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RESUMEN

Las investigaciones de entomologia y control de vectores requieren material
bioldgico de alta calidad para garantizar resultados confiables y reproducibles. La
dieta de los estadios larvarios es un factor clave para la cria de Ae. aegypti porque
tiene repercusion durante el resto de la vida del insecto. Ello motivo a comparar la
eficacia y eficiencia de dos dietas para la cria a pequefia escala de larvas de Ae.
aegypti. Se suministré levadura torula o harina de pescado a estadios inmaduros de
Ae. aegypti y se comparé su eficacia sobre la supervivencia, largo del ala,
fecundidad y fertilidad de los adultos. Se evalué ademas la eficiencia, considerando
la relacion entre el precio de los sustratos y su eficacia como dieta. Los adultos de
Ae. aegypti alimentados en su fase larvaria con levadura torula sobrevivieron mas
gue los que recibieron harina de pescado, como promedio las hembras fueron 4,7 y
los machos 5,1 dias mas longevos. La fecundidad y la fertilidad fue similar en todos
los mosquitos, independientemente de la dieta suministrada. El largo del ala de los
adultos que recibieron como dieta la levadura torula en su fase larvaria, resultd
mayor que el de aquellos criados con harina de pescado, independientemente del
sexo. El analisis en su conjunto de las cuatro variables exploradas, sugiere que la
levadura torula tiene mayor eficacia que la harina de pescado como dieta de
estadios larvarios de Ae. aegypti. La relacion precio — eficacia hace mas eficiente la
dieta con levadura torula con respecto a la harina de pescado. Estos resultados
estimulan la realizacion de estudios de optimizacién de la dieta para Ae. aegypti en
el insectario del IPK, que incluya la levadura torula en combinacién con otros

sustratos, para mejorar el material biolégico destinado a investigaciones cientificas.



En memoria de Maria Magdalena Rodriguez Coto y

Omayda Pérez Insueta
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INTRODUCCION

Aedes aegypti (Ae. aegypti) (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) constituye una
amenaza para la salud de millones de personas en todo el mundo, por su capacidad
para transmitir virus de diferentes familias [1]. Es considerado el vector primario de
dengue, chikungunya y Zika en las Américas [2]. Existen evidencias de su origen
africano, pero ha colonizado exitosamente la mayor parte de las regiones tropicales

y sub-tropicales en todo el mundo [3].

Aedes aegypti es un insecto holometabolo, con fases juveniles acuaticas que se
alimentan de detritus organicos, procariontes, levaduras, microalgas y pequefios
invertebrados [4]. Es una de las especies de mosquito mas ampliamente estudiada,
en primer lugar por su importancia médica, pero ademas por su facil cria en
laboratorio, especialmente porque sus huevos se pueden conservar viables por

periodos prolongados [5].

Las investigaciones entomoldgicas de laboratorio requieren de material biolégico de
alta calidad para la realizacibn de bioensayos y otros procedimientos, que
garanticen resultados confiables, reproducibles y comparables. Como en todo
proceso, una deficiencia inicial repercutird negativamente sobre todas las fases

subsiguientes [6].

La dieta de las fases acuaticas incipientes de los mosquitos es un factor clave, debe
cubrir un amplio y complejo rango de nutrientes, esenciales para el adecuado
desarrollo morfologico y funcional, que tendré repercusion durante el resto de la
vida, incluyendo la adultez. Las deficiencias nutricionales afectan la productividad
en términos cuantitativos de un laboratorio, pero de manera especial comprometen

la calidad de los mosquitos resultantes [7].

Comunmente se reportan dietas para estadios inmaduros compuestas por varios
sustratos. El objetivo fundamental en la eleccién de los mismos es la cobertura de
todos los elementos nutricionales que deben ser suministrados al mosquito, pero
debe garantizarse ademas la sostenibilidad, considerando que sean asequibles y

eficientes desde el punto de vista econémico [8-11].
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En el insectario del Instituto de medicina tropical Pedro Kouri (IPK) se utiliza desde
hace afios la harina de pescado como sustrato Unico para alimentar las larvas de
Ae. aegypti [12]. Si bien muchas de dietas reportadas internacionalmente contienen
pescado, no lo tienen como sustrato Unico, incluso se prefiere el atin, por su menor

proporcion de grasa [6, 8, 9, 13-16].

La levadura torula es el producto final de un proceso fermentativo de Candida utilis
(C. utilis), generalmente sobre sustratos azucarados. Es un producto rico en
aminoacidos, hidratos de carbono y sales inorganicas, con bajo contenido de grasas
[12]. En Cuba se obtenia tradicionalmente a partir de la melaza, que es un
subproducto de la produccion de azucar [17]. La reduccion de los centrales
azucareros en el pais llevo a destinar el 100% de la melaza a la produccion de
alcohol mediante la fermentacién con Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae).
Después de la destilacion del alcohol queda la vinaza, que constituye un residual
abundante y agresivo; que suele contaminar las aguas superficiales y subterraneas,
con un deterioro significativo del medio ambiente donde estan ubicadas las
destilerias [17].

La vinaza es, basicamente, restos de S. cerevisiae y por ello tiene alto contenido de
nutrientes. Sin embargo, su elevada acidez y presencia de residuos toxicos limitan
su uso directo para la alimentacién animal. Especialistas del Instituto de Ciencia
Animal de Cuba disefiaron un proceso fermentativo secundario con C. utilis sobre
la vinaza, que permite obtener levadura torula y a la vez elimina el problema de la

contaminacion ambiental por los desechos de la produccién de alcohol [17].

Las propiedades nutricionales, caracteristicas fisicas y asequibilidad de la levadura
torula sugieren su factibilidad para la alimentacion de mosquitos en fase larvaria, lo

cual motivo la presente investigacion.

HIPOTESIS

La utilizacion de levadura torula como dieta de estadios inmaduros de Ae. aegypti
permite la obtencion de adultos de alta calidad y de manera eficiente desde el punto

de vista econémico
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OBJETIVO GENERAL
Comparar la eficacia y eficiencia de la levadura torula y la harina de pescado como

dietas para la cria a pequeia escala de larvas de Ae. aegypti

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Estimar la supervivencia de adultos de Ae. aegypti alimentados con levadura

torula o harina de pescado durante sus estadios larvarios

2. Comparar la fecundidad y la fertilidad de adultos de Ae. aegypti que recibieron

levadura torula o harina de pescado como dieta durante sus fases acuaticas

3. Comparar el tamafo de los adultos de Ae. aegypti alimentados en la fase

larvaria con levadura torula o harina de pescado

4. Analizar la relacién entre el costo econdmico y la eficacia de la levadura torula

y la harina de pescado como dietas de larvas de Ae. aegypti
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Aedes aegypti

Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera: Culicidae) es un insecto que al parecer es de
origen africano y se piensa que fue introducido en Las Américas con la trata de
esclavos [18]. En la actualidad esta distribuido en las regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo. Con habitos netamente antropofilicos, la ubicacion

de sus criaderos es muy frecuente en las viviendas o sus alrededores [19].

Aedes aegypti es un insecto holometébolo, con fases inmaduras que incluyen tres
formas bien diferenciadas: huevo, larva y pupa; y una fase madura también llamada
aérea o adulta [20]. El tiempo de vida medio del adulto es variable, depende de las
condiciones ambientales. Habitualmente oscila entre dos semanas y dos meses,

incluso un poco mas. Las hembras suelen ser mas longevas que los machos [19].

El ciclo de vida de las etapas inmaduras puede ser muy variable, influenciado por
tres factores basicos: temperatura, densidad poblacional y nutricion (figura 1) [21].
Estos factores estan tan inter-relacionados entre si, que resulta extremadamente
dificil distinguir la influencia de cada uno de ellos en los hallazgos de experimentos

de laboratorio [21, 22].

La mayoria de los estudios indican que la temperatura éptima del agua para la cria
de estadios inmaduros de Ae. aegypti es 28°C. A temperaturas superiores se
incrementa la velocidad de crecimiento, pero existe un impacto negativo sobre la

talla del adulto y la mortalidad suele ser mayor en todas los estadios [23]. Las
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Figura 1. Ciclo de vida de Ae. aegypti

temperaturas por debajo de 25°C retardan significativamente el ciclo de vida y el

desarrollo de los individuos suele ser mas heterogéneo [23].

La influencia de la densidad de los insectos en un sitio de cria sobre su desarrollo y
velocidad de crecimiento puede deberse a interferencia tactil, acumulo de
sustancias de desecho y competencia por el alimento. Aun disponiendo de
suficiente cantidad de alimento per capita, las larvas en mayor densidad en un sitio

cria se desarrollaran mas lentamente [21].

La nutricion deficiente en los estadios larvarios dilata el tiempo necesario para el
desarrollo del insecto [24], y esta estrechamente relacionada con una disminucion

en el tamafio final del adulto [23].

De cualquier manera, esta demostrado que Ae. aegypti tiene una levada plasticidad
a cambios en el ambiente de los sitios de cria, que le permiten adaptarse y sobrevivir

a condiciones muy variadas en los ecosistemas [21].
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Adultos

El mosquito adulto de Ae. aegypti tiene una apariencia elegante, es de color negro,
de mediano tamafio, alcanza entre 4 y 7 mm de longitud y un peso promedio de 1
mg en laboratorio (figura 2) [19]. En la superficie dorsal del térax, sobre el fondo
negro, tiene escamas blanco-plateadas que se disponen de una manera curva
peculiar, descrita como una lira, en referencia al instrumento musical. EI abdomen
es entre castafio y negro, también con algunas escamas blancas. Los segmentos
tarsales y femorales de las patas presentan anillos blancos caracteristicos, que
constituyen, junto a la lira y las manchas blancas de los clipeos, los elementos

primarios para su identificacion comun en los laboratorios en Cuba, que siguen

usualmente las claves taxondmicas desarrolladas por Gonzalez Broche [25].

Figura 2. Adultos de Ae. aegypti, A: macho, B: hembra. Las diferencias en la proboscis y las antenas
entre ambos sexos son los principales caracteres para su diferenciacion

Aedes aegypti no suele alejarse mucho de sus criaderos, la distancia maxima de
alcance descrita en la bibliografia es muy variable, desde 150 hasta alrededor de
1200 metros. Las largas distancias son, probablemente, resultado de la influencia
del aire o de los medios de transporte del hombre [26]. Sin embargo, la distancia de

dispersion mas comunmente aceptada es de menos de 150 metros [27]. En un
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reciente estudio realizado en Cuba, se estim0 mediante marcaje-liberacion-
recaptura, un rango de vuelo de machos de Ae. aegypti estériles entre 43,2y 110,5

metros, con una dispersion promedio de 77,3 metros [28].

