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Resumen
GomEez C, OssorN F. 2002. Efectos de diferentes concentraciones salinas sobre el desarrollo de larvas y pupas de Anopheles aquasalis
Curry, 1932 (Diptera: Culicidae) en condiciones de laboratorio. Entomotropica 17(2):121-127.

Anopheles aquasalis es el principal vector de la malaria en el estado Sucre, Venezuela. Las larvas de esta especie se encuentran
mayoritariamente en criaderos de agua salobre. Se estudian los efectos de diferentes concentraciones de sal sobre la sobrevivencia
y el tiempo de desarrollo de las larvas y pupas de A. aquasalis en condiciones de laboratorio. Las larvas fueron criadas en
concentraciones salinas de 0 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %y 40 % en agua potable. La mortalidad larval y la fecha del cambio de estadio
fueron registradas diariamente. La sobrevivencia y esperanza de vida inicial fueron mayores en las larvas criadas en los intervalos
de 10 % a 40 % de salinidad, comparado con larvas criadas en 0 % y 5 % de salinidad. Las duraciones totales de las fases inmaduras
se ajustaron a un modelo cuadrético; y = 9,002 - 0,116x + 0,003x?, siendo la duracién menor para larvas criadas a 10 % y 20 %
de salinidad. Se concluye que las larvas estan fisiologicamente adaptadas a agua salobre, especialmente agua que contiene entre
10 % y 20 % de salinidad. Esta informacién podria ser Gtil para predecir cuales criaderos son mas propicios para soportar
poblaciones altas de A. aquasalis.

Palabras clave adicionales: Agua salobre, crecimiento, sobrevivencia, zancudos.

Abstract

GomEez C, OsBorN F. 2002. Effects of different saline concentrations on the development of larvae and pupae of Anopheles aquasalis
Curry, 1932 (Diptera: Culicidae) under laboratory conditions. Entomotropica 17(2):121-127.

Anopheles aquasalis is the main malaria vector in Sucre state, Venezuela. The larvae of this species are salt water tolerant. The effects
of different concentrations of salt on the survival and development time of larvae and pupae were studied under laboratory
conditions. The larvae were maintained in salt concentrations of 0 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 % and 40 % in bottled water and daily
recordings of larval mortality were made as well as the dates of change of instar. The proportion of larval survival and initial life
expectancy were higher in larvae raised in 10 % — 40 % of salt compared with larvae raised in 0 %o and 5 %. The total duration of
the immature phases could be ajusted to a cuadratic model; y = 9.002 — 0.12x + 0.003x?, with larvae raised in 10 % and 20 % of
salt showing the most rapid development. We conclude that the larvae are physiologically adapted to salt water conditions,
especially water containing between 10 % and 20 % of salt. This information could be useful for predicting which breeding grounds
are most likely to support large populations of A. aquasalis.

Additional key words: Growth, mosquitos, survival, salt water.

Introduccion

Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis Curry, 1932 ha sido
reconocido como vector de la malaria producida por
Plasmodium vivax en toda la costa noroeste y noreste de
América del Sur; desde Panama hasta Ecuador en el
Pacifico y desde Guatemala hasta el sur de Brasil,
incluyendo las Antillas Menores y Trinidad en el
Atlantico (Faran 1980; Flemming 1986). A. aquasalis
tiene una distribucion costera desde el estado Zulia
hasta el estado Delta Amacuro, en Venezuela. Sin
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embargo, es en el estado Sucre donde juega un papel
importante como vector de la malaria (Moreno y Berti
1997).

Los estadios inmaduros de A. aquasalis se encuentran
en diversos habitats acuaticos, tales como: lagunas,
cafios, pantanos, manglares, potreros inundados, y
otros; los cuales muestran variaciones en la salinidad
entre 0,4y 38,4 % (Berti et al.1993). Aunque se ha
estudiado el efecto de diferentes variables sobre la
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sobrevivencia y el tiempo de desarrollo de las fases
inmaduras de A. aquasalis en condiciones de laboratorio
(Delgado 1996; 1998), el efecto de la salinidad sobre
el desarrollo de esta especie ain no ha sido explorado.
Si la concentracion de sal afecta el desarrollo de A.
aquasalis, ésta podria ser un factor que determine la
distribucidén poblacional de esta especie.

