Ochlerotatus
albifasciatus, son caracterizados por las fluctuaciones diarias de temperaturas, las cuales
varian espacialmente en funcién de la profundidad y temporalmente de acuerdo a la
estacion climatica o condiciones meteorolégicas (Ward 1982). Estas fluctuaciones afectan
al desarrollo y la supervivencia de las formas inmaduras independientemente a los
factores nutricionales o el fotoperiodo (Ward 1982, Beck 1983).

Los resultados obtenidos sobre tiempos de desarrollo en culicidos se basan en
experiencias en laboratorio bajo condiciones de temperatura constante (Brust 1967,
Shelton 1973, Lyimo et al 1992, Su & Mulla 2001, Bayoh & Lindsay 2004, Monteiro et al
2007). A partir de la relacién entre la tasa de desarrollo y la temperatura fija de cria,
surgen los calculos de los “umbrales térmicos del desarrollo” y la cantidad calor necesaria
para completar el desarrollo (“constante térmica”), medido en grados dias (Campbell et al
1974, Trimble & Lund 1983, Tauber et al 1987, Stacey & Fellowes 2002, Urra & Apablaza
2005).

El tiempo de desarrollo de los insectos puede diferir significantemente si son criados a
temperaturas constantes o fluctuantes (Huffaker et al 1984, Mironidis 2008) y estas
diferencias son mas acentuadas si las temperaturas fluctuantes tienen elevadas
amplitudes térmicas (Messenger 1964, Ratte 1985).

Los rangos térmicos utilizados en campo para la estimacion de los tiempos de desarrollo
de Oc. albifasciatus (Fontanarrosa et al. 2000; Fava et al., 2001) u otras especies de
insectos se basan en el promedio diario de temperatura del aire, que es la informacién
disponible por los servicios meteorolégicos. En el caso de los mosquitos la temperatura
del agua seria la variable mas apropiada para evaluar su efecto sobre el tiempo de

desarrollo de estadios inmaduros.

117



Capitulo V: Comparacion de los tiempos de desarrollo de Oc. albifasciatus en laboratorio (temperatura constante) vs en campo (temperatura fluctuante)

Los parametros estimados a partir de los registros en campo (temperatura variable) tienen
la ventaja de ser mas realistas respecto a las estimaciones de laboratorio (temperaturas
fijas), ya que los caracteres de los ciclos de vida en insectos pueden variar sensiblemente

con los ciclos térmicos diarios (Miyashita 1971, Beck 1983).
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V. OBJETIVOS

Comparar los tiempos de desarrollo de Ochlerotatus albifasciatus estimados en
laboratorio, bajo temperaturas constantes, con los estimados en campo (charco), bajo
temperaturas fluctuantes.

Hallar una relacién entre la temperatura de un charco donde cria Oc. albifasciatus y del
aire en el &rea cercana a dicho ambiente.

Predecir la emergencia de cohortes en campo aplicando la teoria de grados dias

acumulados.
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V. MATERIALES Y METODOS

Reqistros térmicos

Durante tres semanas de la temporada primavera-verano (2009 y 2012), se registrd
simultdneamente la temperatura de un charco y del aire del entorno inmediato. Para ello
se utilizaron data-loggers térmicos HOBO®-onset (cada media hora). Este procedimiento
fue realizado en dos charcos temporarios/efimeros, utilizados histéricamente como
criadero, y en un cuerpo de agua permanente.

En ambos charcos temporarios, la temperatura se registré a 30-40 cm de profundidad.
Uno de los microambientes estuvo expuesto bajo una insolacién diaria de
aproximadamente 15 horas (Ch: Sol, Fig.V.1.A), mientras que el otro estuvo a la sombra
de la vegetacion arbdérea con una insolacion diaria de aproximadamente 7 horas (Ch:

Sombra, Fig.V.1.B).

Chacra

Bosque

Charco

)
0’6&\0

A -,' tharco

Bosque

Fig. V.1. Insolacion diaria de los charcos (Hs). A: Charco expuesto al sol (15 Hs, desde las 6 hasta las 21 Hs.). B: Charco a
la sombra (7 Hs. de exposicion al sol, desde las 12 hasta las 19 Hs.). En la parte central se ubica el charco efimero. Las
franjas mas claras indican la direccién de los rayos del sol, mientras que las flechas indican el sentido desde el amanecer
hasta la puesta. [Sun Seeker ©)].

En el cuerpo de agua permanente (la mayor parte del dia expuesto al sol), la temperatura

fue registrada a un metro y medio de profundidad durante aproximadamente un afo
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(2010). Este ambiente fue utilizado como bebedero para ganado y nunca funcion6 como

criadero de Oc. albifascatus.

