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Efectividad de metopreno en el control de Anopheles albimanus Wiedemann
(Diptera: Culicidae) en condiciones de laboratorio: efecto de la densidad

larvaria
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INTRODUCCION

Anopheles albimanus Wiedemann ha sido considerado en condiciones naturales como el
principal vector de la malaria humana en América Central. Metopreno es un anélogo sintético de la
hormona juvenil y es muy usado en el control de larvas de mosquitos. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto de la densidad larvaria de An. albimanus sobre la eficacia de metopreno (Altosid-
G, 1.5%) utilizando larvas de cuarto instar temprano provenientes de una poblacién colonizada de
la especie. Se evallo la efectividad de una formulacion granulada del producto (Altosid-G, 1.5%) a
la concentracion de 0.150 ppm del ingrediente activo y usando diferentes densidades de larvas An.
albimanus. Las densidades probadas fueron de 20, 40, 80, 100 y 160 larvas por litro de soluciéon de
metopreno a 0.150 ppm. Se colocaron las respectivas cantidades de larvas de forma simultanea
para todos los tratamientos (densidades) y cada grupo control (sin metopreno). Segun los resultados
obtenidos el aumento de la densidad de larvas de An. albimanus afect6 negativamente la efectividad
del producto, encontrandose diferencias estadisticas altamente significativas entre diferentes
densidades. A medida que aumentd el nimero de larvas expuestas al producto, disminuyé el
porcentaje de mortalidad de pupas. Se observé un aumento de la supervivencia de pupas sobre todo
a las mayores densidades probadas (80, 100 y 160 larvas/L). Asimismo, la duracion del periodo larva
del 4to instar-pupa, se modificé (alargd) tanto por efecto de la densidad larvaria como del tratamiento
con metopreno (0.150 ppm). Se encontré una relacion lineal inversa entre la densidad larvaria y la
mortalidad de pupas por efecto de metopreno. Asimismo, se presento una relacion lineal directa entre
la densidad de larvas y la duracién del periodo larva del cuarto instar-pupa (en el grupo tratado).

Palabras clave: Malaria, metopreno, inhibidores del crecimiento, Anopheles albimanus, control bioquimico,
larvas, pupas, vectores.

discutida por Menn & Beroza (1972). Entre los grupos
de insectos contra los cuales, tales productos prometen

Anopheles albimanus Wiedemann ha sido
considerado en condiciones naturales como el principal
vector de la malaria humana en América Central (Ca-
rrillo et al., 1981). Metopreno es un analogo sintético
de la hormona juvenil muy usado en el control de
mosquitos vectores. La actividad biolégica y quimica
de la hormona juvenil y sus analogos fue ampliamente
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ser muy exitosos se encuentran los mosquitos de la
familia Culicidae, grupo de suma importancia en Salud
Publica como vectores de enfermedades tropicales
(Mulla et al., 1974).

En los insectos, las mudas tienen lugar de un
instar larval al otro, en presencia de altos valores de la
hormona juvenil y la ecdisona. Un exceso de ecdisona
causa la muda. En cambio, valores muy altos de la
hormona juvenil mantienen al mosquito en su estado
normal (Arias, 1973). Cuando el insecto alcanza el
punto critico de su metamorfosis para pasar de larva a
la fase pupal, los valores de la hormona juvenil bajan
(Bower, 1971). En muchos insectos el desarrollo del
huevo también esta bajo la influencia de la hormona ju-
venil. Existen evidencias de que esta hormona estimula
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la vitelogénesis o sintesis del vitelo (Engelmann, 1970;
Chen et al., 1976). En el mosquito adulto, el desarrollo
de los huevos se produce cuando la hembra realiza su
comida sanguinea, esta alimentacion estimula la libe-
racion de una hormona del cerebro, llamada hormona
neuro-secretora del desarrollo del huevo (Lea, 1972).
Esta hormona estimula al ovario para liberar ecdisona
(Hagedorn & Fallon, 1973), la cual actua sobre el
cuerpo graso causando la sintesis del vitelo o vitelo-
génesis (Hagedorn & Judson, 1972).