El objetivo de este trabajo fue determinar si el desarrollo
de las fases inmaduras de A. aquasalis son afectadas por
la salinidad. Para ello, se estudian los efectos de
diferentes concentraciones de sal sobre la sobrevivencia
diariay por estadio, la esperanza de vida, lamortalidad
especifica por edades, el factor de mortalidad clave por
estadio y la duracion de los estadios de las fases
inmaduras de A. aquasalis en condiciones de
laboratorio.

Materiales y Métodos
Areadecolecta

El &rea de colecta de Muelle de Cariaco esta situado a
10 m de la carretera entre los poblados de Muelle de

Cariaco y Cerezal (lat 10° 29°N long 63° 34°0O) y a
aproximadamente un (1) km del extremo este del Golfo
de Cariaco. Presenta una temperatura media anual entre
27y 33°Cy unaprecipitacion anual entre 600y 1 000
mm, siendo septiembre y octubre los meses mas
lluviosos. El paisaje consiste de pastizales y pequefios
bosques, ademas de lagunas permanentes y temporales.
El area de colecta de Yaguaraparo estd situado a 20 m

de la carretera entre los poblados de Rio Seco y
Yaguaraparo (lat 10°33" N long 62° 53" O). Presenta
una temperatura entre 27 y 33°C y una precipitacion

anual entre 1 400 y 1 500 mm, siendo los meses de

maxima precipitacién de julio a noviembre. El paisaje
consiste de pastizales y bosques con abundantes
criaderos tanto permanentes como temporales.

Muestreo de adultosy criade las larvas

Las hembras adultas de A. aquasalis fueron colectadas
mediante un aspirador-capturador, reposando en los
marcos metalicos de un potrero ubicado cerca de
Muelle de Cariaco (Sucre) y de un potrero en las
cercanias de Yaguaraparo (Sucre). Posteriormente a la
captura, las hembras fueron trasladadas en vasos de
cartén parafinado, en grupos de 30 a 40 individuos por
vaso, al Laboratorio de Control Bioldgico del Instituto
de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias
Aplicadas, Universidad de Oriente, Cumana.

En el laboratorio, las hembras fueron colocadas por
separado en vasos plasticos de 60 mL, con el fondo
relleno de algodén humedecido con agua potable y
cubierto con tres circulos de servilleta de papel blanca.
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Las hembras fueron mantenidas en condiciones
ambientales de 28,5 + 1,5 °C, 80,0 + 10,0 % de
humedad y fotoperiodo de 12:12 horas (Delgado 1996;
1998).

Una vez que ovipusieron, las hembras fueron
identificadas con la ayuda de la clave para adultos del
género Anopheles elaborada por Cova-Garcia y Sutil
(1975). Las posturas obtenidas de hembras de A.
aquasalis fueron colocadas en grupos de tres a cuatro
posturas en bandejas plasticas de 30 x 22 x 7 cm con
200 mL de agua potable, con concentraciones salinas
de 0%, 5%, 10 %, 20 %y 30 % respectivamente, para
la eclosidn (experimentos preliminares demostraron
que muy pocas larvas eclosionaron en agua con 40 %
de sal). Las larvas recién eclosionadas (entre 6-8 horas
de edad) se distribuyeron en grupos de 50 larvas por
bandeja, en 200 mL de agua potable, con las mismas
concentraciones salinas utilizadas para la eclosion,
excepto en el caso de las larvas eclosionadas en agua
con 30 %, las cuales se dividieron en bandejas con
concentraciones salinas de 30% y 40%
respectivamente, para obtener una densidad larval de
aproximadamente 0,15 larvas por cm?2 (Delgado 1998).
Latemperatura ambiental se mantuvo entre 31 +£2°C,
y la humedad entre 70,0 + 5,0 %. Diariamente se
suministré una dieta a las larvas que consistio de una
mezcla pulverizada de 55 % de alimento para peces
(Ictiosan®), 15 % de levadura deshidratada, 15 % de
higado de res deshidratado, 7,5 % de espinacas
deshidratadasy 7,5 % de hojuelas de avena (Quaker®).
Esta mezclafue afiadida a las bandejas experimentales
una vez por dia, hasta el segundo estadio (0,1 mg/
larva), y dos veces al dia a partir del tercer estadio (0,4
mg/larva cada vez) (Delgado 1998).