Tiempos de desarrollo

Se utilizaron entre 30 y 40 larvas | de Ochlerotatus albifasciatus, a partir de huevos de
hembras capturadas en campo (Buenos Aires y Sarmiento, Chubut). Luego de la eclosiéon
inducida en laboratorio las larvas fueron colocadas en bandejas térmicas (Loetti et al.,
2001). Los tiempos de desarrollo de los individuos de Buenos Aires, fueron estimados en
un rango de temperaturas constantes: 12 - 29° C. Para la poblacién de Sarmiento, el
rango de cria fue de 11 a 32 °C. El estadio larval fue registrado diariamente hasta la
emergencia de los adultos. El fotoperiodo utilizado fue de 14:10 Hs. (L:O) y las larvas
fueron alimentadas diariamente con una alicuota de alimento balanceado para perros
(Purina®) de acuerdo a Gerberg et al (1994).

Los tiempos de desarrollo en campo se obtuvieron de distintas fuentes:

a) tres cohortes de campo (1 de Buenos Aires y 2 de Sarmiento) originadas luego de
la inundacion de un terreno por precipitacion (Buenos Aires) y por riego
(Sarmiento). Las temperaturas fueron registradas directamente del agua con data-
loggers térmicos HOBO®-onset.

b) Una aproximacion a los datos reales fue estimada a partir de Fontanarrosa et al.,
(2000) basado en la temperatura promedio del aire (13-25°C) brindada por el
Servicio Meteorolégico Nacional (SMN).

Para la prediccién de la emergencia de adultos, a partir de los grados dias acumulados en

campo, se utilizaron datos de temperaturas medias diarias del SMN.
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Analisis de datos

Se aplic6 un modelo de regresion lineal simple (RLS) para explorar la relacién térmica
aire-agua utilizando los valores promedios diarios. Para observar el efecto regulador del
agua se compar6 la recta de regresion con la diagonal de temperaturas agua-aire
exactamente iguales (pendiente = 1).

Para uno de los charcos (Ch: sol) se graficaron los valores de la temperatura del aire y del
agua cada media hora para describir el efecto amortiguador del agua.

A partir de la ecuacion resultante del analisis de regresion entre el agua y el aire (en Ch:
sol y Ch: sombra), se predijo la temperatura del agua obtenida a partir las temperaturas
del aire citadas en Fontanarrosa et al. (2000).

Todas las comparaciones de los TD se realizaron con el Ln (TD) para linealizar y
normalizar la funcién. Posteriormente se realizd un ajuste lineal y se realizaron las
pruebas de paralelismo de pendientes (Zar 1996, Chatterjee et al. 2000). Se utilizaron los
valores estimados a partir de las ecuaciones del ajuste lineal para visualizar mejor las
diferencias entre los TD.

Para la prediccidbn de emergencia en campo se calculd, en primer término, el calor
acumulado por dia o grados dia (GD), calculada como la diferencia entre la temperatura
media diaria menos el valor del “umbral minimo de desarrollo”. En segundo término, la
suma diaria de calor acumulado o grados dias acumulados (GDA) hasta alcanzar el valor
de la constante térmica (cantidad de calor necesario para alcanzar el desarrollo
completo).

Ambos parametros térmicos (Umbral y Constante térmica) fueron estimados en
laboratorio (capitulo 3). El umbral de desarrollo para Sarmiento result6 igual a 4.59+3.08°

C, mientras que para Buenos Aires fue de 8.06+1.81° C. Por otro lado, la constante
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térmica fue de 204.08t7.83° D y 149.25+2.6° D para Sarmiento y Buenos Aires

respectivamente.

Las estimaciones sobre el dia emergencia de los adultos a partir de los GDA fueron

comparadas con lo observado en campo para ambas poblaciones.

123



Capitulo V: Comparacion de los tiempos de desarrollo de Oc. albifasciatus en laboratorio (temperatura constante) vs en campo (temperatura fluctuante)

V. RESULTADOS

Requlacién térmica del agua

Tanto para los charcos efimeros como para el cuerpo de agua permanente, la pendiente
del ajuste lineal (temperatura charco vs aire) no coincidi6 con la linea diagonal de
pendiente igual a uno (Fig. V. 2 y Fig. V. 3). Para valores inferiores a la interseccion de
ambas rectas (Ch: Sol =20.5°C; Ch: Sombra =18.6°C y charco permanente =5°C) la
temperatura del agua fue superior a la del aire y para valores superiores se produjo el
efecto inverso (Fig. V. 2y Fig. V. 3).

En el microambiente de agua permanente, a bajas temperaturas del aire, las temperaturas
medias del agua se mantuvieron alrededor de los 5°C (Fig. V. 3). La amplitud térmica del
agua del charco temporario/efimero resulté menor a la del aire (Fig. V. 4).

