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RESUMEN

Seaidaron 18 cepasnativasde Bacillus thuringiensis y 3 cepasde Bacillus sphaericus con potencial mosquitocida, de
175 muestrasde aguas estancadasy suelos agricol asde diferentes partesdel pais. L as observaci ones microscopicasde
coloniascaracteristicas, mostraronlapresenciade cristal esparasporal estipicosde B thuringiensis. L osbioensayosrea-
lizadosmostraronalascepasBT-UNM SM-112y BT-UNM SM-118 como | asde mayor capacidad entomocidafrentea
los primeros estadios de Anopheles pseudopunctipennis y B. sphaericus - Bss$UNMSM 107 mostré lamayor efectivi-
dad frenteaCulex spp. Sedetermindlosnivel esde susceptibilidad, en el |aboratorio, de estaespecieaBacillus thurin-
giensis var. Israelensis Y Bacillus sphaericus, encontrandose una CL,, de 0.215y 0.360ig /mL y CL,,0.236y 0.428
ig/ mL paraB. thuringiensis BT-UNMSM 112 y BT-UNMSM 118 respectivamentey unaCL, de 0.87 ig/mL y una
CL,,de0.95ig/mL paraB. sphaericus BssUNMSM 107 frenteadn. pseudopunctipennis. ParaCulex spp se encontro
unaCL,,de0.562y 0.9201g /mLy CL2.52y 3.20ig/ mL paraB. thuringiensis BT-UNMSM 112y BT-UNMSM 118
respectivamentey unaCL ,de0.34ig/mL yunaCL,,de0.44ig/mL conB. sphaericus BssUNMSM-107.

Palabras claves: B. thuringiensis, B. sphaericus—Aislamientoy toxicidad paramosguitos
SUMMARY

It wasisolated 18 strainsof Bacillus thuringiensis and 3 strainsof B. sphaericus with entomocidal propertiesfrom175
samples of soil & wastewater Peruvian’s farms. The microscopics observations of these strains showed the crystal
parasporal typical from B. thuringiensis. The bioassays performed showed us the strains BT-UNMSM-112 y BT-
UNM SM-118 asthe most promisoriousas biolarvicidesagainst first instars of A. pseudopunctipennis and B. sphaeri-
cus-B-107 showed a high efficiency against Culex spp.It was determined susceptibility levels of Both mosguitoes
against Bacillus thuringiensis var. Israelensis and Bacillus sphaericus. It wasfoundalL C,, de0.215and 0.360 i g/mL
andLC,,0.236and 0.4281 g/mL paraB. thuringiensis BT-UNMSM 112y BT-UNMSM 118 respectively andal C_, of
0.871 g/mL andaLC,of 0.951 g/mL to B. sphaericus BSsUNMSM 107 against An. pseudopunctipennis. It wasfound
aLC, of 0.562and 0.920ig /mL andaL C, 2.2 and 3.201 g/mL against Culex spp t0 B. thuringiensis BT-UNMSM 112
and BT-UNMSM 118respectively andaL C,,of 0.341 g/mL andaL C,,of 0.441 g/mL with B. sphaericus Bss*UNMSM-
107.
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INTRODUCCION

Los mosquitos anofelinos y culicidos son vectores de
muchas enfermedades metaxénicas. Maaria, Dengue,
Fiebre amarilla, entre otros, |os cuales han sido contro-
lados con insecticidas quimicos con un éxito inicial en
su control, sin embargo, los insectos han desarrollado
resistencia a los insecticidas sintéticos generando
muchos problemas ambientales, destruyendo insectos
dafinos y benéficos, contaminando el medio ambiente
y produciendo riesgos de salud paralos consumidores.
Igualmente el alto costo de los insecticidas sintéticos,
limitasu adecuadaaplicaci6n en paises pobresy subde-
sarrollados. Para contrarrestar el efecto delos plaguici-
das quimicos es necesario contar con otrasalternativas,
unadelascualesesel control biolégico.