Delgado (1996, 2005) llevé a cabo estudios
con varias formulaciones de Bacillus thuringiensis
israelensis(Bti) en larvas de Anopheles aquasalis, estos
estudios demostraron que al aumentar la densidad de
0,21 larvas/cm? (20 larvas/envase) hasta 0,53 larvas/
cm? (50 larvas/envase), el porcentaje de mortalidad
provocado por la CL95 de cada formulacion (24 horas
post-tratamiento), disminuyo en relacion al observado
a la menor densidad probada (0,21 larvas/cm?) En los
tratamientos con Vectobac-G y Tecknar, la reduccion
de la mortalidad fue muy significativa a las densidades
de 40 y 50 larvas/envase, bajando del 100 % al 73,0
y 86,0 % respectivamente. Este autor concluyo que
al aumentar la densidad larvaria de An. aquasalis, se
observo una clara reduccion en la eficacia de ambas
formulaciones (Delgado, 1996, 2005).

El efecto del aumento de la densidad larval
sobre la eficacia de Bacillus thuringiensis israelensis
ha sido estudiado para varias especies de mosquitos.
Al respecto, Mulla (1990) obtiene resultados similares
a los sefialados por Delgado (1996, 2005), al evaluar el
efecto del aumento de la densidad de larvas de Culex
quinquefasciatus sobre la eficacia de Bactimos (Bti a
3.000 uti/mg). Igualmente, Aly et al. (1988) encon-
traron una disminucion en la mortalidad larval de An.
albimanus, Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus
tratadas con Bacillus thuringiensis israelensis a medida
que aument6 la densidad de las mismas. En este caso,
la reduccion de la efectividad se observo mas drastica-
mente cuando los factores introducidos modificaron el
comportamiento alimenticio de las larvas; factores tales
como: incremento en la edad de la larva, variacion en
la densidad larval, presencia o ausencia del alimento.
En cuanto a estudios del efecto de la densidad larvaria
de An. albimanus sobre la eficacia de metopreno, puede
afirmarse que la disponibilidad actual de referencias es
inexistente, no encontrandose hasta al presente ninguna
cita bibliografica al respecto.
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de la densidad larvaria de An. albimanus sobre la
eficacia de metopreno, utilizando larvas provenientes
de una poblacion colonizada de An. albimanus, man-
tenida durante cinco afios en el Servicio Auténomo
Instituto de Altos Estudios “Dr. Arnoldo Gabaldon”
de Maracay, adscrito al Ministerio del Poder Popular
para la Salud.

MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos del estudio fueron
realizados en el Laboratorio Entomoldgico del Cen-
tro de Investigacion en Enfermedades Endémicas
del Servicio Auténomo Instituto de Altos Estudios
“Dr. Arnoldo Gabaldon” en Maracay, Venezuela. Las
condiciones ambientales para la cria de larvas de 4n.
albimanus y para la realizacion de cada ensayo fueron
las siguientes: temperatura de 29,0 + 1,0 °C; humedad
relativa de 80,0 + 5,0 % HR y un foto-periodo de 12:12
horas (luz/oscuridad). En cada ensayo se utilizaron
larvas del IV estadio temprano (entre 0 - 16 h después
de la muda) las cuales se obtuvieron de la progenie de
hembras provenientes de una poblacion colonizada
de An. albimanus mantenida durante cinco afios en el
Centro de Investigacion antes mencionado.

La poblacion inicial de esta colonia proviene
de hembras An. albimanus capturadas en Cafo Rico,
localidad adyacente al Lago de Valencia, a 30 km de
la ciudad de Maracay, estado Aragua. Para el esta-
blecimiento y el mantenimiento de la colonia de esta
especie se siguio la metodologia descrita por Zerpa et
al. (1997). En la cria de las larvas y la preparacion de
todas las soluciones o concentraciones se utiliz6 agua
mineral de consumo humano embotellada en envases
de plastico de 18 litros de capacidad. La formulacion
granulada de metopreno evaluada tiene 1,5 % de in-
grediente activo.

