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Nota cientifica

Efectos ovicida y larvicida del spinosad en Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Ovicidal and larvicidal effects of spinosad in Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

ANA L. ARGUETAY, JAVIER VALLE? y CARLOS F. MARINASZ

Resumen: Se evaluaron los efectos ovicida y larvicida del spinosad (Tracer 480SC) en Aedes aegypti a concentracio-
nes de 0,1, 5y 10ppm, a diferentes tiempos de exposicidn en condiciones controladas de temperatura (25+1°C). En el
primer experimento se observé un efecto ovicida bajo (promedio 6,6-8,2% de no eclosion y periodos de 12 a 96h de
exposicion) y en el segundo un efecto mediano (promedio 27,9-31,9% de no eclosion expuestos a spinosad de 1 a 12
semanas). La mortalidad de larvas se incremento significativamente a mayor concentracion de spinosad (100% a 10ppm
a 6h) y a mayor tiempo de exposicién (99,9% a 1ppm a 12h). Este bioinsecticida puede ser una buena herramienta para
el control de inmaduros de insectos vectores como el mosquito A. aegypti por sus caracteristicas insecticidas y el bajo
impacto sobre organismos no blanco y la salud humana. Esta claro que su potencial en el control de vectores reside en
su efecto larvicida mas que en su actividad ovicida.
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Abstract: The ovicidal and larvicidal effects of spinosad were studied in Aedes aegypti treated with concentrations of
0.1, 5y 10 ppm spinosad (Tracer 480SC) during different periods of exposure at a constant temperature of 25£1°C. In
a first experiment the ovicidal effects were low (6.6-8.2% of non-eclosion averaged over 12-96h exposure periods),
whereas in a second experiment ovicidal effects were moderate (27,9 - 31,9% of non-eclosion in eggs exposed to
spinosad suspension of 1-12 weeks old). Mortality of larvae increased significantly with increasing concentration and
increasing duration of exposure to this product. Although spinosad has clear applications as a mosquito control product
for control of vectors such as A. aegypti, it is clear that its vector control potential resides in its larvicidal effects rather

than its ovicidal activity.
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Introduccion

El mosquito Aedes aegypti (L., 1758) es considerado el prin-
cipal vector del dengue en el continente Americano. Sin em-
bargo, se sospecha que A. albopictus (Skuse, 1894) puede
ser un vector secundario, aunque no ha sido involucrado de
manera fehaciente en la transmision de la enfermedad (San
Martin et al. 2010). El principal método de control de estos
vectores es a través de la aplicacion de insecticidas quimicos,
principalmente organofosforados y piretroides de amplio es-
pectro. Sin embargo, el uso excesivo de los insecticidas puede
provocar dafios a la salud de los seres humanos y al ambiente
(Attaran et al. 2000; Walker 2000). Por otra parte, un nimero
importante de especies vectores ha desarrollado resistencia
hacia los insecticidas sintéticos (Sina y Aultman 2001), por
lo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera
necesario el desarrollo de métodos alternativos de control de
estos insectos (WHO 1995).

El spinosad, es un bioinsecticida producto de la fermen-
tacion del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa (Mertz'y
Yao, 1990). Este bioinsecticida ha demostrado ser altamente
toxico para larvas de 4. aegypti y otros mosquitos en experi-
mentos de laboratorio y campo (Hertlein ez a/. 2010). Sin em-
bargo, los efectos ovicidas del spinosad no han sido determi-
nados de manera clara (Romi et al. 2006; Pérez et al. 2007).
Debido a esto, Hertlein ez al. (2010) sugieren realizar nuevos
estudios para corroborar la actividad ovicida del spinosad.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue analizar el efecto

ovicida y larvicida del spinosad en huevos de 4. aegypti en
varias concentraciones y tiempos de exposicion a travées de
bioensayos en laboratorio.