Bacillus thuringiensis esconsiderado como el principal
agente promisorio de control biolégico de Dipteros,
Lepidopterosy Coledpteros; presentaa gunas ventajas
en relacion alos agentesde control quimico, esun pat6-
geno de invertebrados versétil en su accion, capaz de
infectar protozoos, nematodos, acaros e insectos que
son plagasfitopatdgenaso peligrosasalasalud humana
y/oanimal (DeBarjacH, 1978).

La reemergencia de enfermedades metaxénicas en €l
Pert, demanda de pesticidas més seguros, siendo los
biopesticidas a base de B thuringiensis; B. sphaericus
los mas usados en el control efectivo de vectores de
enfermedadesmetaxénicas.

El objetivo del presente estudio es aislar y identificar
cepasdeB. thuringiensisy B. sphaericus nativosdeinte-
résen Salud Publicade criaderosde mosquitosy suelos
agricolasy evaluar su potencial entomotoxico frente a
Anofelinosy culicidos.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de Bacillus thuringiensis y Bacillus
sphaericus

Se colectaron 175 muestras de muestras de suelo y
aguas estancadas extraidas desde diferentes ecosiste-
mas del Pert en bolsas de polietileno de primer uso y
frascos “SCHOT DURAN” de 500 mL. Las muestras
fueron procesadas de acuerdo a Martin & Travers,
1989, e incubadas a 30°C por 18-24 hrs. Para el aida-
miento de col onias sospechosas, se sembraron por dise-
minacionalicuotasde 0.1 mL en placasconAgar Nutri-
cioy placasconagar L.B (LuriaBertani) (10 g triptona,
5 g extracto levadura, 10 g NaCl, por litro) y en Agar
selectivoparaB. sphaericus (Massie, J. et. a., 1985). Se
incubaron a30°C, por 24-48 hrs. Se seleccionaron col o-
ni as sospechosasapl anadas, blanco mate, debordesirre-
gulares, caracteristicosde Bacillus spp. Las cuaesfue-
ron sub-cultivados en Agar nutricio y Agar PEMBA
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para una posterior identificacion (Chilcott & Wigley
1993).

Identificacion de Bacillus thuringiensis y B.
sphaericus

La identificacion preliminar de las cepas aisladas se
efectud por observacion en microscopiade contraste de
fases a 1000X que permiti6 confirmar la presencia de

cristales parasporal es (0-endotoxina) tipicos de B. thu-
ringiensis. La confirmacion de B. thuringiensis Y B.
sphaericus, se realizd acuerdo a las caracteristicas
microscopicas culturales y pruebas bioquimicas dife-
renciales, de acuerdo a Manual Bergey de Bacteriolo-
giaDeterminativa(Holt JG,1984)

Tincion del cuerpo paraesporal.

Seprepard unfrotisdel gado sobre unlaminaportaobje-
to, secandolo a temperatura ambiente y luego, expo-
niéndolo suavemente alallamadel mechero. El mate-
rial fijado se cubrié con una solucién de azul de Coo-
massie R-250 a 0,25% en 50% de etanol y 7% de acido
acético durante 10 min. Selavo el exceso de colorante
con agua. Los cuerpos parasporales se observaron d
microscopio optico Axiostar Seitz) con 1000X. (Chil-
cott & Wigley 1993y Smirnoff W.A. 1962).

Produccion del complejo espora-cristal.-
Laproducciéndel complejo espora-cristal, seefectué e
acuerdo alametodol ogiapropuestapor Dulmage, 1970
yFastP G,1972.

Se utilizaron 18 cepas nativas de B. thuringiensis, 3 de
B. sphaericus, 2 cepasreferencialesde B. thuringiensis
var. Israelensis NRRL HD-968 y unade B. sphaericus
B-23268. Las cepasse cultivaron en caldo deleche pep-
tonizada: leche peptonizada10 g, dextrosa10 g, extrac-
todelevadura2 g, MgSO, .7H,0 0.3g, FeSO, .7H,0 20
mg, ZnSO, .7H,0 20 mg, MnSO, 20 mg, 1 litro de
agua, pH 7.2-7.5) a 28°C y con una agitacion de 300
rpm, por 72 hrs. hastaalcanzar la liberaciondecristales

y esporas.