Durante cada experimento, las larvas fueron
alimentadas con la misma formula usada por Delgado
(2005) en la cria de Anopheles aquasalis Curry. Este
alimento fue una mezcla de Ictiosan® (alimento para
peces, 55,0 %), levadura de cerveza (15,0 %), avena
(7,5 %), germen de trigo (7,5 %) e higado de res deshi-
dratado en polvo (15,0 %). Se suministraba el alimento
diariamente, entre las 8:00 y 8:30 horas; para lo cual
se agregaban 20 mg de la mezcla en cada envase con
larvas, tanto tratados como no tratados (controles).
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Obtencion de las larvas experimentales.

Se colocaron machos y hembras provenientes
de la colonia, dentro de cestos o jaulas de metal de 19
x 29 x 32 cm, se suministrd un algodon empapado en
miel de abeja diluida en agua como fuente de alimento.
En estas jaulas se llevo a cabo el apareamiento de adul-
tos de ambos sexos. Las mismas estan recubiertas casi
totalmente de tela metalica, salvo en la parte superior,
que cuenta con una malla fina de tul, donde se inmo-
vilizd una paloma que se colocd con la parte dorsal
descubierta, de modo que se permitiera su contacto a
través del tul con las hembras y poder llevar a cabo su
alimentacion. Una vez alimentadas y apareadas, en el
fondo de estas jaulas se colocaron pedazos de papel de
filtro humedecido con agua para mantener la humedad
relativa y estimular la oviposicion. Después se esperod
cuatro dias para iniciar el retiro y conteo de huevos.
Cada dia se extraia el papel de filtro con las posturas,
se procedia al conteo de huevos y se sustituia este papel
por uno limpio. Las larvas de An. albimanus emergidas
de estos huevos eclosionados, fueron utilizadas para la
realizacion de los respectivos ensayos para determinar
el efecto de la densidad larvaria sobre la eficacia de
metopreno.

Determinacion del efecto del aumento de la densidad
larvaria sobre la eficacia.

Larvas de An. albimanus del cuarto instar tem-
prano fueron expuestas o tratadas a la concentracion de
0.150 ppm. Esta cantidad de metopreno en mg (0.150)
fue pesada y se coloco en envases plasticos circulares
de 20 cms de diametro y 5 cms de altura junto con 1
It de agua mineral. Las densidades de larvas probadas
fueron 20, 40, 80, 100 y 160 larvas/L (1 L / envase
a 0.150 ppm). Se colocaron de forma simultanea las
respectivas cantidades de larvas para todos los trata-
mientos y cada grupo control; el cual solo contenia la
respectiva cantidad de larvas (20, 40, 80, 100 y 160)
en 1L de agua mineral no tratada. Se aplico un disefio
experimental completamente aleatorio (aleatorizado).
Se prepararon tres repeticiones por tratamiento, con
igual niimero de repeticiones tanto en el control como
en cada tratamiento (densidad). La mortalidad de pupas
solo fue registrada a partir del tercer dia de exponer
las larvas al producto. Diariamente, entre las 14:00 y
14:30 horas, se registré el nimero de pupas formadas,
pupas muertas y adultos emergidos por cada envase
tratado y su respectivo control. Se efectuaron dos
ensayos sucesivos aplicando la misma metodologia
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anterior. La temperatura promedio en ambas pruebas
fue de 29°C £ 1°C y la humedad relativa fue de 80 %
+ 5 %. En cada tratamiento y control se determiné el
porcentaje de mortalidad de pupas y se aplicod un ana-
lisis de varianza con un solo criterio de clasificacion o
de una via. Estos porcentajes fueron transformados a
arcoseno a fin de normalizar los datos y luego aplicar
las pruebas estadisticas de Duncan y del minimo rango
significativo con un nivel de significancia del 5 %. La
mortalidad observada fue corregida con la mortalidad
del control, solo en los casos en que ésta excedio del
5 % y segun la formula siguiente: % Mortalidad co-
rregida = (X - Y / X) x 100, donde X = Porcentaje de
larvas vivas en el control, ¢ Y = Porcentaje de larvas
vivas en el tratamiento (Abbott, 1925).