Materiales y Métodos

Los huevos de 4. aegypti se obtuvieron de una colonia ais-
lada y establecida en 2006 en el Centro Regional de Inves-
tigacion en Salud Publica (CRISP) en Tapachula, Chiapas;
Meéxico. Larvas de esta colonia registraron susceptibilidad de
100% en bioensayos realizados en el laboratorio acorde al
protocolo estandar (WHO 2005). Por otra parte, otras cepas
de A. aegypti originarias de Tapachula han registrado suscep-
tibilidad a piretroides (Saavedra-Rodriguez et al. 2007). La
edad méaxima de los huevos en los experimentos fue de 15
dias. Los huevos y las larvas se mantuvieron en condiciones
controladas a una temperatura de 25+1°C. Las larvas se ali-
mentaron con una dieta compuesta a base de proteina cruda,
grasa cruda, fibra cruda y cenizas. La suspension de spinosad
que se utilizé fue una formulacion comercial (Tracer 480SC),
con ingrediente activo de 480g/L. Para el primer experimento
lotes de 200 huevos de A. aegypti se expusieron en volimenes
de 100ml, a concentraciones de 0,1, 5y 10 ppm de spinosad
en vasos de plastico de 150ml, por tiempos de exposicion de
12,24, 48 y 96h. En los tiempos de exposicion de 48 y 96h se
realizaron observaciones cada 24h para registrar la eclosion
de huevos y emergencia de larvas de aquellos que permane-
cian sin eclosionar durante las primeras 24 h de experimen-
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tacion. En el segundo experimento se prepararon las mismas
concentraciones de spinosad, las cuales permanecieron en el
laboratorio a una temperatura de 25+1°C desde el inicio has-
ta el final del experimento que consté de 12 semanas. Cada
semana, lotes de 200 huevos de 4. aegypti se expusieron por
24h a dichas concentraciones. Después del periodo de expo-
sicion, los huevos se sometieron a un lavado para eliminar
los residuos de spinosad. Los lotes de huevos expuestos al
spinosad se sumergieron por tres minutos en un recipiente
conteniendo 100ml de agua. Este paso se realiz6 cuatro ve-
ces. Después, los lotes de huevos se pusieron a eclosionar
en agua declorada por 48h. Luego se registré el nimero de
huevos eclosionados. Las larvas que eclosionaron se criaron
por 48h para registrar la sobrevivencia en cada tratamiento.

Se realizaron cuatro repeticiones de cada experimento.
Los promedios de la proporcién de huevos de mosquitos que
no eclosionaron fueron analizados por medio de un analisis
de varianza (ANOVA) de dos factores. Uno de los factores
fue la concentracion del spinosad y el otro el tiempo de expo-
sicion de los huevos. Las comparaciones multiples se hicie-
ron a través de la prueba de Tukey. Debido a que en el primer
experimento no hubo una interaccion positiva entre las con-
centraciones y el tiempo, las comparaciones se hicieron con
los promedios generales de los tratamientos. Para normalizar
la distribucion de los porcentajes de huevos no eclosionados,
los datos fueron transformados al arcoseno de la raiz cua-
drada de la proporcion. EI nimero de larvas sobrevivientes
fue analizado a través de un modelo de regresion logistica
tipo Probit con estructura de error binomial para verificar
las diferencias estadisticas entre los diversos tratamientos.
En este modelo una de las covariables fue el logaritmo de la
concentracion +1 y la otra fue el logaritmo del tiempo. Los
datos influyentes fueron detectados mediante un analisis de
residuales y excluidos de los analisis posteriores debido a que
alteraban los supuestos de normalidad e igualdad de varian-
za. En el segundo experimento se excluy6 una repeticion de
spinosad a 10ppm en la semana cinco que tuvo 79% de hue-
vos no eclosionados y en la semana siete una repeticion de la
concentracion a 1ppm y otra de 5ppm que tuvieron 66 y 54%
de no eclosién respectivamente.

Resultados y Discusion

En el primer experimento hubo huevos no eclosionados en
todos los tratamientos (Tabla 1). EI promedio méas bajo del
porcentaje de huevos que no eclosionaron se registré en el
control con 2,5% y fue significativamente menor a los prome-
dios registrados en los tratamientos de spinosad (6,6 —8,2%)
(F3.46=4,36; P=0,007). No se encontraron diferencias signifi-
cativas al contrastar los tiempos de exposicion (Fs4s=0,76;

P=0,5). Por otra parte, se observo que la mortalidad de larvas
se incremento significativamente a mayor concentracion de
spinosad (y?=10.294,5; gl=1; P<0,0001). También se obser-
vl que a mayor tiempo de exposicion la mortalidad de las
larvas se incrementd significativamente (}?=2.063,5; gl=1;
P<0,0001).