Las bandejas fueron revisadas diariamente a la misma
horay se registrd la fecha de cambio de estadio de las
larvas y su mortalidad. El ensayo se repitio en tres
ocasiones diferentes.

Construccion de las tablas de vida horizontal

A partir del nimero diario de larvas vivas (N ), se
construyeron las tablas de vida horizontal por dia y
por edad, y las curvas de sobrevivencia diaria,
(Rabinovich 1980; Service 1993), para las fases
inmaduras de A. aquasalis. Para las tablas de vida
horizontal se calcularon los siguientes parametros:

Dy: N, - Nyoq (NUmero de individuos que
mueren entre las edades X y

X +1).
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I: N/ N, (Proporcion de individuos
que sobreviven a la edad
estadio) x, donde No = el
tamafio inicial de la cohorte

al empezar el ensayo).
(Probabilidad de morir entre
la edad x y x+1).
(Probabilidad promedio de
sobrevivencia entre  dos
edades sucesivas).

Ox: Dx/Nx

I—x: (Ix + |><+1)/2

T, SLy (Nlumero total de dias que le
quedan por vivir a los
sobrevivientes que  han
alcanzado la edad x).

e : T/, (Esperanza de vida en dias).

Ni: (Ndmero de larvas que
sobrevivieron hasta el

estadio i).

(Variaciéon de la mortalidad
entre los estadios o factor de
mortalidad clave).

(Proporcion de individuos
que sobreviven durante el
estadio I, N; es el nimero de
individuos del primer estadio
al comenzar la cria).

Ki: log (Nj) - log (Ni.s)

Ii: Ni/Nl

La duracion promedio de cada uno de los estadios se
calculo a través de la siguiente formula (Reisen y
Siddiqui 1979):

Duracioén Promedio del Estadio =[& (larvas * Dia,_)]/
Total larvas x estadio

n =1 (dia en que se observan por primera vez larvas
del estadio en cuestion).

Analisis Estadistico

Los datos de porcentaje de mortalidad por estadio
obtenidos por cada concentracion de salinidad fueron
transformados mediante el arcoseno [(proporcién)*],
y los datos de la duracién de los estadios fueron
transformados mediante el log, (x). El efecto de la
salinidad sobre la sobrevivencia de los estadios fue
analizado a través de un andlisis de varianza de un factor
(salinidad) y la prueba de comparaciones multiples no-
planeadas de SNK (p<0,05; Underwood 1997), a los
gue previamente se les habia realizado el test de Levene
para determinar si existia homogeneidad de varianzas.
El efecto de la salinidad sobre el factor de mortalidad
clave (K) no pudo ser analizado estadisticamente
debido a que hubo varianzas heterogéneas. Para evaluar
el efecto de la salinidad sobre la duracion de los estados
inmaduros, se realizé un andlisis de regresién
curvilinea, modelo cuadratico (Sokal y Rohlf 1979).
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Ficura 1. Sobrevivencia diaria (1 ) de larvas deA. aquasalis criadas
en diferentes concentraciones salinas.

Resultados

A partir de los datos de las tablas de vida horizontal
construidas para las fases inmaduras de A. aquasalis
criadas en concentraciones de salinidad de 0 %, 5 %,
10 %, 20 %, 30 %y 40 %, se construyeron las curvas de
sobrevivencia (I ), esperanza de vida (e,) y mortalidad
especifica por edades (q,) (Figuras 1, 2y 3).

Para las concentraciones de sal de 10 % a 40 %, la
sobrevivencia se mantuvo por encima del 90 % hasta
los seis dias de edad, disminuyendo hasta un valor de
86 % a los nueve dias en concentraciones de 30 % de
sal y hasta el 82 % a los 11 dias en concentraciones
salinas de 40 %. Sin embargo, a concentraciones de
0%y 5% de sal la sobrevivencia se redujo rapidamente
hasta el 60 % (0 %) y el 40 % (5 %) a los tres dias, para
finalizar en 40 % y 31 % a los 9 y 11 dias,
respectivamente (Figura 1).