Las ecuaciones de prediccion de la temperatura del agua a partir de las del aire
resultaron:

Tagua=0.47"T,re+10.9°C, para el charco expuesto al sol (Ch: Sol)

Tagua=0.45"T4re+10.3°C, para el charco expuesto a la sombra (Ch: Sombra)

Temperatura media (Ch:sol) (°C) % Temperaturas media (Ch:sombra) (°C)
24
a5 29
28
2 27
21 26
20 25
24
19
= 523
AL < 22
17 21
16 5 20
’ 19
15 .
; 18
14 C - 17
z y =0,4684x + 10,853 y =045 + 10,289
13 e r =0,6077 16 17=0,7328
12 k27 15 ¢
12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 2 23 24 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Alré Aire
Fig. V. 2. Temperatura promedio del aire vs Temperatura promedio del agua en un charco expuesto al sol (A) y bajo sombra
(B). Se proyecta el ajuste lineal (linea negra) y la linea de pendiente igual a uno (linea punteada). La flecha hacia abajo
indica la temperatura donde ambas temperaturas coinciden.
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Temperatura media (Ch:permanente) (°C)

Agua

. y =0,5759 + 2,1503
- r%=0,6457

4 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Aire
Fig. V. 3. Temperatura promedio del aire vs Temperatura promedio del agua en un charco permanente. Se proyecta el

ajuste lineal (linea negra) y la linea de valores iguales (linea punteada). La flecha hacia abajo indica la temperatura donde
ambas temperaturas coinciden.
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Fig. V. 4. Temperatura del aire (punteado) y agua (continuo) registrada cada media hora durante un afo (2010) en un
charco temporario.

Los TD de las cohortes de Buenos Aires criadas a temperaturas constantes de laboratorio
(Fig. V. 5. A: r’= 0,8908; p < 0,001; y = 4,6349 - 0,0993x) fueron mayores a los TD de las
cohortes de campo basadas en las temperaturas del aire [SMN] (Fig. V. 5. B: r* = 0,9087;

p<0,001; y = 4,989 - 0,1377x). Las pendientes resultaron estadisticamente diferentes (test
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de paralelismo, p<0.05). Para el rango 13-25° C las diferencias fueron de 4 - 5 dias (Fig.

V. 6).

LNTD

" i g ; SO L P " ;
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Temperatura (C)
Fig. V. 5. Logaritmo natural del Tiempo de desarrollo (Ln TD) para la poblacion de Buenos Aires en funcién de A:
temperatura constante de laboratorio, B: temperatura promedio del aire (SMN), C: temperatura promedio del agua obtenida
a partir de la relacion aire-agua en charco al sol y D: temperatura promedio del agua obtenida a partir de la relacion aire-
agua en charco a la sombra.
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6 - T° Cte. Agua - T° Fluct. Aire

Diferencia en TD (dias)
w

0 T T T T T T T
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Temperatura (°C)

Fig. V. 6. Diferencias en el TD en funcién de temperaturas constantes de laboratorio vs temperaturas fluctuantes del aire en
campo (SMN).

T° Cte. Agua - T° Fluct. Agua

7 - [ Ch: sol
0 Ch: sombra —

Diferencias en TD (dias)

Temperatura (°C)

Fig. V. 7. Diferencias en el TD en funcién de temperaturas constantes de laboratorio vs temperaturas variables o fluctuantes
del agua en campo (T de aire corregido). Temperatura variable del aire con correccién en base a charco al sol (barra llena)
y Temperatura variable del aire con correccién en base a charco a la sombra (barra vacia).

Los tiempos de desarrollo en funcién de la temperatura del agua, predicha a partir de la
temperatura del aire corregida (con ecuaciones de prediccidén), se muestran para las
poblaciones de Buenos Aires en la Fig. V. 5 (C y D).

Para temperaturas superiores a 18°C, y aplicando correccién de Ch:Sol, los TD en campo
en funcién de la temperatura fluctuante del agua resultaron mas rapidos (hasta 6 dias)
que los de laboratorio (Fig. V. 4, C: r* = 0,8542; p << 0.001; y = 7,7093 - 0,2695x),

mientras que por debajo de dicho valor los TD fueron 3.6 dias mas lentos (Fig. V. 7).
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Un resultado similar ocurrié cuando se corrigieron las temperaturas con el charco a la
sombra. Por encima de los 172 C los TD de campo (Fig. V. 4, D: r* = 0,8542; p << 0,001;
y=7,4398 - 0,2695x) resultaron mas cortos (hasta 7 dias) que los de laboratorio, mientras
que debajo de dicha temperatura ocurrié lo opuesto con diferencias aproximadamente de
2 dias (Fig. V. 7).

Los TD de las dos cohortes de Sarmiento medidos en campo y tomando en cuenta la
temperatura variable del agua (promedio =20° C) resultaron mas cortos que en laboratorio
bajo condiciones térmicas constantes (Fig. V. 8). Una de las cohortes tardo 10 dias y la
segunda 11 dias, ambas a una temperatura promedio de 19.6 °C, mientras que el TD para

esa misma temperatura (pero constante) fue =14 dias (Fig. V. 8).

Temperatura (°C)
Fig. V. 8. Logaritmo natural del Tiempo de desarrollo (Ln TD) para la poblacién de Sarmiento en funcién de la temperatura
constante de laboratorio (circulos vacios) y en funcion de temperaturas promedio del agua para dos cohortes criadas en
campo (circulos rellenos).

