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EVALUACION EN CAMPO DE NUEVOS FORMULADOS DE BACILLUS THURINGIENSIS SUBSP. ISRAELENSIS
Y POLIMEROS NATURALES CONTRA LARVAS DE MOSQUITOS

RESUMEN: El polvo técnico formado por esporas y cristales de la cepa 225 de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis fue producido
por fermentacién y evaluado para determinar su concentracién letal media (CL,,) contra larvas de Culex quinguefasciatus Say. Se
prepararon después dos formulaciones con este polvo técnico incluyendo otros ingredientes de formulacion tales como pectina y
goma acacia, los cuales se evaluaron en campo, y se compararon con otros tratamientos involucrando el polvo téenico sin formular
y un control no tratado, usando contenedores pldsticos de 200 litros de capacidad colonizados previamente. Se determinaron las
densidades larvales y pupales de los mosquitos colonizantes durante 28 dias postratamiento. Los resultados mostraron reducciones
larvales significativas de las especies colonizantes, logradas con las dos formulaciones de Bti preparadas, comparadas con el control
por al menos 27 dfas mientras que el ingrediente activo sin formular mostré reducciones larvales menores a las presentadas por las
formulaciones Bti-polimeros preparadas.

PALABRAS CLAVE: Bacillus thuringiensis Subsp. israelensis, Culex quinguefasciatus, Aedes aegypti, Culex sp, control de mosquitos,
formulaciones

ABSTRACT. A technical powder of Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 223 strain was produced by fermentation, and then was
evaluated for LC,, value against Culex quinguefusciatus Say larvae. Two Bti-formulations including pectin and acacia gum were
prepared using this technical powder and evaluated in field against mosquito larvae colonized in 200-1 plastic containers, compared
with a treatment involving the unformulated active ingredient and untreated control. Total larval and pupae population densities were
assessed during 28 days posttreatment. The results showed significant larval reductions compared with the control for 27 days at last
obtained with the Bti-formulations. In contrast, the treatment with unformulated active ingredient showed less larval reductions than
the Bti-formulations prepared.
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INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti), ha
sido uno de los microorganismos mas usados para
el control de la poblaciones de mosquitos y mos-
cas negras debido a su alta eficacia, especificidad,
seguridad ambiental, bajo riesgo de desarrollo de
resistencia, produccion a gran escala, facilidad de
manejo y estabilidad de almacenamiento (Ali ef al.
1994, Su & Mulla 1999). A pesar de estas cualida-
des, las formulaciones a base de esta bacteria tienen
algunas desventajas, tales como la sedimentacion
rdpida de la toxina en el medio ambiente acudtico
donde se aplica y una rapida degradacién de la
toxina por la luz ultravioleta del sol (Yousten ef
al. 1992, Pusztai ef al. 1991).

Una amplia variedad de formulaciones de Bti se
han usado a lo largo de mas de dos décadas, como
liquidos, polvos, granulos, pellet, micropellet y
otros, tales como los recientemente desarrollados
GDA (grdnulos dispersibles en agua) por Valent
Biosciences (Ali er al, 1994, Su & Mulla, 1999).

Se han reportado algunas formulaciones basa-
das primordialmente en el uso de biopolimeros,
como el alginato de sodio (Murat-Elcin, 1995),
o bien polimeros sintéticos, como el polietileno
(Margalit et al., 1984). Estos materiales podrian
ser combinados con protectores solares, tales como
melanina (Liu et al., 1993), para proteger la toxina
de la radiacién ultravioleta del sol e incrementar la
actividad residual en campo.

En un estudio previo, se reportd que la prepa-
racion, almacenamiento y actividad residual en
laboratorio de formulaciones Bti-polimeros, indu-

jeron alta mortalidad en larvas de Aedes aegypti

(Linnaeus, 1758), después de 14 dias de postrata-
miento (Maldonado-Blanco er al., 2002).

En este trabajo se describe la evaluacion en cam-
po de dos formulados granulares Bti-polimeros,
asi como la comparacién con polvo téenico sin
formular, contra larvas de Culex quinquefasciatus
colonizadas en recipientes artificiales de 200 litros
de capacidad.