En el segundo experimento se observaron proporcio-
nes de huevos no eclosionados mas altos que en el primer
experimento. Sin embargo, las proporciones de huevos no
eclosionados fueron significativamente mayores en los trata-
mientos de spinosad comparados con el tratamiento control
(F3.141=63,5; P<0,0001). Asimismo, se observaron diferencias
significativas en las proporciones de huevos no eclosionados
con respecto al tiempo (F.14=95,4; P<0,0001). Estas dife-
rencias se registraron entre la segunda y octava semana, y en
la décima semana del experimento (Tabla 2). Por otra parte,
la mortalidad de larvas 4. aegypti fue del 100% en las tres
concentraciones de spinosad durante las primeras semanas
del experimento. Sin embargo, la mortalidad decreci6 a partir
de la cuarta semana en el tratamiento spinosad a lppmy en la
séptima a 5ppm, en tanto que a 10ppm la mortalidad se man-
tuvo a 100% durante todo el experimento (¥*=124,8; gl=1,
P<0,0001). La mortalidad de las larvas en los tratamientos de
spinosad fue significativamente dependiente de la concentra-
cion del bioinsecticida (y*=21.594,9; gl=1; P< 0,0001).

Los resultados de este estudio demuestran que el spinosad
tiene un ligero efecto ovicida en 4. aegypti. Sin embargo,
difieren con los obtenidos por Romi et al. (2006) quienes ob-
servaron en colonias de mosquitos establecidas por més de
30 afios que huevos de 4. aegypti tratados con spinosad a
10 y 1ppm bajo condiciones controladas el 71,5y 81,5% de
los huevos respectivamente, no eclosionaron. Asimismo, ob-
servaron que el mayor porcentaje de huevos no eclosionados
(85,0%) fue en el tratamiento de 50 ppm que representa una
concentracion extremadamente alta. También reportaron un
100% de efecto ovicida en huevos de Anopheles stephensi
(Liston, 1901).

En contraste, Pérez et al. (2007) no observaron diferen-
cias significativas en el porcentaje de eclosion de huevos de
A. aegypti de la cepa Rockefeller expuestos en condiciones
controladas a 5y 20ppm de spinosad. Las diferencias encon-
tradas en los resultados de estos estudios pueden ser debidas
a varios factores. Es posible que las cepas de las cuales pro-
vienen estas poblaciones de mosquitos difieren en el grosor o
consistencia de las capas de proteccién de los huevos como
la cuticula serosa, el exocorién y el endocoridn, las cuales
les confieren diferente susceptibilidad. La cuticula serosa de
huevos en 4. aegypti estd compuesta por quitina y esta aso-
ciada con la resistencia a la desecacion y su impermeabilidad
puede impedir el paso del spinosad (Rezende et al. 2008).

Tabla 1. Porcentaje promedio de huevos de A. aegypti no eclosionados expuestos a concentraciones de spinosad a 1,5 y 10ppm a diferentes tiempos

de exposicion, bajo condiciones controladas de temperatura (25+1°C).

Tiempo (horas)

12 24 48 96 Promedio
Control 14+1,0 21+08 39+03 27+11 25+0/5°
Spinosad 1 ppm 6,1+0,8 9,7+£3.2 6,0+1,0 55+0,6 6,8 £0,9*
Spinosad 5 ppm 96+25 74408 56+16 46+0,6 6,6 0,8
Spinosad 10 ppm 6,7+2,2 13,1+4,6 74+11 55+23 8,2+ 152

* Letras diferentes en la columna significan diferencias significativas segiin la prueba de ANOVA, (Fs; 4= 4,36; P=0,007), y comparacion maltiple por prueba de Tukey P = 0,05.
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Tabla 2. Porcentaje promedio de huevos de A. aegypti no eclosionados expuestos a concentraciones de spinosad a 1,5y 10ppm. Las concentraciones
de spinosad después de preparadas permanecieron en condiciones controladas de temperatura (25+1°C). El periodo de exposicion a spinosad fue

de 24h.