La predicciéon de la emergencia de las cohortes en campo aplicando la teoria Grados Dia
Acumulados resulté sobre-estimada (retraso de 4 dias, Tabla. V. 1, sombreado gris)
respecto de lo observado (Tabla. V. 1, en negrita). Las diferencias fueron similares a las
halladas entre el TD evaluado con las temperaturas del aire (SMN) vs el TD evaluado con

temperaturas fijas de laboratorio.
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Tabla. V. 1. Prediccion de la emergencia de dos cohortes de Oc. albifasciatus en campo vs tedrico (GDA)

Sarmiento Bs As
Dia T media GD GDA T media GD GDA
1 21,0 16,39 16,39 18,5 10,44 10,44
2 23,6 18,97 35,36 15,8 7,74 18,18
3 22,3 17,72 53,08 16,9 8,84 27,02
4 22,7 18,12 71,2 18,7 10,64 37,66
5 21,2 16,58 87,78 11,4 3,34 41,00
6 18,5 13,87 101,65 12,7 4,64 45,64
7 12,9 8,29 109,94 16,1 8,04 53,68
8 16,9 12,32 122,26 19,1 11,04 64,72
9 18,0 13,38 135,64 19,6 11,54 76,26
10 20,1 15,52 151,16 20,3 12,24 88,50
11 21,7 17,11 168,27 16,1 8,04 96,54
12 19,7 15,1 183,37 16,4 8,34 104,88
13 13,9 9,29 192,66 15,2 7,14 112,02
14 15,2 10,57 203,23 17 8,94 120,96
15 17,5 12,93 216,16 17 8,94 129,90
16 16,0 11,42 227,58 17,8 9,74 139,64
17 16,7 12,12 239,7 16,5 8,44 148,08
18 16,8 12,19 251,89 14,8 6,74 154,82

Usar= 4.5913.08° C y Ugs as= 8.06£1.812 C. Constante térmica de Sarmiento 204.08+7.83° D y de Buenos aires 149.25+2.6°
D

T media= temperatura promedio del aire a partir del SMN (Servicio Meteoroldgico Nacional). GD=grados dias. GDA =
grados dias acumulados

Sombreado Gris: prediccion aplicando Grados Dia acumulados

Negrita: emergencia obtenida en condiciones de campo.
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V. DISCUSION

La interseccién donde la temperatura promedio del aire coincidié con la del agua result6
superior (=20.5 °C) en el charco expuesto al sol respecto del charco a la sombra
(=18.6°C). Estos valores representan puntos de equilibrio alrededor del cual la
temperatura del agua regularia los incrementos o disminuciones excesivas de las
temperaturas del aire. Esta termodinamica de los ambientes acuaticos, seria una
caracteristica favorable para la cria de los estadios inmaduros de Oc. albifasciatus, ya que
el ambiente seria mas estable.

Los resultados sugieren que la temperatura del ambiente acuético donde cria esta
especie podria sobre o subestimarse dependiendo de cual sea la temperatura del aire en
ese momento (Fig. V. 2). Por lo tanto, aplicando una ecuacién de correccion, las
verdaderas condiciones térmicas de cria, y sus efectos sobre el desarrollo, podrian ser
estimadas a partir de la temperatura del aire con un menor error.

Las diferencias observadas entre los TD en funcion de la temperatura del aire (Fig. V. 5.B)
respecto de los TD en funcion de las condiciones térmicas constantes (Fig.V.5.A),
sugieren que las predicciones basadas en temperaturas constantes de laboratorio pueden
sobreestimar el tiempo de desarrollo en 4 dias 0 mas (rango 13 - 25 °C, Fig. V. 6). Al
estimar la temperatura promedio del charco a partir de la correccion de los valores
promedios del aire, fue posible realizar el analisis del efecto de la fluctuacion térmica del
agua (Fig. V. 5. Cy Fig. V. 5. D) respecto de las condiciones térmicas constantes. En este
contexto, cuando las temperaturas de cria fueron superiores a los 17-18 °C, los tiempos
de desarrollo de Oc. albifasciatus bajo temperaturas fluctuantes fueron mas cortos
respecto de las condiciones constantes (Fig. V. 7). Este efecto ha sido observado en
mosquitos (Clements 1992), en otros dipteros (Dallwitz 1984) y en insectos en general

(Miyashita 1971, Siddiqui 1973, Brakefield & Mazota 1995, Brakefield & Kesbeke 1997).
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La aceleracion o retardo del TD bajo condiciones fluctuantes de temperaturas, respecto
de las constantes, dependiendo del rango térmico estudiado y de la duracién de las fases
alternantes fue observado en Culicidos (Bradshaw 1980, Clements 1992) y otras especies
de insectos (Hagstrum 1991, Petavy et al 2001). En todos los casos, se ha sugerido que
la cria tanto a temperatura fluctuante como fija afectaria a los insectos dependiendo del
ambiente ecoldgico donde éstos estén aclimatados naturalmente (Ahmad 1936, Lyons et
al. 2007). Por lo tanto, un tiempo de desarrollo mayor de Oc. albifasciatus a temperaturas
constante de laboratorio (ambiente artificial) respecto del campo, podria estar relacionado
con su historia de vida. Es probable que los organismos adaptados a temperaturas diarias
fluctuantes, como los microambiente donde crian los estadios inmaduros de esta especie,
entren en situacién de estrés térmico bajo temperatura constante y resulte en un retraso
en el desarrollo (Dallwitz 1984).