La suspension se lavo 3 veces por centrifugacion con
NaCl 1.5 M afin de disminuir la actividad proteolitica
de los extractos celulares y evitar la posible degrada-
cion de las proteinas cristaliferas. Posteriormente, €
complejo espora-cristal se centrifugd a 10,000 rpm por
10 minutos, el precipitadofuecongeladoy liofilizado.

Perfil proteico de cristales parasporales

El andlisisde proteinasde los cristal es parasporalesfue
realizado por electroforesis en gel de Poliacrilamida-
Dodecil sulfato de sodio de acuerdo a método de
Schagger & Von Jagow, 1987. Seutiliz6 unaconcentra-
ciéndeacrilamidade4y 10% paralapreparaciondelos
geles de concentracion y separacion. Las muestras, se
prepararon apartir de muestrasliofilizadasdel comple-



Biotempo 2010, Volumen 10, 57-70

joespora-cristal delas cepas Standard y cepas seleccio-
nadas. Se prepard una suspension de 0.5 mg/mL. De
esta suspension se tomd una muestra que se mezclé
(2:1) con buffer de carga2X (Tris-HCI 25 nM, pH 6.8,
&Mercaptoetanol 1.28 M, Azul deBromofenol 2.89 M,
SDS0.138M, Glicerol 2.17 M.

Posteriormente las muestras fueron calentadas por 10
minutos paradesnaturalizar las proteinas, se centrifugo
a 12,000 RPM/min. para precipitar las esporas. De
estasmuestras se utiliz6 de 1-2 ig paraser cargadasen
€l gel, como marcador dePM y control + seutilizé una
muestrade lacepaB. th. HD-1, lacual contiene protei-
nas con propiedadesinsecticidasde PM: 65y 130 KDa
(Bravo1994).

La electroforesis se realizd utilizando un potencial de

50 V durante 30 min. Y posteriormente a 100 V por 1

horay 30 minutos, usando unasol ucion Buffer decorri-

daabasedeTris-glicina0.38M SDS0.1%, pH 8.8. Fina
lizadalaelectroforesis, losgel essetifieron conAzul Bri-
[lantede CoomasieR a 0.1% en sol. de Etanol al 45%,

Acido acético 9%, con untiempo detincion de 30 minu-

tos.

Posteriormentel os gel es se destifieron con Etanol a 5%
y Acido acético a 7.5 %. Los geles se secaron parasu
preservaci 6n colocandose entre pliegues de papel celo-
fanaunatemperaturade37°C por 24 hrs.

Crianza de Insectos blanco.
Paralaobtenciéndelarvasde Annopheles pseudopunc-
tipennis, serealizaron capturas nocturnas de mosquitos
con cebo humano, siguiendo la metodol ogia recomen-
dada por laOMS para capturade anofelinos. Sereali-
zaronuntotal de 25 capturasenlalocalidad de San Juan
Bautista-Loreto. (Rubio-PalisY, 1992). Después de su
capturafueron llevadosal laboratorio, |as especiesfue-
ronidentificadassegunlasclavesdeidentificacion (Co-
va-Garciay Sutil, 1975) Posteriormentefueron separa-
dosen formaindividual en vasos de carton parafinados
conunalgoddn conazlcar al 10% parasu alimentacion.
En el fondo del vaso secolocd un papel filtro humedeci-
do como superficie paralapostura. Los huevos obteni-
dos se colocaron en bandejas plasticas de 50 y 100 mL
de capacidad. L aslarvas se mantuvieron bajo condicio-
nesdeinsectarioa30°C. Paraevauar laefectividad de
las cepas de B. thuringiensis patotipo 1V y Bacillus
sphaericus seutilizaronlarvasde An. pseudopunctipen-
nis|, 11,111y 1V estadios.

Bioensayos.