En realidad, Ae. aegypti no necesita habitualmente dispersarse demasiado, porque
encuentra en las comunidades humanas los sitios de cria y sus hospederos
preferidos para la alimentacion con sangre. La reduccion o eliminacion de los sitios
de cria en un area o el incremento excesivo de las poblaciones del mosquito, puede
inducir su propagacion hacia otras areas, incluso mas alla de los 150 metros. No es
raro el movimiento accidental en los propios los medios de transporte del hombre,

que facilita la dispersion a distancias mayores [29].

Tanto machos como hembras adultos se alimentan del néctar de las flores y jugos

naturales de las plantas, ricos en elementos que utilizan para obtener energia [23].

Las hembras necesitan adicionalmente sangre para gestar sus huevos, de ahi que
su aparato bucal picador-chupador sea una de las diferencias morfolégicas mas

llamativas respecto a los machos [19].

Generalmente, después de cada alimentacién sanguinea la hembra desarrolla un
lote de huevos. Esta comprobado que este mosquito puede alimentarse con sangre
mas de una vez entre cada puesta, especialmente si es perturbado antes de estar
completamente lleno, caracteristica que puede estar relacionada con su alta

eficiencia para la transmisién de enfermedades [30].

El comportamiento de apareamiento de Ae. aegypti estd asociado a la alimentacion

con sangre. Contrario a lo que se especul6 durante algunos afos, los machos no
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esperan a la hembra cerca del criadero, sino que ambos buscan al huésped, fuente
de sangre. Alrededor de éste ocurre el cortejo, la copula y la hembra realiza la
picada. Los enjambres de este mosquito no suelen ser grandes como en otras
especies, sino conformados solo por pocos individuos (estenogamia), muchas

veces ni siquiera existen enjambres [31, 32].

Durante la copula el macho transfiere la esperma a la bursa de la hembra. La
esperma migra hacia las espermotecas, donde puede permanecer viable durante

toda la vida de la hembra [33].

Aedes aegypti es una especie poligama, es decir, la hembra puede copular con
varios machos, pero se ha sugerido que el primero inyecta una sustancia que
previene la inseminacién efectiva por los demas [33]. Estudios recientes refuerzan
el concepto de la poliandria en Ae. aegypti, el primer mosquito en lograr la copula
tendra descendencia durante todos los ciclos gonadotréficos, pero compartida con
otros machos [34]. La fecundacion de los huevos ocurre durante el acto de

oviposicion, la esperma entra a los mismos por el agujero micropilar [35].

Los reportes sobre la duracion del ciclo gonadotréfico de Ae. aegypti son muy
variados y estan influenciados por los métodos utilizados para su medicion, pero

suelen oscilar entre 3y 7 dias [36, 37].

Entre los eventos de ingesta de sangre, la hembra trata de reposar en un sitio
seguro, gestando los huevos [38]. Después, busca un lugar apropiado para la
oviposicion, para mas tarde regresar a la busqueda de la fuente de sangre,

generalmente un humano. En total, el intervalo entre las ingestas de sangre es de
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alrededor de solo cuatro dias, lo que también contribuye a su gran eficiencia

vectorial [32].

Las hembras adultas se alimentan de sangre en horario diurno y lugares oscuros,
pero el amanecer y el anochecer son los momentos preferidos (habito crepuscular).
Esta especie desarrollé una habilidad peculiar para no ser detectadas y atacan sitios
corporales humanos en que matarlas resulta méas dificil al huésped [32]. Las
hembras suelen producir hasta cinco lotes de huevos durante su vida, cada uno

entre 100 y 200 unidades, lo que depende de la cantidad de sangre ingerida [19].
Oviposicion, huevos y eclosion

La hembra hace la oviposicion en las paredes de los depésitos de agua, sobre la
linea de nivel del liquido. Cuando el nivel de agua baja por cualquier causa, los
huevos quedan expuestos al aire y pueden persistir viables durante meses hasta
que, una vez nuevamente en contacto con agua, eclosionan [20]. Los criaderos
preferidos por Ae. aegypti son depdsitos de agua limpia, generalmente con bajo
contenido organico y de sales, pero su variedad es casi infinita, en la practica, casi

cualquier acumulo de agua puede serle util [39].

Una gran variedad de materiales puede servir de soporte a este mosquito para
colocar los huevos, pero la madera parece ser una superficie preferida. No es raro
que los mosquitos depositen los huevos directamente en la superficie del agua,

especialmente si existe materia organica flotando [40].

Entre una y dos horas después de puestos los huevos, el endocorion cambia del

suave-blanco al negro-duro y se hace impermeable al agua; tornandose hidrofobico
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Figura 3. Huevos de Ae. aegypti. Arriba, a la izquierda: huevos adheridos a papel. Arriba, derecha:
detalles de la forma de los huevos en una imagen ampliada en un estereoscopio. Abajo, detalles ultra-
microscopicos del huevo; izquierda: vista panoramica de la mitad anterior de un huevo; centro:
imagen del extremo anterior del huevo con el aparato micropilar (MPA) y las células

alas 17 horas. A temperatura entre 25 y 30°C el huevo alcanza la etapa de 4 células
en 1,5 horas; los nucleos de blastodermo se encuentran en la periferia en 3 horas;
la cuticula serosa se segrega entre 16 y 17 horas; el sistema nervioso se forma en
48 horas y el embrion estard maduro en 72 horas. A temperaturas inferiores a 23°C
el embrion necesita aproximadamente de 90 a 100 horas para madurar
completamente. A medida que se secreta la cuticula serosa, los huevos se vuelven
resistentes a la deshidratacion, pero necesitan mantenerse hUmedos durante no

menos de 24 horas [40].

Los huevos que sufren un periodo de secado tienden a eclosionar mejor que
aquellos que se mantuvieron hiumedos siempre. Un huevo maduro seco eclosiona
en menos de diez minutos cuando se sumerge totalmente en agua, pero los huevos

que flotan pueden requerir entre cinco y diez dias para eclosionar [40].
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Los mosquitos de los géneros Aedes y Ochlerotatus desarrollaron mecanismos
altamente sofisticados que regulan el proceso de eclosién de los huevos, como
adaptacion a las fluctuaciones existentes en las condiciones abioticas de sus sitios
de cria [32]. Estos mecanismos le han facilitado también la supervivencia a las

medidas de control establecidas por el hombre [41].

Aedes aegypti suele manifestar estados de latencia en su fase embrionaria del tipo
quiescencia, que le permite resistir condiciones adversas Yy facilita la supervivencia
de sus poblaciones a largo plazo. La quiescencia no es estacional, sino una
respuesta fisiolégica del embridén, con frecuencia a condiciones locales de
temperatura y humedad desfavorables. Suele confundirse la resistencia de los
huevos a la desecacion con la quiescencia y aunque estan muy relacionados, sus
mecanismos son independientes. La capacidad para resistir la desecacion es una

propiedad intrinseca del huevo y no del embrién [42].

La cascara del huevo esta formada por tres capas: exocorion, endocorion y cuticula
serosa. Todas cumplen importantes funciones para resistir la desecacion. Las dos
primeras las sintetiza la hembra en los ovarios, pero la cuticula serosa, la mas
interna, es producida durante la embriogénesis, alrededor de 11 a 13 horas después
de la oviposicién. La cuticula serosa secreta una sustancia quitinosa bajo el corion
que hace impermeable al huevo, conservando la humedad interna para proteger al

embrion de la desecacion (figura 3) [43].

La quiescencia puede tener cierto costo negativo para la viabilidad de los huevos y
la proporcion de sexos de los mosquitos resultantes. Sin embrago, los parametros

mas importantes de dinamica poblacional y capacidad vectorial no se ven afectados,
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como la fecundidad, fertilidad, supervivencia y tamafo de los adultos. No existe
diferencia en los tiempos de re-hidratacion y eclosibn de los huevos,

independientemente del tiempo que hayan estado inactivos [41].
Eclosion

El bajo contenido de oxigeno en el agua producto de la presencia de materia
organica y bacterias, resulta el principal estimulo para la eclosién [40]. Se piensa
gue esta conducta fue heredada por Ae. aegypti de sus ancestros, probablemente
relacionados con los mosquitos de aguas de inundacion, como los costeros. El
oxigeno disuelto sera elevado durante el periodo inmediato a la inundacion y la
eclosion en ese momento es un alto riesgo. Por un lado, porque las larvas podrian
ser arrastradas hasta sitios donde no culminarian su desarrollo y, por el otro, porque
los peces suelen invadir las areas inundadas en busca de alimentos. De manera
que la eclosion no ocurre inmediatamente después de la inundacion, sino cuando
las aguas estan estancadas y el oxigeno es consumido por bacterias y otras formas
de vida. Por otra parte, las bacterias degradan materia organica que le sirve de

alimento a los mosquitos [32].

El otro desencadenante de la eclosién parece ser la temperatura, e igualmente se
explica como un mecanismo relacionado con los cambios adaptativos de los
mosquitos de aguas de inundacion. Inmediatamente que un criadero es inundado,
por ejemplo, de lluvia, la temperatura sera relativamente baja. De eclosionar en ese
momento, los mosquitos estarian mucho tiempo expuestos en el criadero, toda vez
que a temperaturas frescas el metabolismo se desacelera y el ciclo de vida se

alarga. En cambio, una vez pasado el evento que origino la inundacion, las aguas
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Figura 4. Eclosién de huevos de Ae. aegypti. Izquierda: ruptura transversal del huevo. Derecha:
detalles de la region dorsal de la cabeza de la larva de primer estadio (h) con el diente de eclosion
(flecha)

gue quedan estancadas iran adquiriendo temperatura mas elevada, propicia para el

desarrollo rapido de los mosquitos [32].