Laesperanzade vidainicial (e ) en las larvas mantenidas
en concentraciones salinas de 10 % a 40 % fue
sustancialmente mayor (8,42 — 9,78) que la obtenida
para los tratamientos de 0 % y 5 % (6,24 y 4,34,
respectivamente) (Figura 2). De igual manera, las
tendenciasen las curvas de e, _para las larvas criadas en
concentraciones salinas de 10 % a 40 % fueron muy
similares, observandose una reduccion lineal constante
enlae desde el primer hasta el Gltimo dia del ensayo.
Por su parte, lae_de los tratamientos de 0 %y 5 % se
incrementd ligeramente en larvas de 1 - 3 dias de edad,
para luego descender de manera similar a las de las
concentraciones salinas mayores (Figura 2).

La tasa de mortalidad especifica por edades (q,) fue
bastante baja en las salinidades de 10 % a 40 %,
observandose un pequefio incrementoenlaq enlarvas
de 10- 12 dias para el tratamiento de 40 % (Figura 3).
A las concentraciones de salinidad de 0 % y 5 %, los
maximos valores de q,_se produjeron en las larvas de
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Cuapro 1. Proporcion de larvas que sobreviven por estadio (1)) de larvas de A. aquasalis criadas en diferentes concentraciones
de salinidad. |, = Proporcion de sobrevivientes por estadio.

Estadio L; (N, =50)
0% 5% 10 % 20 % 30 % 40 %
I 0,69°+ 0,14 0,45%+0,24 0,99°+ 0,02 0,95°+ 0,03 0,97°+0,02 0,98°+0,02
I 0,502+ 0,14 0,36°+0,22 0,99°+ 0,02 0,90°+ 0,04 0,95°+0,02 0,90°+0,11
n 0,422+0,16 0,34°+0,21 0,99°+ 0,02 0,89°+ 0,05 0,95°+0,02 0,89°+0,11
\Y; 0,40°+ 0,16 0,332%+0,20 0,99°+ 0,02 0,87°+ 0,04 0,95°+0,02 0,87°+0,12
P 0,40°+ 0,16 0,31%+0,17 0,98°+ 0,03 0,86°+ 0,05 0,91°+0,02 0,81°+0,12

L, (N, =50) = Proporcion de sobrevivientes por estadio.
(*) Estadios de cada tratamiento seguidas por letras iguales no difieren significativamente. Analisis de varianza (Promedio + DS), Prueba de
comparaciones multiples de SNK, P<0,05 (Underwood 1997).

Cuapro 2. Factor de mortalidad (K)) de larvas de A. aquasalis criadas en diferentes concentraciones de salinidad. K, = Factor
de mortalidad clave (log N, — log N, ,)

Estadio ki (NO = 50)
0 % 5% 10 % 20 % 30 % 40 %

I 0,169 + 0,12 0,412+0,28 0,006 + 0,01 0,021+ 0,01 0,015+ 0,01 0,009 + 0,01

I 0,153+ 0,06 0,130+ 0,12 0,000 £ 0,00 0,025 + 0,01 0,006+ 0,00  0,041+0,06

1 0,096 + 0,08 0,035+ 0,04 0,000 £ 0,00 0,003+ 0,01 0,000+ 0,00 0,003+ 0,00

v 0,026 + 0,02 0,005 + 0,01 0,000 £ 0,00 0,009 + 0,01 0,003+ 0,00 0,014 +0,01

P 0,000+ 0,00 0,005 +0,01 0,003 +0,00 0,007 £ 0,01 0,015+ 0,01  0,029+0,01
TOTAL]j 0,445 + 0,26 0,587 +£ 0,38 0,009 £ 0,02 0,066 + 0,03 0,040+ 0,01 0,095+ 0,08

k,= Factor de mortalidad clave (log N, - log N, ).

i+1

] Esel promedio de la sumatoria de las duraciones por estadio para cada réplica.

Cuabro 3. Duracién de las fases inmaduras de A. aquasalis criadas en diferentes concentraciones de salinidad.