Tiempo (semanas)

Control 1 2 8 4 5 6

7 8 9 10 1 12 Promedio

8,9+0,5* 4,0£1,9¢ 6,9+1,5° 8,4+1,4¢ 19,7+1,4° 0,2+0,2°

3,2+0,3° 8,1+3,1° 49,0+1,7% 43,4+1,7° 12,5+0,6% 11,0£2,1° 14,6+2.2

Spinosad

9,6+2,0° 31,744 32,06,7° 27,5+3,8" 31,549,9* 3,540,3*

1ppm

Spinosad

9,9+2,0* 22,4+4,2° 23,2+4,8° 48,5+4,9* 28,6+1,9 11,5+4,5%

5 ppm

Spinosad

4,9+0,4° 39,1+4,2° 51,1+6,4° 44,0+£7,9 33,3+7,6 6,9+2,2

10 ppm

7,5%0,3" 24,1£2,7% 50,1+5,0* 86,1+2,1° 16,5+3,2° 9,6+1,5° 27,9434

13,246,2% 25,7£3,4° 46,9+4,5* 80,5+4,0* 17,9£2 42 17,0£3,5% 29,1#3.1

20,9+4,6 26,2+4,8" 49,0£2,6° 72,1+1,5* 19,1+1,6 17,1+1,8° 31,9£3.0

* Letras diferentes en las columnas de las semanas significan diferencias significativas segun la prueba ANOVA (Fi, 141 = 95,4; P < 0,0001) y Prueba

de Tukey P=0,05.

Otra razon puede ser que haya habido algunas diferencias en
las condiciones de exposicion de los huevos en los experi-
mentos ya que en este estudio los huevos fueron sumergidos
en los tratamientos, y en los anteriores las hembras oviposita-
ron en ellos. Asimismo, la manera de evaluar la eclosién pue-
de ser un factor en las diferencias ya que Romi ez al. (2006)
pusieron a secar las tiras de huevos por 24h después de la
exposicion, en tanto que Pérez et al. (2007) los pusieron a
eclosionar de inmediato, y en este estudio se realizé una eli-
minacion del exceso de spinosad y se pusieron a eclosionar.
La razén de este procedimiento fue para tener un mejor con-
trol del tiempo de exposicidn al bioinsecticida y ha sido uti-
lizado con los mismos propdsitos para investigar los efectos
subletales de un virus patogeno en larvas de 4. aegypti (Ma-
rina et al. 2003). Por otra parte, se observd en el tratamiento
control que del 1,4 a 3,9% en el primer experimento y del
0,2 a 49,0% de los huevos no eclosionaron en el segundo
experimento. En tanto que Romi ez al. (2006) reportaron que
no eclosionaron los huevos en el tratamiento control del 14,0
al 22,0% y Pérez et al. (2007) del 51,3 al 60,5%. Esto puede
ser debido caracteristicas bioldgicas de la especie, a que no
todos los huevos eclosionan al mismo tiempo, o0 a un factor
desconocido.

Factores abidticos como temperatura, bajos o altos ni-
veles de precipitacion pueden influir en el retraso de la
eclosion de los huevos de mosquitos como se observé en A.
triseriatus (Say, 1823) (Khatchikian et al. 2010). Por otra
parte, en A. albopictus se demostrd que la edad de los hue-
vos no influye en el retraso de la eclosion y que los embrio-
nes pueden ser capaces de detectar sefiales concernientes a
la estabilidad o riesgo inherente en el habitat y responder
a través de su plasticidad fenotipica a ese potencial riesgo
(Vitek y Livdahl 2009). Este estudio demuestra que el spi-
nosad tiene bajo efecto ovicida. También corrobora los altos
niveles de mortalidad en larvas de mosquitos observados en
estudios anteriores. El spinosad tiene potencial para utili-
zarse en los programas de control de inmaduros de insectos
vectores como el mosquito 4. aegypti por sus caracteristicas
insecticidas y el bajo impacto sobre organismos no blanco y
la salud humana (Bond et al. 2004, Hertlein et al. 2010, Ma-
rina et al. 2011). Los resultados de este estudio sirven para
evidenciar que su potencial no reside en su efecto ovicida
sino en su alta eficiencia larvicida.
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