MATERIAL Y METODOS

Produccién del polvo técnico de Bti (extracto de
esporas y cristales). La cepa de Bri 225, obtenida
de la Coleccion Internacional de Bacilos Entomo-
patogenos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
(UANL) (donada por la Unité de Bactéries Ento-
mophatogénes del Instituto Pasteur, Paris, Francia)
y el medio de fermentacion a base de subproductos
(Maldonado-Blanco er al., 1998) fueron previa-
mente seleccionados. El complejo de esporas y
cristales de Bti se produjo por fermentacién en
un reactor tipo Bioflo III de § litros de capacidad
(New Brunswick Scientific Co. NJ USA) a 30°C
de temperatura, pH 7.0 y condiciones de agitacion-
aireacion de 500 revoluciones /minuto (rpm): 0.6
volumenes de aire/ volumen de medio/minuto
(vvm) (Maldonado Blanco et al., 2003).

Al final de la fermentacion, después de 24
horas, las esporas y cristales se cosecharon de
acuerdo a la metodologia descrita por Dulmage
et al. (1970) con el uso de lactosa y acetona. El
producto final, o polvo técnico de Bti se evalué
contra larvas de cuarto estadfo temprano de Culex
quinquefasciatus, para determinar su actividad
larvicida antes de ser formulado, de acuerdo al
método de bioensayo reportado por de Barjac y
Larget-Thiéry (1984).

Evaluacion del polvo técnico de Bti. Para esta
prueba, se prepard una suspension stock de 50
mg/10 ml del polvo téenico, se agregaron 10 perlas
de vidrio y se agitd por 2 minutos. Después, se
preparé una dilucién 1:100 a partir de la suspension
anterior, posteriormente se tomaron diferentes can-
tidades, desde 15 hasta 210 microlitros, para pre-
parar diluciones seriadas en vasos pldsticos, desde
0.005 a 0.07 mg/l (entre 6-7 concentraciones). A
cada vaso, conteniendo 150 ml de la dilucion co-
rrespondiente, se colocd un grupo de 25 larvas de
cuarto estadio temprano de C. quinquefasciatus,
colectadas del campo, tres repeticiones por dosis
y cuatro repeticiones para el control no tratado
(solamente con agua destilada).
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Los bioensayos se llevaron a cabo en un cuarto
con una temperatura de 25 = 3°C, 70-80% de
humedad relativa y fotoperfodo de 14:10 h (luz:
oscuridad). Los datos de mortalidad se registraron
después de 24 h de tratados y los bioensayos se
repitieron tres veces en diferentes dfas, Cuando la
mortalidad en el control fue mayor al 5%, la prueba
fue descartada.

La respuesta larval a las dosis expuestas se de-
terminé mediante un programa computarizado de
Probit (United States Applied and Environmental
Health 1989) y de esta manera la concentracion
letal media (CL, ) se calculé.

Preparacién de las formulaciones Bti-polime-
ros. Se prepararon dos formulaciones de acuerdo
al procedimiento reportado por Maldonado-Blanco
et al. (2002). La primera formulacién, (FP) conte-
niendo pectina al 10% (grado alimenticio), y una
segunda formulacién, (FA) con goma acacia al 10%
(Desarrollo de Especialidades Quimicas, S.A. de
C. V.. Se pes6 el polimero (274 mg), se disolvié
en 130 ml de agua, mediante agitacién, a conti-
nuacion se agregé el ingrediente activo al 10% p/p
(274 mg) hasta homogenizarse y posteriormente el
fotoprotector (verde de malaquita) al 1% p/p (Bohm
y Friend, 1988). El material flotante (corcho) se
molio y se pasé a través de un tamiz No. 10 (U. S.
Standard Sieve Series, Dual Manufacturing Co.
Chicago ILL) y se agregé a las formulaciones, las
cuales se secaron a temperatura de 25 + 3° C y/o
mediante aire filtrado durante 4 dias.