Una vez estimulado, el embrion comienza a presionar el extremo del huevo y se
auxilia del llamado diente de eclosion hasta que, finalmente, rompe el extremo
anterior del huevo, liberando una estructura cénica caracteristica (figura 4). La larva

sale activamente, todo el proceso dura unos pocos minutos [32].
Larvas

Las etapas larvarias de Ae. aegypti constituyen el periodo de mayor ritmo de
alimentacion y crecimiento de la especie [44]. De cada huevo nace una unica larva
gue inicia un ciclo de cuatro estadios, creciendo mediante mudas del exoesqueleto;
desde de 1 mm de largo y 0,01 mg de peso hasta alcanzar 7 mm y 5 mg en su altimo
estadio [23]. Permanecen una parte del tiempo en la superficie para respirar, pero
se alimentan preferentemente debajo del agua, moviéndose lentamente (figura 5).
Su desarrollo se completa entre cinco a siete dias cuando las condiciones son

favorables [45-48].
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Figura 5. Larvas de Ae. aegypti con el sifén en la superficie del agua para respirar

En la larva puede distinguirse una region anterior cefalica, en que destacan un par
de ojos, un par de antenas y el aparato bucal. Los ojos tienen una funcion visual
limitada, pero son muy sensibles a la luz intensa y responden a cambios de
intensidad de luz. Las antenas perciben la direccion de las corrientes de agua y los

cambios en los elementos quimicos presentes en el agua del criadero [49].

La regidn toracica es ovoide y sin apéndices, pero puede distinguirse la presencia
de cerdas cuya funcion probablemente sea tactil. El abdomen consta de ocho

segmentos, un sifén ventilador y un segmento anal con las papilas [49].

Cada uno de los tres primeros estadios larvarios requieren cuando menos un dia
para su desarrollo. El cuarto estadio suele durar un poco mas, alrededor de 48 horas
[40]. En condiciones rigurosas de baja temperatura o escasez de alimento, el cuarto
estadio larvario puede prolongarse por varias semanas antes de transformarse en
pupa, si es que logra hacerlo. Las larvas y las pupas de los machos se desarrollan

como promedio mas rapidamente que las de las hembras [50].
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Figura 6. Caracteristicas de los cuatro estadios larvarios de Ae. aegypti

Morfologicamente todos los estadios larvarios son bastante similares, asi que en la
practica se diferencian principalmente en base al tamafio, lo que resulta engorroso,
especialmente cuando las condiciones de cria no son Optimas y ocurre un
crecimiento y desarrollo heterogéneo (figura 6). La longitud del cuerpo de las larvas
varia de aproximadamente 1 a 1,5 mm para el primer estadio; 1,5 a 3 mm para el
segundo estadio; 3 a5 mm para el tercer estadio y 3,5 a 7 mm para el cuarto estadio
[51]. El tamafio de la capsula cefalica solo cambia de tamafio en el momento de la
muda, a diferencia del resto del cuerpo que continda creciendo constantemente [7,

32].

El primer estadio larvario puede identificarse por la presencia del vestigio del
llamado “diente de eclosidn”, ubicado en la parte dorsal de la cabeza, que es blando

y transparente, al igual que el sifén [32].

Una larva completamente desarrollada del tercer estadio puede distinguirse de una

larva del cuarto estadio, ya que en esta Ultima la cabeza nunca se oscurece por
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completo y presenta los rudimentos de lo que sera la trompetas ventiladoras de las

pupas [32].

Existen diversos comportamientos de alimentacion de larvas de mosquitos, los
Aedes pertenecen al grupo de los filtradores [32]. Poseen unas estructuras
parecidas a cepillos en sus piezas bucales, que filtran el agua y atrapan las
particulas que utilizan para alimentarse. No tienen la capacidad para discriminar lo
que ingieren por su contenido, pero el tamafo usualmente es inferior a 50um [33].
En condiciones naturales las larvas habitualmente se alimentan de detritus,

invertebrados, protozoos, algas, bacterias y levaduras [32].

En laboratorio se utilizan un sinnimero de sustratos para la alimentacién larvaria,
ya sea para estudios fisiolégicos o para la cria artificial para diversos fines. La
complejidad de la nutricién larvaria de Ae. aegypti fue ilustrada mediante la
conjugacion de una suspension de levaduras autoclaveadas con extracto de higado
de res. Ambos promovieron un crecimiento rapido y vigoroso, pero uno solo de estos
sustratos fue insuficiente, a pesar de ser cada uno por si mismo, rico en nutrientes

[40].

Las dietas carentes de aminoacidos o proteinas no permiten a las larvas alcanzar
el segundo estadio con facilidad. En ausencia total de alimentos, las larvas de primer
a tercer estadio pueden mantenerse vivas por dos semanas. Bajo condiciones de
alimentacion infima se produce algun crecimiento, pero los ciclos se alargan
indefinidamente. Shannon y Putman observaron que con muy baja cantidad de
alimentos algunas larvas pudieron sobrevivir hasta 114 dias, pero murieron si

alcanzar la pupacion [52].
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Las larvas de los mosquitos requieren para su 6ptimo desarrollo de azlcares,
nucledtidos, acidos grasos, esteroles, vitaminas y catorce aminoacidos esenciales
[53, 54]. Con frecuencia se adiciona a las dietas sales de amonio, &cido folico y
vitamina del complejo B, especialmente tiamina, riboflavina, piridoxina, é&cido
nicotinico y acido pantenoico [40]. Estudios mas recientes enfatizan el papel de la
microbiota intestinal en la asimilacién de esos nutrientes, asi como su repercusion

en el ulterior desarrollo y conducta del adulto [4].

Las dietas para los estadios larvarios que son ricas en carbohidratos y con baja
proporcion de proteinas, inducen tiempos de desarrollo més cortos y talla corporal
mas grandes de los adultos. Se especula que existe un limite inferior de
carbohidratos en la dieta de los estadios larvarios que determina el éxito en el
desarrollo de Ae. aegypti. El impacto negativo de la carencia de carbohidratos sobre
sobre el tamafio del mosquito es mas notable en las hembras, porque éstas

sintetizan grasas a partir de los mismos con mayor eficiencia que los machos [55].

Por otra parte, las dietas muy ricas en proteinas pueden resultar toxicas para Ae.
aegypti, un fendémeno relacionado con el acimulo de amonio en el agua de cria
como consecuencia del metabolismo de los amino&cidos. Las proteinas ingeridas
por las larvas son degradadas hasta aminoacidos y se absorben en la porcién media
del intestino [56, 57]. Estos son entonces transportados a través del sistema
hemolinfatico y quedan disponibles en el cuerpo graso. EI amonio se produce
cuando se desaminan los aminoacidos para producir alfacetoacidos, al ser
excretado comienza a acumularse en el agua, terminando como un factor limitante

del desarrollo larvario [56].
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Algunos elementos esenciales como el colesterol deben ser adquiridos durante el
ciclo larvario [58], toda vez que los insectos no son capaces de realizar su sintesis
de novo [59]. El colesterol es un integrante esencial de los sistemas de membranas
celulares y es el precursor de hormonas que regulan la maduracion de los huevos,
ademas de ser en si, un componente fundamental de los mismos. La hembra adulta
chupa sangre para obtener una gran cantidad de nutrientes necesarios para la
ovogénesis, pero el colesterol contenido en la misma no es suficiente, por lo que

depende de las reservas de la alimentacion durante el estadio larvario [60].
Pupas

Las larvas de cuarto estadio mudan para convertirse en pupas, que no se alimentan,
porque durante este estadio ocurrira el proceso de metamorfosis que culminara con
la emergencia del mosquito adulto en aproximadamente dos dias. En este proceso
algunos 6rganos se lisan y el cuerpo del adulto se conforma a partir del disco
imaginal, un grupo de células que se mantuvieron en quiescencia durante el
desarrollo larvario. El cuerpo graso es transferido al adulto como una fuente de
nutrientes, de especial utilidad para la vitelogénesis y al que se atribuye incluso el

fenomeno de produccién autdgena de huevos [32].

Para la conformacién de la pupa, la cabeza y el térax de las larvas se funden en un
cefalotorax prominente, que porta dos trompetas respiratorias, conectadas con los
espiraculos mesotoracicos de los adultos en desarrollo para proveerle de oxigeno
(figura 7). El abdomen culmina en dos almohadillas y se mantiene flexionado sobre

el cefalotérax. Las pupas suelen descansar tranquilamente flotando con la punta de
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Figura 7. Pupa de Ae. aegypti respirando en la superficie del agua, se aprecian claramente las
trompetas respiratorias

las trompetas y el primer segmento abdominal en contacto con la superficie del

agua. Un borde hidrofébico de las trompetas sobresale para captar el aire [32].

A diferencia de otros insectos, las pupas de los mosquitos pueden ser muy moviles,
especialmente cuando se les perturba. Aunque son acuaticas por naturaleza, las
pupas de Ae. aegypti toleran relativamente bien la desecacion y los adultos pueden

emerger de pupas extraidas del agua [32].

En este estadio pueden reconocerse macroscopicamente los sexos con relativa
facilidad, especialmente por su tamafio, considerablemente mayor en la hembra,
fenébmeno conocido como dimorfismo. El ciclo de Ae. aegypti, de huevo a adulto, se
completa en Optimas condiciones de temperatura y alimentacion entre nueve a diez
dias [45-48].

Emergencia

La etapa final de la metamorfosis se completa con la inyeccién de aire entre la pupa
y la cuticula del futuro adulto. La pupa endereza el abdomen a una posicion

horizontal y, al tragar aire, aumenta alin mas la presion interna (figura 8). La cuticula

cefalo-toracica de la pupa se rompe y el adulto emerge lentamente en la superficie
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Figura 8. Emergencia de un macho de Ae. aegypti

del agua. El mosquito emergente se mueve con cautela para evitar caer al agua y
en este momento es altamente susceptible a las corrientes de aire o agua y a los

depredadores [32].

La presion de la hemolinfa aumenta progresivamente y produce el estiramiento de
las patas y las alas. Se expulsa el liquido presente en el intestino y en unos minutos
el adulto es capaz de volar, una vez que la cuticula se ha esclerotizado. Sin
embargo, se requieren de 1 a 1,5 dias mas para que los machos y las hembras,

respectivamente, ajusten su metabolismo y completen la madurez estructural [32].