Cerca del punto de coincidencia (interseccion) entre los TD estimados en campo y los
estimados en laboratorio (17-18 °C) las amplitudes térmicas de las condiciones fluctuantes
son menores, de tal modo que se asemejan a una condicién constante de temperatura.
Cuando el promedio de las temperaturas fluctuantes fué inferior a 17-18 °C, la velocidad
del desarrollo resulté menor respecto a la de temperatura constante, indicando que ciertos
valores extremos de temperatura minima (bajo condiciones fluctuantes) podrian llegar a
ser perjudiciales para el desarrollo de los estadios inmaduros. Sin embargo, un TD mas
lento bajo temperaturas fluctuantes respecto de las constantes podria compensarse con
un aumento del tamafrio, y por lo tanto de la fecundidad (Tun Lin et al., 2000; Armbruster &
Hutchinson 2002, Lehmann et al. 2006), implicando un mayor fitness (Bradshaw 1980).
Los tiempos de desarrollo predichos a partir de la teoria de grados dia fueron
sobrestimados (Tabla. V. 1), respecto de lo observado en campo. Esta diferencia resulté
en el mismo orden que la comparacion entre los TD en funcion de la temperatura

ambiente (SMN) y TD en laboratorio. Esto afirmaria que la relacién lineal utilizada (tasa de
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desarrollo vs temperatura constante) para estimar umbrales y constantes térmicas del
desarrollo, es solo una aproximacion a la real dependencia del tiempo de desarrollo con la
temperatura (Sharpe & De Michele 1977). De hecho la fluctuacién de temperaturas,
podrian influir significativamente en la estimacién de estos parametros (Bergant & Trdan
2006).

Las caracteristicas del desarrollo estimadas en experimentos de laboratorio a temperatura
constante, deberian ser usadas con precaucién (Bergant & Trdan 2006) y se recomienda
considerar experimentos con regimenes fluctuantes de temperaturas que representen las
condiciones mas proximas a la naturaleza (Brakefield & Mazota 1995, Brakefield &
Kesbeke 1997, Vargas et al 2000). Algunos investigadores han sugeridos métodos
alternativos que mejoran el ajuste entre temperaturas constantes y fluctuantes (Hagstrum
1991, Liu et al 2002). Los resultados basados en temperaturas constantes o alternadas
simuladas en laboratorio, deberian ser validados en condiciones de campo (Roltsch et al
1990, Mironidis 2008) o al menos analizados criticamente como se ha intentado en este

trabajo.
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DISCUSION GENERAL

Las poblaciones de Ochlerotatus albifasciatus estudiadas (clima templado y arido frio), mantienen
caracteristicas ecoldgicas en comun. Observadas en estudios previos para otras regiones. Entre
las caracteristicas (que se mostraron conservadas) ya observadas para la especie, se conocen la
eclosion sincrdnica de huevos luego de un evento de inundacion, la cria de estadios inmaduros en
charcos temporarios o efimeros, la emergencia sincrénica de adultos, la cdpula en espacios
abiertos -eurigamia-, los picos de actividad, la oviposicion en bordes de charcos efimeros, los
huevos de resistencia a la sequia, entre otros. A lo que se pueden sumar los caracteres analizados
en la presente tesis como: resistencia al congelamiento de los huevos y el tamario de los adultos
relacionada con la temperatura de cria.

Por otro lado, algunas caracteristicas o aspectos del ciclo de vida de Oc. albifasciatus (Tiempo de
desarrollo, Supervivencia, Umbral inferior y constante del desarrollo en estadios inmaduros y
conformacion alar) se mostraron comparativamente diferentes entre las poblaciones sugiriendo
posibles respuestas adaptativas a las condiciones térmicas del clima local. La variabilidad
latitudinal o geogréfica de algunos parametros del ciclo de vida de esta especie podria explicar
parcialmente su presencia en regiones climaticamente contrastantes.

Las caracteristicas del paisaje agricola del valle de Sarmiento determinan la dinamica
espacial y temporal para las poblaciones de Ochlerotatus albifasciatus (Garzén et al.
2014). En los parches humedos, la formacién de charcos temporarios luego del riego por
inundacion contribuye a la generacion de criaderos de alta productividad. Las
inundaciones producidas en distintos sectores y en diferentes momentos son
acompanados por picos locales de actividad de Oc. albifasciatus. Esto mantendria en
forma ajustada a la actividad antrédpica la presencia de adultos en el valle durante todo el
periodo estival.

En la region templada de la pampa humeda, Oc. albifasciatus ocupa una matriz extensa y
homogénea formada por praderas y pastizales (Gleiser et al 2002). Las abundancias de
adultos estan fuertemente asociadas con la formacién de charcos temporarios generados
por precipitaciones (Luduefia Almeida & Gorla 1995b). Esto sugiere una dinamica espacio

temporal se encuentra mas ajustada a caracteristicas naturales de la regién.