Prueba en campo. Esta fase se llevé a cabo
en uno de los jardines, con poca vegetacién, con
periodos alternos de sol y sombra, dentro de las
instalaciones de la Universidad de Nuevo Ledn, y
antes de iniciar las pruebas, se llenaron contenedo-
res de pldstico con 200 1 de agua, y se expusieron
a la oviposicién de las hembras de poblaciones
naturales de mosquitos,

El estudio consistié de un disefio de bloques al
azar con cuatro tratamientos y tres repeticiones por
tratamiento. Estos tratamientos fueron aplicados

como sigue: a) formulado Bti-pectina (FP), b)
formulado Bti-goma acacia (FA), ¢) Ingrediente
activo (polvo técnico sin formular) (IA) y d) control
no tratado. Todos los tratamientos se aplicaron a la
dosis 13.7 mg/l, una sola vez.

El nimero de larvas vivas fueron registradas a
los dias 0, 1, 2, 3, 7, 14, 21 y 28 después de apli-
cados los tratamientos; para ello se tomaron 10
muestras de 350 ml de agua de cada tratamiento,
mediante un calador de pldstico. El nimero de
insectos sobrevivientes colectados fueron regis-
trados ¢ identificados de acuerdo al criterio des-
crito por Darsie and Ward (1981), agrupados en
dos categorfas: larvas totales y pupas totales. El
promedio de larvas y pupas sobrevivientes en el
control y tratamientos fueron comparados en cada
dia de muestreo mediante andlisis de varianza de
un factor y se determinaron diferencias mediante
la prueba de diferencia minima significativa al
nivel P = (.05, Durante el periodo de prueba, cl
pH del agua de los contenedores fue registrado
con un potenciémetro Beckman y la temperatura
ambiental y precipitacién pluvial se tomaron de la
estacion meteoroldgica de la Comisién Nacional
del Agua. (CNA).

RESULTADOS

Actividad tdéxica del polvo técnico de Bti. El
polvo técnico de la cepa 225 de Bti obtenido en
el fermentador y evaluado contra larvas de Culex
quiguefasciatus de 4°. estadio temprano se muestra
en el Cuadro 1. La CL, que se determiné fue 0.066
+ (0.0014 mg/l.

Prueba en campo. En los primeros dos dfas
postaplicacion, los formulados FP (pectina 10%)
y FA (goma acacia 10%) ocasionaron una alta
reduccion de larvas totales de los dos géneros de
mosquitos encontrados (Aedes aegypti'y Culex sp),
conreducciones del orden de 92-94%, mientras que
el ingrediente activo sin formular (Polvo Técnico de
Bti) también redujo significativamente la poblacién
de mosquitos en relacién al control. Para el tercer
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Cuadro 1.

Resultados del Anilisis Probit de cuatro bioensayos realizados con el polvo técnico de Bti (Ingrediente activo sin formular)
contra larvas de Culex quinguefasciarues

Repeticién Namero total de larvas® Pendiente = Desviacién Estdndard CL,, (mg/1) i

1 150 328 £0.6 0.06570 291
2 175 292 +0.53 0.06367 5.24
3 450 3.23+040 0.06625 10.09
4 175 3.03+0.54 0.06807 3.89

“Numero total de larvas de Culex quinguefasciatus de 4o. estadio temprano probadas, usando 25 o 75 larvas por dosis, por seis 0
siete concentraciones por bioensayo y 25 o 75 larvas como control no tratado.

dia postaplicacién, ambas formulaciones probadas,
FP y FA, presentaron reducciones casi del 100%,
en tanto el ingrediente activo sin formular present6
reduccidn significativamente menor a las formula-
ciones probadas.

Para el dia 7 postratamiento, el formulado FP
(pectina) mostré la reduccién mayor del nimero
de larvas totales, en tanto el formulado con goma
acacia (FA) solo present6é una diferencia parcial
con respecto al control no tratado; ¢l ingrediente
activo sin formular no mostré ninguna reduccion
de las larvas totales.

En el siguiente dia de muestreo (14) tanto los for-
mulados preparados como el ingrediente activo sin
formular mostraron el mismo nivel de reduccion,
mientras que para el dia 21 postratamiento, el nivel
de reduccion larval mostrado por los formulados
fue significativamente mayor al presentado por el
ingrediente activo sin formular. Por tltimo para el
dia 28 postratamiento, no observamos ninguna re-
duccion en el niumero de larvas en los contenedores
tratados, en relacion al control (Fig. 1).