Los machos de Ae. aegypti alcanzan la madurez sexual 24 horas después de la
emergencia, cuando su hipopigio termina una rotacion de 180° y se hace
complementario con la estructura sexual de la hembra. Probablemente ésta sea la
causa de que los machos de la poblacion emerjan entre uno y dos dias antes que
las hembras. El acortamiento en el tiempo de desarrollo de los machos tiene lugar
principalmente en la etapa larvaria, porque los procesos de metamorfosis durante
el estadio pupal son muy complejos y requieren invariablemente mas de un dia para

su desarrollo [32].
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Alimentacién de estadios inmaduros de Ae. aegypti para su cria a pequefia
escala

La cria artificial de insectos en una actividad fundamental para el desarrollo de
investigaciones entomoldgicas. Carlos J. Finlay logré colonizar al mosquito Ae.
aegypti en 1881 y aparentemente los descendientes de sus colonias se conservaron
hasta nuestros dias en la denominada cepa Rockefeller [61]. Para los insectos
holometabolos como Ae. aegypti, la calidad y cantidad de la dieta durante las etapas
inmaduras no solo influyen en la tasa de desarrollo larvario, sino que también tienen

efectos irreversibles sobre las caracteristicas de los adultos [62].

Existen diferencias capitales entre el crecimiento de un organismo en la naturaleza
y su cria a nivel de laboratorio. En condiciones naturales, algunos de los factores de
crecimiento que necesitan las larvas de mosquitos son sintetizados por otros
organismos que viven en el mismo medio, lo cual generalmente no ocurre en

condiciones artificiales [63].

Historicamente, los componentes principales de las dietas para la cria de mosquitos
se basaron en comidas desarrolladas para otros animales como las mascotas,
porque son econdémicas y accesibles [64]. Por cuestiones intuitivas se ha utilizado
hojarasca y otros sustratos de origen vegetal para alimentar larvas de mosquitos,
pero los resultados son con frecuencia contraproducentes. Esto se atribuye al
contenido de tanino y depende en gran medida del método de secado, la especie
de plantas, asi como la temporada o clima de la localidad de colecta del material

vegetal [7, 65, 66].
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Sin embargo, cada vez existe mas conciencia de la necesidad de insectos de alta
calidad para el desarrollo de investigaciones confiables, lo que llevo a multiples
laboratorios a desarrollar sus propias dietas [6]. Por otra parte, las tecnologias
emergentes de control de vectores, en particular aquellas que incluyen la produccion
masiva, requieren dietas eficientes en el sentido econdémico, pero a la vez que los
insectos sean altamente competitivos para el apareamiento. Para todo ello, es
necesario el desarrollo de dietas para los estadios larvarios de los mosquitos de alta

efectividad y eficiencia [67].

Existe correlacion lineal positiva entre el contenido de proteinas, lipidos y
carbohidratos con el tamafio corporal de las larvas de varias especies de mosquito.
Curiosamente en Ae. aegypti la correlacién del contenido de grasas en particular
tiene un comportamiento exponencial, como expresidbn de una acelerada
lipogénesis. Las reservas de lipidos permiten a las larvas y al adulto emergente

sobrevivir largos periodos sin alimento [7].

Una vez identificados sustratos adecuados, se debe establecer las dosis en funcion
de la cantidad y tamafio de las larvas. Un exceso de alimento puede ocasionar
mortalidad larvaria, debido a la formacion de una pelicula sobre la superficie que
impide la respiracion de la larva. La adicion excesiva de alimentos provoca también
crecimiento descontrolado de microorganismos que excretan desechos toxicos y
descomponen los propios alimentos y, con ello, las propiedades del agua,
tornandolas inadecuadas para Ae. aegypti. La escasez de alimento ocasiona
desnutricion en las larvas y tiempos mas prolongados para el desarrollo hasta

adultos que, ademas, seran de menor calidad [33].
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En la literatura cientifica se encuentran numerosos sustratos y dietas que han sido

evaluados para la cria de larvas de Ae. aegypti, entre los que se encuentran:

1. Infusiones preparadas con hojarasca colectada y secada de diferentes
arboles o arbustos, como por ejemplo la planta Haya europea (Fagus
sylvatica) (Linnaeus, 1753) [6]

2. Alimentos para animales:

e Peces: TetraMin Plus Flakes [6, 8, 68] y TetraPhyll [6]

e Ratones: Laboratory Rodent Diet 5001 (PMI Nutrition International LCC,
St. Louis, MO) [9]

e Gatos: Friskies dry adult cat food [8]

3. Polvo de insectos:

e Chironomus sp. (larvas, FD Blood Worms, Tropical, Ruhmannsfelden,
Germany) [6, 69]
e Hermetia illucens (larva y prepupas), Tenebrio molitor (larvas) y Musca
domestica (larvas) [16, 70]
4. Levaduras:
e Candida utilis, producto comercial “Levadura torula” [12]
e Saccharomyces cerevisiae [71, 72]

5. Bacterias: Serratia marcescens, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Ochrobactrum intermedium, Bacillus sp. [72]

6. Mezcla de sustratos
e Harina de atun, polvo de higado bovino y extracto de levadura [8, 10, 13,

73]
¢ Alimento para conejos y polvo de higado [44]

e Harina de arroz y extracto de levadura [55]
La cria exitosa de mosquitos depende del conocimiento profundo de la fisiologia de
la especie en cuestion, en particular los habitos de alimentacién y la forma de sus
aparatos bucales, ademas de las caracteristicas de los sustratos, como tamafio de

las particulas, capacidad de flotar, etc [10, 71, 73].
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Figura 9. Células de C. utilis

Las larvas de Ae. aegypti requieren carbohidratos, nucleétidos, acidos grasos,
esteroles, vitaminas y catorce aminoacidos esenciales para su desarrollo [53].
Adicionalmente, la microbiota presente en el intestino de las larvas de los mosquitos
juega un importante rol en la asimilaciéon de los nutrientes, lo que se expresa en el

desarrollo ulterior de los adultos [74].
Levadura torula

En la industria biotecnolégica se conoce como levadura o extracto de levadura, a la
biomasa obtenida de la fermentacion con microorganismos unicelulares del reino
Fungi, de los cuales S. cerevisiae es el mas conocido, por su aplicacion a la
produccion de cerveza y vino [75]. Los términos torula y levadura torula, se utilizan
indistintamente para referirse a C. utilis 0 a la levadura obtenida industrialmente
mediante este microorganismo (figura 9) [17, 76-78]. Torula proviene de la antigua

clasificacion taxonomica del hongo como Torula utilis [79].

El género Candida incluye actualmente mas de 200 especies, que pertenecen al
reino Fungi, filo Ascomycota, familia Saccharomycetaceae. Candida sp. se
caracteriza basicamente por ser un organismo unicelular, con forma redonda,

ovoide o elipsoidal y un tamafio en el rango entre 1 a 8 um de largo por 1 a 6 um de
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ancho [80]. Las especies del género Candida se diferencian en base a su
morfologia, pruebas bioquimicas y caracteristicas fisiologicas; la mayoria son
aerobias, de reproduccién asexual y su temperatura y pH 6ptimos son 25-30°C y

4,0-6,0, respectivamente [75].

Candida utilis posee un rico sistema enzimatico que le permite asimilar variadas
fuentes de carbono y nitrégeno [75]. Esta especie es capaz de degradar la mayoria
de los carbohidratos para producir energia en condiciones aerobias, usando la via
mas eficiente conocida, la respiracion. Otras levaduras, como S. cerevisiae,
curiosamente desvian su metabolismo hacia una via mas lenta y menos eficiente
(fermentacion), adn en presencia de oxigeno. Este fendmeno, base de produccién
de bebidas alcohdlicas, se denomina efecto Cabtree y ha sido ampliamente

estudiado desde una perspectiva evolucionaria [81].

La ausencia del efecto Cabtree en C. utilis permite obtener elevados rendimientos
en la produccién de biomasa de alto nivel nutritivo, a partir de sustratos simples con
hidratos de carbono, sin que se acumule alcohol con su consiguiente efecto inhibidor

[75].

Las proteinas de C. utilis poseen alto valor nutricional y representan alrededor del
48% del contenido intracelular de la biomasa. La lisina es el aminoacido mas

abundante y alcanza el 7,8% [75].

El microorganismo tiene la capacidad de absorber gran cantidad de minerales del
medio y unirlos a sus estructuras celulares, en forma de complejos estables
denominados bioplexos, que pueden ser asimilados mas facilimente por los

organismos superiores que ingieren la levadura [75].
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La pared celular de C. utilis es una parte significativa del peso seco de la biomasa
(20-30 %). Esta constituida por varios tipos de polisacaridos combinados con
manoproteinas y quitina. Las subunidades de los polisacaridos comprenden un alto
porcentaje de manosa, pero ademas poseen cantidades considerables de glucosa,

galactosa y xilosa [82].

El polisacarido glucomanano presente en la pared celular de C. utilis, previene la
formacion de formas reactivas de oxigeno tanto en sistemas in vitro como in vivo

[82].

El glucomanano tiene un efecto protector de los tejidos, presumiblemente
relacionado con su capacidad de capturar radicales libres y a la vez interaccionar

con receptores del sistema inmune celular [83].

Proceso tecnoldgico para la obtencién de levadura torula en Cuba

La industria biotecnoldgica basada en C. utilis se inicié en Cuba en 1965, para la
produccion de alimentos destinados a la ganaderia, a partir de subproductos de la

produccién de azucar de cafa (mieles finales o melaza) [77].

En 1990 la tecnologia fue modificada para aprovechar los mostos finales de las
destilerias de alcohol (vinaza), con lo cual se alcanzé un doble beneficio, primero,
mantener la produccion de levadura que habia sido desplazada por la necesidad
estratégica del pais de producir de alcohol y, segundo, la eliminacién de residuales

acidos que eran vertidos al ambiente con un fuerte impacto negativo [77].

Ya sea la melaza o la vinaza el sustrato utilizado para la produccion de levadura

torula, se agrega nitrégeno y fosforo en forma de sales inorganicas, porque C. utilis
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tiene la capacidad de asimilarlos para sintetizar aminoacidos y compuestos de alta

energia para el metabolismo, respectivamente [77].

La fermentacion disefiada en Cuba para C. utilis es de flujo continuo, con un proceso
aerdbico y exergonico, por lo que requiere el suministro de grandes volumenes de

aire estéril y de un sistema de enfriamiento [77].