133



Discusién general

El estadio de huevo de Oc. albifasciatus demostr6 tener la capacidad para sobrevivir bajo
un evento de condiciones de temperaturas muy por debajo del punto de congelacién (-
12°C). Dichos resultados, podrian explicar la supervivencia invernal a condiciones
térmicas adversas, como las del crudo invierno patagénico en Sarmiento. Esta capacidad
se observé incluso en Buenos Aires donde dichas condiciones son comparativamente de
menor intensidad y escasa frecuencia.

La supervivencia bajo cero probablemente explique su presencia tanto a muy bajas
latitudes, como en Tierra del Fuego (Bachmann & Bejarano 1960, Burroni et al. 2013),
como a elevados valores altitudinales, 3600 m s.n.m (Prosen et al 1962/63).

La resistencia al congelamiento en huevos de Oc. albifasciatus se daria junto con algun
estado de dormancia, posiblemente diapausa (Campos & Sy 2006). Es probable que las
bajas temperaturas y el fotoperiodo de comienzos del otofio en Sarmiento representen
sefales ambientales que induzcan a los adultos la deposicion de huevos preparados para
este estado (Kostal 2006). Los embriones dentro de los huevos podrian sobrevivir a las
temperaturas de congelamiento, tolerando o evitando dichas condiciones. La estrategia de
tolerar consistiria en formar cristales de hielo en sitios especializados del organismo
donde no producirian dafios letales; mientras que la estrategia de evitar consistiria en
disminuir el punto de congelacién por medio de la sintesis de moléculas organicas,
(Strathdee & Bale 1998). Posiblemente la estrategia de tolerar sea la adoptada por Oc.
albifasciatus, ya que seria la mas habitual entre insectos, con un menor costo energético
desde el punto de vista metabdlico (Strathdee & Bale 1998).

El estimulo para la eclosion de los huevos de Oc. albifasciatus proviene de la inundacién
de los terrenos donde estos son depositados (Service 1993, Luduernia Almeida & Gorla

1995b). Estas inundaciones naturalmente son de origen pluvial, fluvial (Luduena Almeida
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& Gorla 1995b, Gleiser et al 2000) o del anegamiento artificial debido a practicas
agropecuarias (Burroni et al. 2007, Garzén et al 2014).

La presencia de inmaduros y de actividad de adultos, dependiendo del régimen
precipitacién, durante todo el afo en la region templada (Fontanarrosa et al 2000, Fischer
et al. 2002, Luduefia Almeida & Gorla 1995a, Luduefa Almeida & Gorla 1995b, Fava et al
2001), indicaria que las condiciones térmicas del invierno en esta region no serian una
limitante para la presencia de cualquier estadio de Oc. albifasciatus. Por el contario, en
Sarmiento, la presencia de estadios inmaduros sélo en los meses estivales (Garzén 2014)
sugiere la existencia de diferencias estacionales en cuanto a la actividad (eclosion de los
huevos, presencia de estadios inmaduros y actividad de adultos).

Los estadios inmaduros de Oc. albifasciatus de ambas zonas, criados bajo condiciones de
laboratorio, mostraron una relacién exponencial negativa entre el tiempo de desarrollo y la
temperatura de cria, sugiriendo que la tasa metabdlica responderia a la temperatura de la
forma esperada para la mayoria de los insectos (Williams & Felmate 1992 ). Sin embargo,
a bajas temperaturas se observd que los individuos de Sarmiento, tardaron menos en
desarrollar respecto de los individuos de Buenos Aires. Mientras que a temperaturas
calidas ocurrié un efecto inverso. Esta respuesta diferencial estaria sugiriendo que el
tiempo de desarrollo dependiente de las condiciones térmicas podria ser el resultado de
una seleccién o adaptacion local en sub-poblaciones de diferentes regiones climaticas.

El periodo favorable para el desarrollo en la mayoria de los insectos se acorta a medida
que aumenta la latitud, por lo cual el periodo favorable para Oc. albifasciatus en
Sarmiento seria mas corto que en Buenos Aires. Una mayor velocidad en el desarrollo a
bajas temperaturas, para la poblacién de clima mas frio, podria favorecer un mayor

numero de cohortes en un menor tiempo antes de la llegada del periodo desfavorable. En
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la region templada, donde las temperaturas medias son mas elevadas, no habria
estrictamente una época térmicamente desfavorable para la proliferacion de Oc.
albifasciatus, sin embargo, un desarrollo rapido a temperaturas elevadas favoreceria la
emergencia de los adultos antes de la extincion de los charcos (secado), evitando una
posible causa de mortalidad (Fischer et al. 2002).

La relacion directa entre la tasa de desarrollo y la temperatura de cria mostré una mayor
pendiente en la poblacion de Buenos Aires respecto de Sarmiento, por lo que la tasa de
desarrollo frente a los cambios térmicos seria comparativamente mas sensible. Esta
caracteristica podria responder a las condiciones climaticas regionales, las cuales varian
con la latitud.