Estadio Duracion del estadio (dias) (NO = 50)
0% 5% 10 % 20 % 30 % 40 %

| 1,72+0,21 2,02 + 0,50 1,03 +0,01 1,23+0,19 1,98 + 0,03 1,67 +0,47

] 1,65+ 0,46 1,26 + 0,33 1,04 + 0,03 1,19+ 0,04 1,00+ 0,00 1,27 + 0,38

1 1,77 £0,54 1,29+ 0,30 1,15+ 0,07 1,58+ 0,28 1,35 +0,16 1,93+ 0,07

v 2,56 £ 0,42 2,29+ 0,37 2,92 + 0,06 2,48 £ 0,07 2,69+ 0,41 2,78 £0,02

P 1,52+0,15 1,58+ 0,14 1,69 + 0,07 1,52+0,17 1,75+ 0,04 1,72 £ 0,08
TOTAL]j 9,22+0,34 8,74+ 0,56 7,83+0,14 8,00+ 0,39 8,77+ 0,31 9,37 £0,21

j Es el promedio de la sumatoria de las duraciones por estadio para cada réplica.

1- 4 dias de edad, siendo estos valores mucho mayores Al analizar la duracidn por estadio no hubo patrones
que los maximos g, observados para todos los demas claros; sinembargo, el analisis de las duraciones totales
tratamientos a esas edades (Figura 3). reveld que éstas se ajustan a un modelo cuadratico (y=
Elincremento en las concentraciones salinas aument6 9,002 - 0,116x + 0,003x?), siendo la duracion total
significativamente la proporciéon de larvas menor para larvas criadas a 10 %o, y con duraciones
sobrevivientes de A. aquasalis (1), durante todos los totales mayores hacia los extremos (F= 15,48;
estadios (ANOVA, P<0,05, GL 5) (Cuadrol). a=0,0002; GL= 2; R*=0,674) (Figura5).

No se pudo realizar el ANOVA con los datos obtenidos Di .,

del Ki debido a que la varianza fue heterogénea. Sin 'SCUSK_){] )

embargo, se puede resaltar que la varianza mayor En funcion de los resultados obtenidos, podemos
ocurrié principalmente en larvas criadas a 0 %y 5 % afirmar que las fases inmaduras de A. aquasalis tienen
durante los primeros dos estadios, y en menor grado en una sobrevivencia mayor cuando son criadas en
el tercer estadio (Figura 4). concentraciones salinas de 10 % a 40 %, comparadas

con larvas criadas en agua dulce o con 5% de sal. Esde
notar que la sobrevivencia entre estadios no varia para
larvas criadas en concentraciones salinas de 10 %,

El tiempo total de desarrollo desde el primer estadio
hasta la emergencia del adulto fue el promedio de la
sumatoria de la duracion por estadio para cada réplica.
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Ficura 2. Esperanza de vida (e,) de larvas de A. aquasalis
criadas en diferentes concentraciones salinas.
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Ficura 3. Tasa de mortalidad especifica por edades (g,) de
larvas de A. aquasalis criadas en diferentes concentraciones
salinas.

comparada con la sobrevivencia de larvas criadas en
las demas concentraciones de sal. La mortalidad de
larvas criadas en las demés concentraciones de sal
ocurrid principalmente durante los primeros dos
estadios, resaltando la susceptibilidad de las larvas
jovenes a cambios en la concentracion de sal comparado
con larvas de una edad mayor. El hecho de que las
larvas criadas en 10 % de sal no murieron durante estos
dos estadios implica que ésta es la concentracion
Optima de sal para esta poblacion. Es interesante que
aunqgue 81 % de las larvas criadas en 40 % de sal a
partir de 6 —8 horas de edad, sobrevivieron hasta adulto,
muy pocas larvas eclosionaron en esta concentracion
salina (nosotros teniamos que utilizar larvas
eclosionadas en 30 % de sal pararealizar las tablas de
vida de larvas en 40 % de sal). Esto implica que 40 %
de sal esta cerca del limite de tolerancia para las larvas
de A. aquasalis.

Tanto la sobrevivencia promedio como la duracion
total de las fases inmaduras criadas en agua dulce, fue
menor en este trabajo que la reportada por Delgado
(1996), 40 % de sobrevivenciay 9,21 dias de desarrollo
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Ficura 5. Promedio de las sumatorias de las duraciones
por estadio para cada réplica de larvas de A. aquasalis criadas
en diferentes concentraciones salinas. Ecuacion de la curva:
y=19,002-0,116x + 0,003x?, F=15,48, GL=2,R?=0,674.