En la fase final del proceso tecnoldgico de la levadura torula en Cuba, se incluye
una etapa de lisis de la pared celular de las levaduras, lo cual constituye un elemento
importante a considerar para la alimentacion de larvas de mosquitos. El rompimiento
de la pared celular libera el contenido intracelular que es rico en proteinas y
vitaminas, ahora mas facilmente asimilables, pero ademas mejora la formulacion
del producto final que es mas soluble, digerible y con propiedades fisico-quimicas

mas estables y asequibles para la alimentacion animal [77].

La terminacion del producto consiste en la eliminacién de hasta el 92% del agua
mediante nebulizacién y calor. El secado garantiza la estabilidad del formulado y
facilita su envase, transportaciébn y almacenaje, aunque incorpora un gasto

importante, especialmente de energia [77].

La levadura obtenida de vinazas es un polvo mas oscuro que la obtenida de mieles,
con la misma estabilidad y con algo menor contenido de proteinas (37 - 45 %), de
cenizas (5 - 10 %) y de grasas y lipoides (0.4 - 1.0 %), y algo mayor contenido de
humedad (8 - 10 %). El resto de la composicion nutricional es similar a la de melaza

[77].
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La composicion de la levadura torula de melaza es la siguiente [77]:

Propiedades generales

Humedad: 6 —8%
Cenizas: 7-10%
Foésforo: 3 -4,4%
Macronutrientes fundamentales:
Proteina bruta: 45 —50%
Grasas y lipoides: 1-1,5%
Carbohidratos totales: 20 — 30%
Vitaminas (mg/ 100g de masa seca)
Tiamina (vitamina B1): 6,0-7,2
Riboflavina (vitamina B2): 3,9 -4,5
Acido pantoténico (vitamina B3): 3,0 — 4
Colina (vitamina B4): 30— 60
Acido nicotinico (vitamina B5): 40 — 50
Piridoxina (vitamina B6): 3,5-4,5
Biotina: 0,1-0,2
Acido félico:  0,03-0,12
Acido p-amino benzoico:  3,5-4,5
Aminoacidos (% de masa seca)
Leucina-Isoleucina: 6,08 — 6,13
Acido glutamico: 3,77 — 3,80
Lisina: 3,68 — 3,69
Histidina-Arginina: 3,46 — 3,48
Acido aspartico: 3,35 - 3,38
Valina: 2,60 - 2,65
Glicina: 2,60-2,65
Alanina: 2,37 -3,39
Treonina: 2,25-2,26
Fenilalanina: 2,12 -2,20
Serina: 1,86-1,88
Tirosina: 1,02-1,11
Metionina: 0,50 - 0,93

Los conceptos de eficacia y eficiencia

Los términos eficiencia, eficacia y efectividad son muy recurridos en disimiles
campos del saber y en la vida corriente. Con frecuencia se usan de forma indistinta,
predominando mas una intencion cualitativa que un verdadero sustrato conceptual
[84]. Los conceptos de eficacia, efectividad y eficiencia son comunmente utilizados
en articulos cientificos, la mayoria de las veces de manera vaga e imprecisa, sin

definirse con claridad en la metodologia [85].
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Eficacia se refiere a que el objetivo puede lograrse bajo condiciones ideales, es
decir, que favorezcan al maximo su consecucion [84]. Burches define eficacia como
el cambio beneficioso provocado por una intervencion en condiciones ideales o
controladas [86]. Las condiciones ideales en el campo de la experimentacién, por
ejemplo, en los ensayos clinicos de eficacia para evaluar drogas, se refieren al
control de los factores que pueden influenciar de manera diferencial la accion de

alguno de los productos evaluados [87].

El término eficiencia incorpora el elemento de los recursos, que en su sentido mas
simple tiene una acepcion econémica. Asi la eficiencia puede definirse como la
relacion entre los resultados y los recursos utilizados para su consecucion [84]. Sin
embargo, una definicion mas completa refiere la eficiencia como la proporcion entre
las entradas y salidas de un sistema. Las salidas son la consecucion de los objetivos
y las entradas estan constituidas por los recursos humanos, el tiempo y el costo
econdmico. La eficiencia se alcanza con la maximizacién de resultados por unidad

de inversion de recursos [86]

Para que haya eficiencia debe existir en primer término eficacia. El proceso mas
eficiente es el que mejor relacién tiene entre los recursos empleados y los resultados

que se obtienen [84].
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MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio:

Se realiz6 un estudio experimental en condiciones de laboratorio. Se comparo el
efecto de dos dietas suministradas en estadios larvarios, sobre variables que
expresan el desarrollo morfolégico y funcional de mosquitos adultos. Las variables
fueron: supervivencia, fecundidad, fertilidad y largo del ala, esta ultima como
indicador del tamafo del mosquito adulto. Para cada dieta se conformaron grupos

de 120 adultos (60 de cada sexo), cada grupo conto6 con tres réplicas.
Condiciones ambientales del laboratorio

El estudio se realizé en el Insectario del Departamento Control de Vectores del IPK,
con temperatura de 26°C + 2°C, humedad relativa 70% = 5 % y periodos de 8 h de

luz y 16 h de oscuridad.

Mosquitos

Aedes aegypti, cepa Boyeros 2018, colectada en estadio larvario en el municipio del
mismo nombre en el afio 2018, esta cepa no se colectd para el presente estudio,
sino que ya existia en el laboratorio para otros fines. Al momento de los
experimentos del presente estudio ya contaba numerosas generaciones de cria de
laboratorio, realizada siguiendo los procedimientos establecidos por Pérez y cols
[88].

Dietas

e Levadura torula, es un subproducto de la cafia de azucar, elaborado a partir
de la vinaza resultante de la destilacion del alcohol. Fue suministrada por

Empresa Logistica de la Industria Azucarera (AZUMAT) [17].

e Harina de pescado, suministrada por el Centro Nacional para la Produccion
de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Alimento de origen animal,

importado por Cuba, usado de rutina en el insectario del IPK [88].

La composicion nutricional de ambos sustratos fue proporcionada por los

laboratorios del Instituto de Medicina Veterinario de Cuba (tabla 1).
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Ambos sustratos fueron esterilizados 24h antes de su aplicacion para la
alimentacion de los mosquitos. La esterilizacion se realiz6 en autoclave, 121°C
durante 15 minutos. Se conservaron en placas de Petri de 9,8 cm de diametroy 1,4

cm de altura, debidamente rotuladas.

Tabla 1. Principales componentes nutricionales de las dietas evaluadas

Descripcion Levadura torula Harina pescado
Materia seca (%) 95 91,50
Proteina bruta (%) 50,83 50,75
Grasa bruta (%) 1,55 7,22
Carbohidratos totales (%) 20-30%

Fibra bruta (%) 2,02 1,57
Energia metabolizable (Kcal/g) 4,10 3,35
Calcio (%) 14 0,90
Fosforo (%) 1,7 2,15
Calcio / fosforo (%) 2,24 1,81
Cloruro de sodio (%) - 1,77
Metionina (%) 1,42 1,00
Lisina (%) 1,55 2,01
Arginina (%) 1,58 1,77
Triptéfano (%) 0,40 0,35
Cistina (%) 1,03 0,40
Treonina (%) 1,09 1,06
Tirosina (%) 1,59 0,64
Leucina (%) 1,89 1,80
Metionina + Lisina (%) 3,10 3,01

Fuente: Laboratorio de Bromatologia adjunto al Instituto de Medicina Veterinario de Cuba

Preparacién del material biolégico:

Eclosion de los huevos

Se hirvié agua declorinada para reducir el oxigeno disuelto y promover la eclosion
simultanea de los huevos. Se dejo reposar hasta alcanzar 37°C en un recipiente con
tapa. Una vez alcanzada la temperatura, se adicionaron los papeles con los huevos
de Ae. aegypti adheridos. Aproximadamente una hora después se vertio el
contenido del recipiente en bandejas (25 x 16 cm) y se realiz6 el conteo de las larvas
de primer estadio bajo un microscopio estereoscopico (Olympus X-TR, Japon). Se
transfirio 200 larvas de primer estadio a bandejas de 50 x 35 cm para la alimentacion
con cada dieta.
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Cria de larvas

Las bandejas se mantuvieron en un sitio tranquilo, sin interferencia humana, excepto
en el momento de la adicion del alimento. Se adicioné la dieta en cantidades
ascendientes en funcién del tiempo, independientemente del estadio larvario (tabla
2).

Tabla 2. Cantidad de alimento (levadura torula o harina de pescado) suministrado a las
larvas de Ae. aegypti segun el tiempo

Tiempo de cria de las larvas mag/larva
Dia de eclosion 0,2 mg
Un dia después de la eclosién 0,2 mg
Dos dias después de la eclosion 0,3mg
Tres dias después de la eclosion 0,4 mg
Del cuarto al séptimo dia después de la eclosion 0,6 mg

Fuente: Consoli y De Oliveira 1994

Conformacion de los grupos de adultos:

Una vez obtenidas las pupas, se aislaron individualmente en tubos de ensayo de
10mL de capacidad maxima y fondo céncavo. Para ello se adicioné cada pupa con
2mL de agua. El extremo de los tubos se cubrié con un tapon de algodén para
permitir la entrada de oxigeno. Se dejaron reposar hasta la emergencia de los
adultos y se clasificaron por sexo de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas. Se
liberaron los mosquitos en las jaulas de 30 x 30 x 30 cm (Bioquip, EEUU) en las
cantidades correspondientes, segun el sexo. Se seleccionaron 30 hembras y 30
machos para cada jaula. El fondo de las jaulas fue cubierto con papel blanco

Whatman para mejor visualizacion de los mosquitos muertos.
Cria de adultos:

Se mantuvo condiciones de humedad dentro de las jaulas, mediante papel de filtro
hamedo. Se ofrecié de manera permanente solucién acuosa al 10% de azucar crudo

para la alimentacion tanto de machos como de hembras.

Para la hematofagia se coloco ratones BALB/c dentro de la jaula una vez por
semana durante cuatro semanas, comenzando tres dias después de la emergencia

de los adultos. Los ratones fueron suministrados por el CENPALAB.
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Para la oviposicion se colocé en el interior de las jaulas un vaso de precipitado con
capacidad maxima de 250mL, forrado con una tira de papel en sus paredes internas.
Se adicion6 150 mL de agua declorinada al vaso de precipitado, de manera que el

nivel del liquido alcanzé la mitad de la tira de papel.