Como la tasa de desarrollo es proporcional a la metabdlica (Ross & Merrit, 1978), estas
variaciones podrian relacionarse con las velocidades de reaccién dependientes de las
concentraciones enzimaticas (factor cuantitativo), o de la afinidad sustrato-enzima (factor
cualitativo) (Ayres & Scribe 1994). En ambos casos, la respuesta metabdlica dependiente
de la latitud, afectaria los parametros térmicos del desarrollo, como el umbral minimo y la
constante de desarrollo.

En la poblacion de Sarmiento en comparacién con Buenos Aires, esta variacion se
traduce en un menor umbral térmico (U) y una mayor cantidad de grados dias
acumulados para el desarrollo (K). Es decir, que en el periodo estival de Sarmiento, con
medias térmicas mas bajas (17.8 °C), los estadios inmaduros comenzarian a desarrollar a
menores temperaturas (Us,: aproximadamente 5°C) que en Buenos Aires aunque se
requiera una mayor cantidad de calor para completar el desarrollo (Ks,: aprox. 200 °D vs
Kesas150 °D). Por otro lado, en los periodos estivales de Buenos Aires, con medias

térmicas mas calidas (25 °C), los individuos inmaduros requeririan una menor cantidad de
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calor acumulado para completar el desarrollo, a costa de iniciarlo a una temperatura mas
elevada (Ugsas: aproximadamente 8°C).

Una mayor supervivencia a bajas temperaturas en Sarmiento, podria indicar una variacion
del parametro en respuesta a las condiciones térmicas de cria. Esto sugiere un mayor
fithness a bajas temperaturas (independientemente de otros factores de mortalidad) y
posiblemente indicios de adaptaciones locales.

En los individuos de Buenos Aires la supervivencia fue similar para todo el rango térmico
representado (calidos a muy calidos en verano, templados en otofio-primavera y frescas
en invierno). Esto indicaria, que no habria alguna condicion térmica mas favorable, (sin
contar otros factores de mortalidad), sino posiblemente una supervivencia baja aunque
estable durante el afo.

Por lo tanto, los patrones de supervivencia podrian responder a una estrategia de
optimizacion de acuerdo al periodo favorable para la proliferacién, acotado en una region
(Sarmiento) y durante todo el afo en la otra (Buenos Aires). Es decir que las condiciones
climaticas de cada region podrian haber seleccionado dichos patrones en cada una de las
poblaciones locales.

El efecto de la acumulacion de la biomasa durante el desarrollo larval de los culicidos fue
observado en el tamafo de los adultos, el cual correlaciona positivamente con la
fecundidad (Tun Lin et al., 2000; Lehmann et al. 2006).

En ambas poblaciones de Oc. albifasciatus, el tamafo de los adultos, estimado a partir de
la longitud del ala, mostré una relaciéon inversa con la temperaturas de cria, siendo
consistente con la teoria para los insectos (Wise 1980). Los ejemplares de mayor tamarno
se obtuvieron bajo condiciones térmicas mas frias, mientras que los de menor talla a

temperaturas mas calidas.
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La respuesta plastica de este parametro subyace en la dependencia existente entre la
tasa metabdlica y la temperatura (Wiliams & Felmate 1992). A mayor temperatura
aumenta la tasa metabdlica y en consecuencia disminuye el tiempo de desarrollo y por lo
tanto el tiempo disponible para la acumulaciéon de biomasa (Rueda 1990, Laudien 1973).
Al comparar entre poblaciones, la relacién tamano-temperatura, no se observaron
diferencias entre los patrones de respuesta (pendientes). Es decir, que individuos de
diferentes poblaciones, criados a la misma temperatura resultarian similares en tamano,
aunque los tiempos de desarrollo fueran diferentes. Por lo tanto, a bajas temperaturas los
individuos de Sarmiento tardarian menos tiempo en desarrollar que los de Buenos Aires (y
viceversa), aunque ambos acumularian la misma biomasa y por lo tanto la misma
capacidad reproductiva (fecundidad).

El resultado de la comparacién del tamano entre poblaciones, también fue corroborada
con el analisis de morfometria geométrica. El tamarfo del centroide (estimador isométrico
del tamario corporal) no demostré diferencias significativas entre poblaciones, sugiriendo
una conservacion genética del tamano, ya que los individuos de ambas poblaciones,
fueron criados bajo las mismas condiciones de laboratorio. No se habrian favorecidos
ecotipos, respecto del tamano, en respuesta a los ambientes locales (Clements 1992,
Begon et al. 2006).

Por lo tanto, bajo condiciones naturales, adultos de mayor tamarno para la poblacion de
Sarmiento y de menor tamafio en la de Buenos Aires para el mismo periodo estudio,
deberian ser reflejo del componente ambiental, como las condiciones térmicas locales.
Este dltimo patrén, podria responder a la una posible regla de Bergmann para organismos
poiquilotermos (Blanckenhorn and Demont 2004), donde a mayores latitudes se observan

mayores tamanos poblacionales.

138



Discusién general

Por otro lado, los resultados morfométricos de conformacion del ala, indicarian una
diferenciacién de Oc. albifasciatus que podria responder a una adaptacién local a las
caracteristicas ambientales, reforzada por un posible grado de aislamiento geografico
(Sumann et al 2009, Yurttas et al 2005).