(este trabajo) comparado con 74,3 % de sobrevivencia
y 16,29 dias de desarrollo (Delgado 1996). Esto puede
deberse a que Delgado (1996) utilizo larvas obtenidas
de poblaciones de adultos colectados en las cercanias
del Lago de Valencia (agua dulce), estado Aragua,
mientras que en este estudio los adultos de A. aquasalis
fueron colectados cerca de criaderos de agua salobre.
Es posible que las poblaciones de A. aquasalis del lago
Valencia estén adaptadas al agua dulce, reflejandose en
la sobrevivencia mayor de las larvas reportadas por
Delgado (1996).

El tiempo de desarrollo total fue menor para larvas
criadas a 10 % de sal y mayor hacia las concentraciones
de sal extremas, ajustandose a un modelo cuadratico.
El hecho de que las larvas se desarrollaron més rapido
en la concentracién salina de 10 % implica que las larvas
estan més adaptadas a esta concentracion comparada
con concentraciones de sal mas altas o bajas. El valor
de R?(0,674) implica que el factor de salinidad explica
cerca de 70 % del patrén observado. El 30 % restante
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se podria explicar por las diferentes edades iniciales de
las larvas al inicio del experimento, y por otros factores
intrinsecos de la poblacion no medidos. Esto podria
ser una herramienta muy Gtil para predecir el tiempo
de desarrollo de las fases inmaduras de A. aquasalis,
dependiendo de la concentracion salina del criadero.

En lo que respecta al factor de mortalidad clave (K),
observamos que la respuesta de la poblacion fue
variable, encontrandose que la mayor varianza ocurrié
durante los primeros estadios y en menor grado en el
tercer estadio, para larvas criadas en concentraciones
salinas de 0 % y 5 %. Las larvas durante los primeros
estadios son més susceptibles al estrés. Sin embargo, la
variabilidad en la mortalidad de la poblacién en
concentraciones de sal bajas implica la posibilidad de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales. Esto
podria tener importancia para el mantenimiento de las
poblaciones de A. aquasalis durante la época de lluvia,
cuando las concentraciones de sal en los criaderos
podria bajar.

Varios autores (Barrera et al.1998; Berti et al.1998;
Delgado et al.1998; Grillet et al.1995; 1998) han
observado correlaciones positivas entre la abundancia
de larvas de A. aquasalis y diferentes concentraciones
de sal de los criaderos, con las larvas de esta especie
siendo principalmente colectadas en zonas de manglar
con concentraciones de 5 % a 30 % de salinidad. En
particular, Grillet et al. (1998) observaron que aunque
A. aquasalis era la especie mas abundante y frecuente
en los criaderos revisados, y presentaba un
comportamiento generalista respecto a todo el gradiente
ecoldgico estudiado, estaba asociadasignificativamente
con los humedales salobres.

Los hébitats salobres son ambientes “extremos”, desde
un punto de vista fisiolégico, y los organismos que
colonizan estos ambientes enfrentan graves problemas
osmaticos (Grillet et al.1998). Estos autores sugirieron
gue A. aquasalis es una especie generalista de habitat,
con mayor abundancia en ambientes “extremos” donde
existe una menor probabilidad de que sea desplazada
por interacciones bi6ticas (depredacion, competencia,
etc.). Sin embargo, en el presente trabajo se demuestra
que las larvas de A. aquasalis sobreviven mejor en aguas
salobres a salinas, especialmente entre 10 % y 20 % de
salinidad, por lo tanto podemos deducir que su
presencia en criaderos con un alto contenido de sal se
debe principalmente a adaptaciones fisiologicas.

En conclusion, la mayor sobrevivencia de larvas de A.
aquasalis en aguas salobres podria ser determinante en
la distribucién poblacional de esta especie. Es
importante sefialar las implicaciones que estos
resultados pueden ofrecer para el control de este vector
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en el estado Sucre, debido a que segiin la concentracion
de lasalinidad de los criaderos, se puede predecir cuales
de ellos son més propicios a soportar altas poblaciones
de A. aquasalis.
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