Las jaulas se aislaron de las superficies del laboratorio evitar la accion depredadora

de las hormigas.
Colecta y manejo de los huevos

El papel con los huevos se retir6 al cuarto dia después de haber ofrecido la sangre
y se agreg0 al rétulo del mismo el nimero de hembras presentes en la jaula al
momento de la colecta. Se dejaron madurar en ambiente himedo consistente en
bandejas plasticas con algodones humedecidos en agua declorinada. A las 72 horas
se dejaron secar los papeles y, una vez secos, se contaron los huevos bajo un

microscopio estereoscopico (Olympus, Japon).
Los huevos se colocaron a eclosionar siete dias después del secado y se contaron
las larvas de primer estadio para determinar la fertilidad.

A. Tiempo de supervivencia de hembras adultas:

Se registro diariamente el nimero de mosquitos muertos segun el sexo, hasta que
se alcanz6 el 100% de mortalidad en todos los grupos. Se control6 la variable sexo,
porque estd ampliamente descrita la mayor longevidad de las hembras respecto a
los machos [32, 33, 40, 47, 89].

B. Fecundidad (Fc), se calculé segun la formula [90]:

h
F

Fc=

Donde h es el numero de huevos puestos por semanay F es el nUmero de hembras
vivas en las jaulas al momento de la colecta de huevos. Se contabilizé los huevos
durante cuatro semanas, asumiendo que éstos corresponden con los cuatro

eventos de suministro de sangre para la alimentacion de las hembras.
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C. Fertilidad (Ft), se calculé segun la formula [90]:

Ft= ; = 100

h
Donde, L es el numero de larvas de primer estadio, nacidas de los huevos colocados

a eclosionar y h es el nimero de huevos puestos.
D. Evaluacion del largo del ala:

Los mosquitos muertos extraidos de las jaulas fueron conservados a -80 °C para la
medicion de las alas. Se seleccionaron 30 hembras y 30 machos de cada sexo y
cada dieta. Se les removié el ala izquierda desde la union en la porcion basal
articulada del torax, y se colocé cuidadosamente en un portaobjeto, se adicioné
balsamo de Canada y se sell6 con un cubreobjetos. La medicion se realizé desde
el alula hasta el margen apical del ala (zona méas alejada del surco axilar), sin
considerar las vellosidades del borde. En cada ala se marcé el punto de referencia
proximal en el inicio de la vena A y el punto distal en la finalizacion de la vena R2
[91, 92]. Se fotografio digitalmente las alas usando un microscopio con camara
acoplada a la computadora. Se utilizé el programa tpsDig2 (Rohlf J, Department of
Ecology and Evolution, State University of New York, Stony Brook, NY 11794-5245,
disponible en http://life.bio.sunysb.edu/morph/) [93].

Evaluacion de la eficacia y eficiencia de las dietas

Se tuvo en cuenta las definiciones de eficacia y eficiencia publicadas por Bouza
Suarez [84], que coinciden con las enunciadas por otros autores [85-87]. La eficacia
es la relacion entre la meta y el resultado cuando las condiciones experimentales
son controladas, también llamadas condiciones ideales. Se control6 las condiciones
de los experimentos mediante el seguimiento estricto de las practicas
recomendadas para el insectario del IPK [88]. Considerando que la meta es la
misma para las dos dietas estudiadas, entonces, la eficacia se evalu6 en funcion de
los resultados de las cuatro variables estimadas. El resultado de la eficacia se

expresé de manera cualitativa (igual, mayor o menor eficacia).
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La eficiencia es la relacion entre los recursos y los resultados. El Unico costo
pertinente fue el precio de las dietas, porque el resto de los recursos utilizados son
similares para ambas, incluyendo medios de capital y otros materiales gastables de
laboratorio. Se solicitd el precio de cada dieta a sus suministradores, AZUMAT
(levadura torula) y CENPALAB (harina de pescado). La eficiencia se analizé
igualmente de manera cualitativa, por comparacion de los resultados en conjunto
de las cuatro variables estimadas en relacién al precio de cada dieta.
Procesamiento y analisis estadistico de los datos

Se utilizo el paquete estadistico SPSS, v21 para Macintosh.

Para todas las pruebas el nivel de o fue establecido en p<0,05. Se explor6 la
normalidad en la distribucion de los datos de las variables cuantitativas continuas
mediante una prueba de Shapiro-Wilk. Se comparo la distribucion de las variables
fecundidad y fertilidad mediante una prueba de U de Mann-Whitney, considerando
la significacion exacta (2 x significacion asintética), toda vez que la muestra fue
relativamente pequefia. La probabilidad de supervivencia de Ae. aegypti fue
representada de manera independiente para cada sexo mediante graficos de
Kaplan-Meier. Para comparar las funciones de supervivencia en cuanto a la
categoria “dieta” se aplico el estadigrafo log-rango por el método de Mantel-Cox. El
largo del ala no mostré distribucion normal al controlar la variable sexo,
probablemente como consecuencia del tamafio de la muestra, por lo que se
utilizaron estadigrafos no paramétricos con pruebas de significacion de Monte Carlo

para un nivel de confianza del 99%.
Procedimientos Eticos

Todos los ensayos y procedimientos del presente estudio se realizaron tomando en
consideracion las normas éticas y cientificas para realizar estudios biomédicos a
partir de la Declaraciéon de Helsinki y las normas éticas establecidas por la
comunidad europea relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines

cientificos (Directiva 22 de septiembre de 2010).
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RESULTADOS

La eficacia de la alimentacion con levadura torula de los estadios inmaduros de Ae.
aegypti se evaluo en la fase adulta del insecto, mediante la comparacion de cuatro

variables que expresan el desarrollo morfolégico y funcional.

Los mosquitos adultos de ambos sexos criados con levadura torula en su fase
larvaria mostraron mayor probabilidad de supervivencia que aquellos que fueron
alimentados con harina de pescado (tabla 3). Las hembras adultas nacidas de larvas
criadas con levadura torula sobrevivieron como promedio 4,7 dias mas que las que
recibieron harina de pescado (X?=8,11; p=0,004). En los adultos machos se registré
una diferencia de 5,1 dias mas para aquellos que fueron alimentados en su etapa

acudatica con levadura torula (X?=9,71; p=0,002).

Tabla 3. Promedio de supervivencia en dias de los adultos de Ae. aegypti segun el sexo y la
dieta suministrada

_ . Error Intervalo de confianza al 95%
Sexo Dieta Estimacion o — — -
tpIco | Limite inferior | Limite superior

Harina de pescado 33.916 1.255 31.456 36.376
Hembras

Levadura torula 38.670 1.357 36.011 41.330

Harina de pescado 23.183 1.125 20.979 25.388
Machos

Levadura torula 28.297 1.310 25.728 30.865

Logaritmo del rango:
Hembras: Chi-cuadrado = 8,11. Grados de libertad = 1. Significacién = 0,004
Machos: Chi-cuadrado = 9,71. Grados de libertad = 1. Significaciéon = 0,002

Como era de esperar, las hembras fueron mas longevas que los machos. El patréon
de probabilidad de supervivencia fue similar en hembras (figura 10) y machos (figura
11), con lineas que se separan significativamente entre el 0,1 y 0,9 de probabilidad,
como expresion de mayor supervivencia de los adultos que fueron alimentados con

levadura torula durante sus fases acuaticas.
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Figura 10. Funciones de supervivencia en hembras adultas de Ae. aegypti, segun la dieta
administrada en sus estadios larvarios.
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Figura 11. Funciones de supervivencia en machos adultos de Ae. aegypti, segun la dieta
administrada en sus estadios larvarios.

No se observé diferencias en la fecundidad de las hembras de Ae. aegypti segun el

alimento administrado en la fase larvaria, para lo cual se compar6 el niumero de

huevos puestos por semana (U de Mann-Whitney; p>0,05). Llama la atencion que

durante la primera semana los promedios de fecundidad fueron bajos, tanto para

los mosquitos que fueron alimentados con levadura torula, como para aquellos que

recibieron harina de pescado (figura 12). El promedio de huevos puestos por

hembra durante la primera semana fue solo ligeramente superior a 45 para ambas
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dietas; en tanto durante las otras tres semanas evaluadas los promedios de

fecundidad fueron cercanos a 70 huevos por hembra.
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Figura 12. Fecundidad de hembras adultas de Ae. aegypti por semana, segun la dieta administrada
durante los estadios larvarios. La barra negra en las cajas representa la mediana.

La fertilidad resulté similar en mosquitos alimentados con levadura torula respecto
a la harina de pescado (U de Mann-Whitney=273; p=0,75), en ambos casos

elevada, con medianas superiores al 95% (figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de fertilidad de hembras de Ae. aegypti segun la dieta administrada
durante los estadios larvarios
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El largo del ala de los mosquitos adultos que fueron alimentados con levadura torula
resultd mayor que el de aquellos criados con harina de pescado, tanto para los
machos como para las hembras (figura 14). Esa diferencia resultdé significativa

desde el punto de vista estadistico para una p<0,05 (U de Mann-Whitney)
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Figura 14. Largo del ala de Ae. aegypti (mm) segun el sexo y la dieta administrada durante los
estadios larvarios
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DISCUSION

La nutricion durante la etapa larvaria de Ae. aegypti tiene marcada influencia en el
desarrollo morfoldgico y las capacidades del mosquito adulto [16]. La insuficiente
nutricion de las larvas no se compensa con la ingestion abundante de carbohidratos
después de la emergencia del adulto, ni siquiera con la alimentacion con sangre de
las hembras, y repercute notablemente sobre funciones vitales como el vuelo, el

apareamiento y la habilidad para encontrar una fuente de sangre [94]

En el presente estudio se comparo la eficacia y eficiencia de la alimentacion de
larvas de Ae. aegypti con levadura torula o harina de pescado. Se determiné el
efecto de ambas dietas sobre la fase adulta del mosquito, toda vez que en un estudio
anterior se habia hecho sobre los estadios inmaduros [12].

La harina de pescado se utiliza desde hace afios como sustrato Unico para la
alimentacion de larvas de Ae. aegypti en el insectario del IPK [88]. Se decidi6
evaluar la levadura torula como una dieta alternativa, porque posee varios atributos
atractivos: origen vegetal, bajo precio en el mercado, produccién nacional, facil
adquisiciéon, formulacion liofilizada y propiedades fisico-quimico-nutricionales

adecuadas para larvas de mosquitos.