En vista a los resultados de la presente tesis, se podria sugerir que las poblaciones
estudiadas presentan algunas diferencias en ciertas caracteristicas del ciclo de vida y
parametros poblacionales (tiempos de desarrollo, supervivencia, umbrales térmicos,
constantes del desarrollo, periodos de proliferacion, dinamica poblacional y forma de las
alas). Mientras que otros caracteres se mantuvieron conservados (resistencia al
congelamiento en huevos, tamafo morfométrico y longitudinal del ala).

Probablemente las diferencias entre poblaciones aqui evaluadas, en experimentos de
laboratorio y en condiciones campo, sean una respuesta a las diferentes condiciones
térmicas que caracterizan a cada regién de origen. Las diferencias climaticas y un posible
aislamiento geografico podrian servir para explicar las diferencias halladas.

Por otro lado, una arquitectura genética y una fuerte presion selectiva podrian soportar el
mantenimiento de caracteres en el tiempo (caracteres conservados).

Oc. albifasciatus es una especie muy presente y abundante en el cono sur de
Sudamérica, sin embargo sus pardmetros bioldgicos presentan dificultades operativas al
momento de estudiarlas.

Para el estudio de los tiempos de desarrollo hay que partir de huevos de poblaciones
naturales. Pero como se trata de una especie que copula en espacio abiertos (eurigamia)
se dificulta la cria en condiciones de cautiverio. Para obtener huevos de ejemplares de
esta especie es necesario capturar hembras gravidas, hambrearlas, ofrecerles una fuente

de sangre y finalmente ofrecerles un sustrato de oviposicion. Para Oc. albifasciatus, no se
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han implementado aun aparatos o sistemas del tipo ovitrampas como se conocen para
Aedes aegypti.

Las futuras lineas de investigacion podrian dirigirse hacia el conocimiento de otras
caracteristicas del ciclo de vida.

Las diferencias locales a nivel de la supervivencia de los huevos frente a las temperaturas
de congelamiento podrian evidenciarse en otros aspectos no analizados en este trabajo.
A futuro podria estudiarse el periodo de tiempo maximo de resistencia a las condiciones
de congelamiento y la temperatura minima letal para los huevos. Otros estudios
interesantes relacionados con los huevos de Oc. albifasciatus podrian explorar los efectos
del fotoperiodo y la temperatura sobre la dormancia. Ademas deberia considerarse otros
procesos que podrian alterar los tiempos de desarrollo y la supervivencia de los estadios
inmaduros de Oc. albifasciatus (competencia intra e interespecifica, tipo de alimento,
depredacidn, efectos de la temperatura fluctuante).

Las diferencias halladas en Oc. albifasciatus en morfometria geométrica deberian ser
complementadas o contrastadas con futuros estudios moleculares, que en caso de ser
consistentes con estos resultados, reforzarian los fundamentos para la utilizaciéon de esta
técnica mas simple y de menor costo.

Desde el punto de vista poblacional, estudios a nivel molecular-filogeografico entre las
poblaciones estudiadas podrian contribuir al sustento de indicios de adaptaciones locales.
Estudiar las caracteristicas del ciclo de vida en otras poblaciones de regiones climaticas
diferentes a las estudiadas aqui podria aportar mas evidencias para pensar en una
posible estructura de poblaciones de Oc. albifasciatus.

Respecto a posibles medidas de control de las poblaciones de Oc. albifasciatus en

Sarmiento debieran considerarse posibles practicas de manejo ambiental que podrian
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incluir una modificacion de los habituales sistemas de riego para disminuir la oferta de
terrenos anegados para su cria y proliferacion. Por ejemplo: a) aplicar un riego hasta
saturacién del suelo pero sin anegamiento, es decir aumentar la frecuencia de riego pero
por periodos mas cortos, b) en lugar de regar una vez durante todo el dia, hacerlo en
pocas horas durante varios dias, evitando la formacién de charcos y c) realizar algun
sistema de drenaje de charcos de manera de eliminar el encharcamiento en menos de 10
dias, ya que es el tiempo esperado que tardaria en desarrollar completamente una

cohorte con un promedio térmico de 20°C.
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APENDICE

Se adjuntan publicaciones (con referato internacional)
realizadas a partir de los datos resultantes de esta tesis

e Garzon M. J., O. Jensen & N. Schweigmann.2013.Resistance to freezing
temperatures in Aedes (Ochlerotatus) albifasciatus (Macquart) eggs (Diptera:
Culicidae) from two different climatic regions of Argentina. J. Vector Ecol. 38
(2): 339-344.

e Garzén M. J., O. Jensen & N. Schweigmann. 2014. Environmental Factors
Related to the Abundance and Activity of Ochlerotatus albifasciatus (Diptera:
Culicidae) in an Agricultural Landscape of Steppe Arid Climate. J. Med.
Entomol. 51(4): 733-741.

e Garzén M. J. & N. Schweigmann. 2015. Thermal response in pre-imaginal
biology of Ochlerotatus albifasciatus from two different climatic regions. Med.
Vet. Entomol. (aceptado).
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