Elnivel del agua en cada envase, tanto control
como tratado, se mantuvo igual durante la duracion del
ensayo; para ello fue necesario colocar otro envase con
la misma cantidad de agua y diariamente se vaciaba
su contenido en un cilindro graduado, lo cual permitia
obtener el volumen exacto de agua (que se evaporaba)
a ser agregada; manteniéndose asi la concentracion
inicial del producto en cada envase tratado (0.150

ppm).

RESULTADOS

Segun los resultados obtenidos en ambos
ensayos, el aumento de la densidad larvaria afecto
negativamente la efectividad del producto (Tablas Iy
II). Al analizar el porcentaje de mortalidad de pupas en
funcién del aumento de la densidad larvaria, en ambos
ensayos se encontraron diferencias estadisticas alta-
mente significativas entre tratamientos o densidades
(Tablas I y II). Asimismo, puede observarse como a
medida que aument6 la densidad larvaria disminuyo
el porcentaje de pupas muertas, es decir, disminuyd
la efectividad del producto; sobre todo a las mayores
(80, 100 y 160 larvas) densidades probadas (Tablas I y
I1). Las pruebas de analisis de correlacion y regresion
entre la densidad de larvas y la mortalidad de pupas
(Fig. 1 y 2) confirmaron la presencia de una relacion
lineal e inversa entre en ambas variables (en ambos
ensayos), es decir, que a mayor densidad larvaria menor
porcentaje de mortalidad por efecto de metopreno (y
=87.08 - 0.3605 x; y = 86.393 - 0.421 x; x = densidad
larval). Asimismo, en ambos casos se observo una alta
correlacion negativa (r = - 0.96641; y r = - 0.93456
respectivamente) entre las dos variables (Fig. 1 y 2).
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Tabla I. Porcentajes de mortalidad de pupas de Anopheles albimanus a diferentes densidades de larvas
del IV instar temprano expuestas a una concentracion de 0.15 ppm de metopreno (Primer ensayo).

Densidad Larvasl/litro Densidad Larvas/cm? % Mortalidad por replicacion % Mortalidad Promedio *
20 0,063694 65-90-95 833 a
40 0,127388 775-77,5-55 70,0 a
80 0,254777 46,3 -51,3- 56,3 513 b
100 0,318471 31-61-81 576 b
160 0,509554 17,5-40,6 290 ¢

* Porcentajes de mortalidad seguidos por letras distintas difieren entre si (p< 0. 05), al aplicar las pruebas de Duncan y del minimo rango significativo con un
nivel de significancia del 5 %. Los datos originales fueron transformados a arcoseno y corregidos segiin la formula de Abbott. Promedios de tres replicaciones
por tratamiento, salvo con la densidad de 160 larvas (2 repeticiones).

Tabla Il. Porcentaje de mortalidad de pupas de An. albimanus a diferentes densidades de larvas del IV
instar temprano expuestas a una concentracion de 0.15 ppm de metopreno (Segundo ensayo).

Densidad Larvas/litro Densidad Larvas/cm? % Mortalidad por replicacion % Mortalidad Promedio *
20 0,063694 77-85-65 756 a
40 0,127388 67,5-80-70 725 a
80 0,254777 22,5-51,3- 66,3 46,7 b
100 0,318471 37-62-61 533 b
160 0,509554 13,1-11,9-22,5 15,8 ¢

* Porcentajes de mortalidad seguidos por letras distintas difieren entre si (p< 0. 05), al aplicar las pruebas de Duncan y del minimo rango significativo, con un
nivel de significancia del 5 %. Los datos originales fueron transformados a arcoseno y corregidos segin la formula de Abbott. Promedios de tres replicaciones
por tratamiento (densidad).