Entre las diferencias de composicién nutricional de las dietas se distingue la alta
proporcién de grasa bruta en la harina de pescado (7,22%), un elemento que puede
inducir cambios en las propiedades organolépticas del agua y la formacion de una
pelicula lipidica en la superficie que dificulte la respiraciéon de las larvas. Sin
embargo, Pérez y cols. reportaron mayor turbidez del agua con la levadura torula
que con la harina de pescado, lo cual se atribuy6 a su higroscopicidad y se concluyé
que tal turbidez podria representar una limitante para la utilizaciéon de la levadura

torula como dieta de Ae. aegypti [12].

Si bien la alta higroscopicidad de la levadura torula es evidente por su tendencia a
formar bloques compactos durante su almacenamiento por periodos prolongados,
tales masas se disgregan facilmente en agua y no ocasionan turbidez, al menos de

manera primaria.
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Es mas probable que la causa de la turbidez del agua sea el crecimiento bacteriano
secundario, provocado por la administracion de la dieta a una dosis que exceda la
capacidad de ingestion de las larvas [95].

En nuestro caso no se observo turbidez del agua con el uso de levadura torula, a
pesar de aplicarla en iguales dosis que en el estudio de Pérez y cols. Una
explicacion a esta diferencia de turbidez puede estar en el origen de la levadura
torula. La utilizada por Pérez y cols. fue producida a partir de melaza, mientras la de

la presente investigacion se obtuvo de vinaza.

La melaza es rica en carbohidratos de tipo hexosas: glucosa, galactosa y manosa,
ademas de pentosas: xilosa y arabinosa. En cambio, la vinaza es un residual de la
fermentacién de la melaza con S. Cerevisiae, proceso en el cual la levadura degrada
las tres hexosas y solo quedan las pentosas para la fermentacion secundaria con
C. Utilis [96]. Como resultado, la levadura torula de vinaza tiene muy pocos

carbohidratos libres y es menos propensa a la contaminacion bacteriana.

Una limitacion para explicar los resultados del presente estudio es que no se cuenta
con la discriminacién de los tipos de lipidos en las dietas, sino apenas con el
contenido de grasa bruta. Aedes aegypti es capaz de sintetizar la mayoria de los
lipidos a partir de los carbohidratos de la dieta [97], lo cual unido a los alimentos
bajos en lipidos que consume en sus hébitats naturales, apunta a que la harina de

pescado contiene una proporcion excesiva de grasas.

Un lipido importante en la dieta de Ae. aegypti es el colesterol, debido a la
incapacidad de esta especie para sintetizarlo [58, 59]. El colesterol es imprescindible
para la vitelogénesis y las hembras lo adquieren con frecuencia mediante la ingesta
de sangre [98]. Sin embargo, Talyuli y cols. demostraron que la presencia de
colesterol en la dieta de estadios inmaduros de Ae. aegypti, mejora

considerablemente la ulterior produccion de huevos [60].

Una limitacion para explicar nuestros resultados es que no conocemos la
concentracion de colesterol en la levadura torula y solo se puede especular que es
baja, dada la escasa cantidad de grasa bruta. Si bien C. Utilis sintetiza colesterol

[99], la baja concentracion de grasa bruta en la levadura torula utilizada en el
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presente estudio, sugiere que dicha dieta no contiene suficiente colesterol para
aportar a las reservas de los adultos recién emergidos de Ae. aegypti. En
consecuencia, los procesos que requieren de dicho esterol, como la vitelogénesis,
podrian estar afectados con la alimentacion exclusiva con levadura torula. Esto
podria explicar la similaridad en la fecundidad de los mosquitos alimentados con las
dos dietas evaluadas, aun cuando las hembras que recibieron torula fueron mas
grandes y esta reportado que existe correlacion positiva entre la fecundidad y el

tamafo corporal del mosquito [91, 100].

La energia metabolizable es menor en la harina de pescado que en la levadura
torula, un elemento que esta determinado por la suma del aporte de los
macronutrientes fundamentales: proteinas, lipidos y carbohidratos [101]. Si se toma
en cuenta el alto contenido lipidico de la harina de pescado y la similaridad en el
contenido proteico de ambas dietas, obviamente la elevada cantidad de energia
metabolizable en la levadura torula estara determinada por la presencia de
carbohidratos dentro de las células levaduriformes, que tienen el tamafio adecuado

para ser ingeridas por las larvas de Ae. aegypti.

La mayor supervivencia de los mosquitos alimentados con levadura torula puede
estar en relacion con ese alto contenido de carbohidratos, que permitié la sintesis
de glucégeno durante los estadios larvarios y constituyé una importante reserva de
energia para la vida del adulto. La funciébn de supervivencia es una de los
estadigrafos mas utilizados en entomologia para identificar la influencia de alguna
condicion sobre la capacidad fisica de los insectos [8, 11, 13, 21, 72, 73, 102, 103]
y de esta manera es un indicador Util para evaluar la eficacia de una dieta.

Nuestros resultados concuerdan con los de van Schoor y cols., que observaron
adultos mas longevos con dietas ricas en carbohidratos y composicion media de
proteinas [55]. Otros estudios han demostrado la relacién entre la acumulaciéon de
carbohidratos en forma de glucégeno durante los estadios larvarios y la

supervivencia de los adultos [104].

No obstante, la comparacion con otras investigaciones debe ser cuidadosamente

interpretada, porgque existen multiples factores involucrados en la supervivencia de
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un organismo, mas alla de la dieta [6]. Se describe longevidad en machos de Ae.
aegypti tan disimiles como 32 [8], 63 [16] y 87 [72] dias, entre otros. La longevidad
de los adultos alimentados con levadura torula en el presente estudio se puede
catalogar de buena para ambos sexos, porque se encuentra alrededor de la media

en reportes de estudios similares [8, 10, 73, 91].

Lang et al. plantean la hipétesis de que las dietas durante estadios inmaduros
determinan el tamafio de los machos de Ae. aegypti y a su vez, que los machos mas
grandes tienen mejor rendimiento en la actividad de vuelo en los enjambres.
Posiblemente esta ventaja en la habilidad de vuelo le facilite ademas el
apareamiento [15]. Otros autores describen que las hembras cruzadas con machos
grandes alcanzan mayor fecundidad [105]. Klowden y cols. demostraron que las
hembras de Ae. aegypti criadas con dosis sub-Optimas de dieta en la fase larvaria,
fueron menos propensas a expresar el comportamiento de apareamiento ligado al

huésped descrito para esta especie [94].

La medicion del ala es una de las variables mas fiables para expresar el tamafio
corporal de los mosquitos, porque la estructura del ala es mas rigida y estable que

el propio cuerpo del insecto, especialmente tras la muerte [64, 73].

Segun van Handel y Day, el largo del ala de Ae. aegypti esta fuertemente
correlacionado con el contenido de proteinas en el cuerpo del insecto. Ambos
caracteres son expresion de una adecuada nutricion en las fases inmaduras, asi
como de la emergencia del adulto con reservas suficientes en el cuerpo graso para
sobrevivir en el ambiente aun sin alimentarse. La correlacion positiva del largo del
ala con el contenido proteico del cuerpo del mosquito, valida la utilizacion de la

primera como expresion del tamafio del insecto y su estado de nutricion [106].

En la presente investigacion se decidié utilizar el largo del ala porque el
procedimiento para su medicion es mas economico y relativamente mas sencillo
que la cuantificacion del contenido proteico, en especial por la numerosa cantidad

de individuos a evaluar.

El tamafio de los mosquitos es considerado por muchos el principal factor de éxito

para el apareamiento, tanto de machos como de hembras. Los mosquitos machos
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mas grandes tienen ventajas en términos de apareamientos eficientes [105, 107] y

transfieren mayor cantidad de esperma a las hembras [108, 109].

En la presente investigacion, la alimentacion de larvas de Ae. aegypti con levadura
torula produjo adultos significativamente mas grandes con respecto a la harina de
pescado, lo que representa una fuerte evidencia de su eficacia y potencial para la

reproduccion de esta especie en laboratorio.

Con frecuencia se utiliza la fecundidad y la fertilidad como indicadores funcionales
de la eficacia de la dieta durante los estadios inmaduros. Gunathilaka y cols.
observaron marcadas diferencias en la cantidad de huevos puestos y en los indices
de eclosién de grupos de hembras alimentadas con cinco niveles diferentes de un
mismo sustrato [13].

Sin embargo, en México los mosquitos alimentados con una dieta con aparente
menor contenido nutricional, mostraron indicadores de fecundidad y fertilidad
relativamente superiores a los que se les suministrd6 la compleja y rica dieta
disefiada en los laboratorios del Organismo Internacional de Energia Atomica
(OIEA) [9].

En Italia se utiliz6 la fecundidad como un parametro para establecer la eficiencia de
tres dietas para estadios inmaduros de Ae. albopictus. Existio igual eficacia de las
dietas y, en consecuencia, los sustratos con menor costo tendrian mayor eficiencia
y potencial para cria extensiva [8]. Los resultados del presente trabajo estan en esa
misma linea, porque la fecundidad y la fertilidad fueron similares en todos los
grupos, independientemente de la dieta suministrada. Los valores de fertilidad
fueron elevados, alrededor del 95%, en correspondencia con otros reportes [13].

El mayor tamafio y longevidad de los mosquitos adultos alimentados con levadura
torula, unido a la similar fecundidad y fertilidad respecto a los que recibieron harina
de pescado, demuestran la eficacia de la levadura torula como dieta para estadios
inmaduros de Ae. aegypti. Estas evidencias, sin embargo, no deben considerarse
concluyentes para establecer un cambio a la levadura torula en el insectario del IPK,

porque deben estudiarse la influencia de otros factores y, especialmente, es
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recomendable disefiar dietas compuestas por varios sustratos, que aporten de

manera equilibrada todos los micronutrientes que requiere esta especie.

Couret y cols. reportan interacciones complejas entre la dieta, la densidad larvaria
y la temperatura. La comparacion de la eficiencia de las dietas fue diferente cuando
se realizaron cambios en la temperatura ambiental y ante el hacinamiento de las
larvas en las bandejas de cria [21, 110]. Para progresar a la siguiente etapa de la
vida, las larvas de mosquitos requieren una cantidad determinada de elementos
nutritivos y existen umbrales para desencadenar cascadas de desarrollo hormonal
dependientes de factores como, por ejemplo, la temperatura y la luz. Esto se traduce
en limitaciones en el uso de las reservas de energia del cuerpo graso y en el estado
de desarrollo ulterior de los adultos [21].