En relacion a la poblacion pupal observada, el
formulado FP (pectina) fue el mds efectivo para
reducir el nimero de pupas totales a cero hasta
antes del dia 28 postratamiento, mientras que la
formulacion FA redujo a cero los nlmeros prome-
dio de pupas/calada hasta el dia 7 postratamiento,
manteniendo los valores promedio alrededor de 0.9

pupas/calada a lo largo del experimento (Fig.2).

Como conclusion, el ingrediente activo sin formu-
lar mostro reducciones significativas en la poblacion
larval inicamente para los dfas 1-3 postratamiento,
mientras que las dos formulaciones Bti-polimeros
preparadas tuvieron efecto significativo para reducir
la poblacion larval hasta antes del dia 28 postrata-
miento. El formulado FP mostré mayor nivel de
control que el mostrado por el formulado FA., solo
en algunos dias de muestreo, aunque en general no
fue significativamente diferente.

Durante el periodo de prueba, Jos valores de
temperatura minima y maxima fueron 22°C y
39.5°C con un valor promedio de 34.6°C, mientras
que el pH del agua de los contenedores vario de
7.3-8.3, en tanto la precipitacion pluvial oscilo de
0-10 mm (Fig. 3).

DISCUSION

El valor obtenido para la CL,, de 0.066 mg/l en
promedio resulté mads alto que aquel presentado
en otros reportes, como el de Su & Mulla (1999)
de 0.014 y 0.024 mg/l para polvo técnico de Bti y
formulaciones de granulos dispersibles en agua,
respectivamente, producidos por Laboratorios
Abbott; este hecho indic6 que en las condiciones
usadas y con la cepa de Bti que usamos, el producto
que evaluamos fue de menor actividad biologica
que aquellos.
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FIGURA 1. Poblacién de larvas de Aedes aegypti y Culex sp. en contenedores de 200 | tratados con formulaciones Bli-polimeros
y Polvo técnico sin formular a la dosis 13.7 mg/1. Letras diferentes en un dfa de muestreo dado indican diferencias significativas
entre control y tratamientos. ANOVA, DMS P= 0.05.
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FIGURA 2. Poblacién total de pupas de Aedes aegypti y Culex sp. en contenedores de 200 litros tratados con formulaciones
de Bti-polimeros y Polvo técnico sin formular a la dosis 13.7 mg/l. Letras diferentes en un dfa de muestreo dado indican
diferencias significativas entre control y tratamientos. ANOVA, DMS P= 0.05.
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FIGURA 3. Condiciones ambientales (temperatura maxima y precipitacion pluvial) registradas durante el periodo de prueba de
formulaciones Bti-polimeros contra larvas de mosquitos.

Por otra parte, en la prueba de campo, se observo
que las formulaciones Bti-pectina y Bti-goma aca-
cia ocasionaron significativas reducciones larvales
durante los primeros tres dias postratamiento, esto
fue més evidente en el tercer dia postratamiento,
cuando las formulaciones Bti-polimeros registraron
una diferencia significativa en relacion al polvo
técnico sin formular. En el séptimo dia postrata-
miento se registraron de nuevo estas diferencias,
mostrando mayores reducciones larvales las for-
mulaciones Bti- polimeros que el polvo técnico
sin formular, aunque de las dos formulaciones
mostré evidencia de ser mas efectiva la formulacion
Bti-pectina, de acuerdo al nivel de reduccion de
la poblacién observada en el séptimo dia postra-
tamiento y la reduccién de pupas que prevalecio a
cero hasta el dfa 21 postratamiento. En relacién a
esto, ¢l nivel de actividad toxica residual mostrada
por las formulaciones Bti-polimeros de més de 21

dias postratamiento, fue mayor a la registrada por
las formulaciones de Abbott probadas por Ali et
al. (1994), quienes observaron 75% de mortalidad
larval de Ochlerotatus taeniorhynchus hasta por
9 dias postratamiento, mientras que Su & Mulla
(1999) obtuvieron control de mosquitos Culex de
varias especies hasta por 7-12 dias postratamiento,
usando las formulaciones de granulos dipersibles
en agua (Abbott).

De esta manera, las formulaciones Bti-po-
limeros, con pectina o goma acacla, tuvieron
efecto significativo para reducir la poblacién
larval de mosquitos hasta antes del dia 28 pos-
tratamiento.
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