Fig. 1. Relacion lineal entre la mortalidad de pupas de An. albimanus y la densidad larvaria de esta
especie en el grupo tratado con metopreno.
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Fig. 2. Relacion lineal entre la mortalidad de pupas de An. albimanus y la densidad larvaria de esta
especie en el grupo tratado con metopreno.
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Fig. 3. Duracion promedio del periodo (dias) de larva del IV instar-pupa a diferentes densidades larvarias
tanto en el grupo control como el grupo tratado con metopreno.
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Fig. 4. Relacion lineal entre la duracion del periodo larva del IV instar-pupa y la densidad larvaria de An.

albimanus en el grupo tratado con metopreno.
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Por otro lado, también se pudo determinar
que tanto en el grupo tratado como en el control, a
medida que aumento la densidad de larvas aumento
la duracion del periodo larva del cuarto instar-pupa
(Fig. 3); aunque este aumento fue mucho mas evidente
en el grupo tratado que en el control (Fig. 3). Segin
este resultado, tanto el aumento de la densidad
larvaria como el tratamiento con metopreno afectaron
(alargaron) la duracion del periodo larva del cuarto
instar-pupa. Asimismo, entre la densidad de larvas y
la duracion del periodo larva del IV instar-pupa, en el
grupo tratado, se presentd una relacion lineal directa
entre las variables mencionadas (Fig. 4).

DISCUSION

Varias citas sefialan la presencia de una relacion
lineal e inversa entre la densidad larvaria de Culex
pipiens y Aedes vexans y 1la mortalidad larval, causada
por Bacillus thuringiensis israelensiso B. sphaericus
(Becker et al., 1992, 1993); sin embargo no existen
referencias en relacion a este aspecto y la utilizacion de
metopreno con especies de Anopheles, Culex o Aedes.

50

El comportamiento gregario en insectos
acuaticos es una estrategia para favorecer la
supervivencia durante las etapas inmaduras, sobre
todo frente a las condiciones climaticas adversas y/o
los enemigos naturales. Esto se puede evidenciar en el
campo en los criaderos naturales de muchas especies
de mosquitos (Mogi, 1984; Service, 1985, 1993;
Sandoski ef al., 1987). Tal comportamiento puede
afectar negativamente la eficacia de este producto
(metopreno) en condiciones naturales, debido a que
sumodo de accidn es por contacto y no por ingestion
como es el caso de las toxinas estomacales de Bacillus
thuringiensis israelensis y B. sphaericus (Aly et
al., 1988). Existen limites de densidad maxima en
la cual la supervivencia de larvas serd nula o muy
baja, sobre todo cuando se trabaja con larvas de
mosquitos en condiciones de laboratorio. Esto se
lleg6 a evidenciar en ambos ensayos, ya que cuando
se aumento la densidad de 160 a 320 larvas por litro,
la supervivencia del grupo control fue sumamente
baja (casi nula) muy probablemente debido a la
competencia por alimento y espacio.
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Efficacy of metropeno for the control of
Anopheles albimanus Wiedemann (Diptera:
Culicidae) in laboratory conditions: effect of
larval density.

SUMMARY

Anopheles albimanus Wiedemann has been
considered under natural conditions as the main vector
of human malaria in Central America. Metoprene is a
synthetic juvenile hormone which is used in the larval
mosquito control. The aim of this study was to evaluate
the efficacy of metoprene in relation to the larval density
of colonized An. albimanus. A concentration of 0.15
ppm active ingredient of metoprene was evaluated at
five larval densities: 20, 40, 80, 100 and 160 larvae/It.
According to the results obtained the increase of the
larval density reduced the mortality of pupae and
negatively affected the product’s efficacy. Significant
differences occurred between treatments (densities)
and as the number of larvae increased, the percentage
of dead pupae diminished. Increase of pupae survival
was observed, especially in the major densities (80, 100
and 160 larvae/lt). The duration of the larva IV instar-
pupa period was modified (lengthened) due to the larval
density and metoprene effects. The statistical analysis
revealed a negative relationship between the mosquito
larval density and mortality of pupae; while there was a
positive relationship between the mosquito larval density
and the duration of the larva IV instar-pupa period.

Key words: Malaria, metoprene, growth inhibitors,
Anopheles albimanus, biochemical control, larvae,
pupae, vectors.
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