Existen criterios practicos que suponen ventajas de la levadura torula frente a la
alimentacion tradicional con harina de pescado. La levadura torula es un producto
liofilizado y estable, que se puede conservar a temperatura ambiente por periodos
prolongados; su olor es relativamente agradable, especialmente cuando se

compara con la harina de pescado.

La levadura torula tiene un alto contenido soluble y no es necesario tamizarla,
porque no contiene particulas grandes, lo que simplifica la manipulacion. Las
particulas de la levadura torula consisten en conglomerados de células
levaduriformes, que se disgregan al ser suspendidas en agua y pueden ser
ingeridas con facilidad por las larvas de Ae. aegypti. En cambio, la harina de
pescado posee particulas macroscopicas de variado tamafio que incluyen residuos
de vértebras, escamas y espinas que no aportan valor nutricional. El material inerte
altera significativamente el peso efectivo de la harina de pescado y hace complejo

la normalizacién de la dosis.

El andlisis en su conjunto de las cuatro variables exploradas en la presente
investigacion, permite afirmar que la administracion de levadura torula como dieta
para las larvas de Ae. aegypti cumplié su objetivo de nutricion, al alcanzar los

adultos del insecto mejor condicion fisica o funcional segun dos de ellas
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(supervivencia y tamafio del ala), mientras las otras dos (fecundidad y fertilidad) se

comportaron de manera similar a la harina de pescado como dieta de referencia.

El término de eficacia ha sido ampliamente revisado en los ultimos afios para el
analisis de variadas intervenciones en salud publica. Existe consenso en que
eficacia se refiere, en su sentido practico, a la consecucion de un objetivo bajo
condiciones ideales [84-87, 111]. Desde este punto de vista, la levadura torula
mostrdé mayor eficacia que la harina de pescado para la alimentacion de larvas de
Ae. aegypti.

La eficiencia en su abordaje mas simple resulta de la eficacia en relacion a los
costos econdmicos [84]. Los conceptos actuales brindan un enfoque sistémico; la
eficiencia sera la razon entre las entradas y las salidas del sistema [86]. Zidane y
Olsson refuerzan el aspecto cualitativo del producto final y definen la eficiencia sera
como la produccion de una salida de alta calidad de manera competente, es decir,

en funcién de la utilizacién de recursos humanos, materiales y el tiempo [85].

En nuestra investigacion, el tiempo y los recursos humanos empleados para la
alimentacion de los mosquitos es similar para ambas dietas, de manera que la
eficiencia puede ser analizada basicamente en la relacion entre la eficacia y el costo

econdmico.

El precio de las dietas internacionalmente utilizadas para obtener insectos de alta
calidad puede ser elevado. En Italia se disefié una dieta en base a alimentos
comerciales para gatos (80%) y peces (6%) y extracto de levadura (14%), que tiene
un costo: 33 USD/ kg [112]. Las dos dietas recomendadas por los laboratorios de
control de plagas del OIEA cuestan 32 y 18 USD/ kg. La primera (OIEA-1) esta
constituida por extracto de higado de res (50%) y harina de atan (50%)
suplementado con multivitaminas. La segunda (OIEA-2) contiene extracto de higado
de res (25%), harina de atun (50%), extracto de levadura (12,5%) y extracto de
calamar (12,5%), también suplementada con vitaminas [8].

La dieta usada en Tapachula, México tiene variados constituyentes: maiz, soya,
remolacha, harina de pescado, avena, extracto de levadura, melaza de cafia, suero,

trigo, extracto de carne de cerdo, sal y vitaminas. A pesar del nUmero de sustratos,
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las proporciones de la mayoria de ellos son realmente bajas y el precio es de apenas

2 USD/ kg. Esta dieta también mostr6 ser altamente efectiva [9].

La levadura torula es de produccién nacional y tiene un precio local de 3,28 pesos
por kilogramo?, mientras la harina de pescado es importada a costo promedio de 45
pesos por kilogramaP. De esta manera, la levadura torula resulta alrededor de diez
veces mas barata que la harina de pescado, lo que, unido a su mayor eficacia,
permite sefialar que la alimentacion con este sustrato tiene una alta eficiencia para

la alimentacion de larvas de Ae. aegypti.

Vista la eficiencia en términos econdmicos netos, parece no tener gran impacto para
la cria de laboratorio a pequefia escala, porque las pocas cantidades necesarias
para el funcionamiento de un laboratorio comdn no representan un costo elevado.
Sin embargo, con la vision de la eficiencia en el sentido amplio de la calidad del
material biolégico resultante, alcanza una importancia fundamental incluso para la

cria a pequefia escala.

Pero es, ciertamente, en la cria masiva de insectos donde la eficiencia es un
principio elemental. La implementacion de las tecnologias emergentes de control de
Ae. aegypti que implican la liberacion de millones de insectos, requieren de
sustratos de alta eficiencia, porque los costos econémicos de una bioplanta siempre
son elevados [113].

Existen otros reportes de dietas simples y bajo costo econdmico que pueden permitir
altos rendimientos en la cria de Ae. aegypti. Una dieta en base a cereales y
leguminosas inicialmente disefiada para Anopheles [14], fue probada con éxito en
Taiwan para la cria de larvas de Ae. aegypti, mostrando rendimientos superiores a
sustratos ricos en proteinas de origen animal [114]. Bond y cols. en México
sustituyeron la dieta de OIEA por pellets para la alimentacidén de roedores que tiene

un bajo costo econdmico [9].

Fuente

a Departamento comercial, AZUMAT

b Departamento comercial, CENPALAB
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Los estudios internacionales que comparan diferentes dietas para estadios
inmaduros de mosquitos, coinciden en que se requieren un nimero considerable de
elementos nutricionales, para cubrir las necesidades que garanticen la mejor calidad
del material biologico. Dificilmente todos pueden ser encontrados en un solo
sustrato, por lo cual las formulas comprenden mezclas complejas [4, 6, 8-10, 12, 13,
15, 16, 21, 70, 91, 115].

Se pueden experimentar sesgos considerables en investigaciones cientificas,
cuando para éstas se utilizan mosquitos criados con dietas deficientes de nutrientes,
de ahi la importancia de desarrollar este tema en el departamento de control de
vectores del IPK. La levadura torula tiene alto potencial para incluirla en la dieta para
estadios inmaduros de Ae. aegypti, idealmente combinada con otros sustratos que

aporten elementos deficientes en la misma como podria ser el colesterol.

Se requieren ademas estudios mas detallados para determinar la factibilidad de la
levadura torula como uno de los sustratos para dietas en cria masiva de Ae. aegypti.
Para ello corresponde evaluar mayor cantidad de variables como la supervivencia
para cada estadio de desarrollo, tiempo de pupacion, tiempo de emergencia,
dimorfismo, habilidad de vuelo, proporcién de sexos, etc., pero en especial las
interacciones entre ellas y con otros factores como las condiciones ambientales [16,
95, 114]. El método de respuesta de superficie podria simplificar significativamente
el proceso de disefio de mezclas compuestas y ahorrar tiempo, espacio y recursos
[64].

Esta demostrado que los estadios inmaduros de Ae. aegypti pueden alcanzar
excelente desarrollo con sustratos de origen vegetal [114] y con levaduras vivas o
muertas [71, 72], lo cual tiene impacto sobre la forma fisica y las funciones vitales
de la fase adulta. Las levaduras son facilmente ingeridas por las larvas e
hidrolizadas rapidamente en el intestino, de manera que el contenido citoplasmatico
de las células fungicas es asimilado [71].

Valzania y cols. observaron que la ingestion de levaduras y bacterias vivas estimula
significativamente el crecimiento de Ae. aegypti [4]. Souza compard el impacto

sobre la nutricién de larvas de la misma especie, de dietas basadas en bacterias,
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algas y levaduras vivas y éstas ultimas resultaron la mejor opcion, promoviendo la
metamorfosis, pupacion precoz, mayor tamafio del ala de los adultos y tiempo de
vida prolongado [71, 72]. Ello sugiere que podria también disefiarse dietas basadas
en combinaciones de levadura torula industrial (levaduras muertas) que aporten
carbohidratos y proteinas, con cultivos de levaduras vivas que estimulen a las larvas

a la ingestion y digestion.

La levadura torula mostrd alta eficacia y eficiencia para la cria de estadios
inmaduros de Ae. aegypti en comparacion con la harina de pescado. En
consecuencia, es un excelente candidato para continuar los estudios que permitan
su inclusién de manera rutinaria en el insectario y en la bioplanta de técnica del

insecto estéril del IPK.



CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. Los adultos de Ae. aegypti que fueron alimentados con levadura torula durante
sus estadios larvarios, mostraron mayor probabilidad de supervivencia que
aquellos alimentados con harina de pescado, lo que expresa un mejor balance
nutricional de la levadura torula, que posibilité la emergencia de mosquitos con

mayores reservas de energia

2. No se observd influencia de la dieta administrada durante los estadios

inmaduros sobre la fecundidad y fertilidad de Ae. aegypti

3. El tamano corporal de los adultos de Ae. aegypti resultd superior en aquellos
alimentados en la fase larvaria con levadura torula respecto a los que recibieron
la harina de pescado, lo que representa una ventaja para su aplicacion a la

experimentacion rutinaria de laboratorio

4. La levadura torula tuvo mayor eficacia que la harina de pescado como dieta de
estadios inmaduros de Ae. aegypti, al obtenerse adultos mas grandes y

longevos con igual fecundidad y fertilidad

5. La relacion precio — eficacia de levadura torula es superior a la harina de
pescado, lo que la cataloga como una dieta eficiente para estadios inmaduros

de Ae. aegypti



RECOMENDACIONES
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios de disefio y optimizacion de dietas para la cria eficiente de Ae.
aegypti en el insectario del IPK, que incluya la levadura torula en combinacion
con otros sustratos, para cubrir todos los requerimientos del mosquito y obtener

material bioldgico de alta calidad.

2. Evaluar levaduras y otros organismos vivos como dietas para los estadios

inmaduros de Ae. aegypti
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