Los bioensayos preliminares se llevaron a cabo 18
cepas seleccionadas de B. th. BT-UNMSM-101, BT-
UNMSM-102, BT-UNMSM-103, BT-UNMSM-105,
BT-UNMSM-106, BT-UNMSM-109, BT-UNMSM-
110, BT-UNMSM- 111, BT-UNMSM- 112 BT-
UNMSM- 113, BT-UNMSM-114, BT-UNMSM- 115,

BT-UNMSM-116, BT-UNMSM-117 BT-UNMSM-
118, BT-UNMSM-119 BT-UNMSM-120, BT-
UNMSM- 121, Bacillus sphaericus BSUNMSM-104,
BssUNMSM- 107, Bss=UNM SM-108, cepasreferencia-
les deB. thuringiensis var. Israelensis NRRL HD 968
Y Bacillus sphaericus B- 23268.

Para determinar las Concentraciones Letales (CL,, y

CL,, se redlizaron diluciones del producto segun las
normasparabioensayosestipuladaspor €l Instituto Pas-

teur, con lafinalidad de obtener 6 concentracionesdela
formulacion. Estas diluciones se realizaron utilizando
unapipetagraduadaenilL, partiendo inicialmentecon

100 mL del producto puro conteniendo 1000 p.p.m, de
alli mediantediluciones seriadas se obtuvieron las con-

centraciones evaluadas: 0,1 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2.5

ppm, 5 ppm, 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm. Seredlizaron 3

réplicas por cada concentracion y un control. En reci-

pientesdevidrioestéril de 120 mL decapacidad, seagre-
g6 80 mL deaguadeclorinadaapH = 7,2y untotal de25

larvasdelll y IV estadio de An. pseudopunctipennis y

Culex spp, distribuidasen 20 mL deaguaenigualescon-
diciones, con un volumen final de solucion de 100 mL

por cadaréplica

Loscontrolesseprepararon enigual escondicionessolo
gue no contenia los biolarvicidas. La mortalidad fue
observadaalas 48y 72 horas de exposicion, corregida
por laférmuladeAbbot si estaexcediadel 5% enel con-
trol. Los porcentajes de mortalidad obtenidos fueron
sometidos a andlisis estadistico, utilizando € paquete
estadisticodel programaProbit. (Finey D.J,1981).

RESULTADOS

LastablasN° 1y 2, muestran la frecuenciay distribu-
cionde 18 cepasde B. thuringiensis var. Israelensisy 3
Cepas de B. sphaericus aidadas de diversas regiones
geogréficasdel Per(, puedeobservarsequeseaislaron4
cepas de la regién Arequipa (1.56%); 3 cepas de las
regiones Lambayeque y Lima cada uno (1.17 %); 2
cepasdelasregionesAncash, Loreto, Juniny Madrede
Dios cada uno (0.78%); 1 de las regiones Cuzco, Uca-
yali, Cajamarca, cadauno (0.39%).

Losrecuentosde B. thuringiensis viablesfueron regis-
tradas después de la sel eccién con acetato. Estasfueron
abundantes (2.4x10°UFC/g-1.8 X 10'UFC/g) ensuelos
himi cos. Se sel eccionaronun total de 18 cepasde Baci-
llus thuringiensis y 3 de B. sphaericus de acuerdo ala
morfologia de colonias (Tabla N°3) y morfologia
microscopica(TablaN%5).

Delas18cepas, 4 correspondianaB. thuringiensis pato-
tipo Il caracterizados por la produccién de cristales
parasporales semi esféricos, cuboidesy 14 aB. thurin-
giensis patotipo |V con cristal esbipiramidal es, amorfos
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TABLA 1. FRECUENCIA y DISTRIBUCION DE CEPAS NATIVAS de
Bacillus thuringiensis y B. sphaericus CON POTENCIAL MOSQUITOCIDA

N N % de Bt
Estacion de N° N° Bacillus y B. sph/
muestreo Muestras Sp aislados B th. UrCg B.'SP h. UFCre total de
aislados aislados .
Bacillus
ANCASH
Huaraz 10 10 1 3.6 X10° - - 0.39
Yungay 10 10 - - - - -
Carhuaz 10 10 1 5.2 X10° - - 0.39
LAMBAYEQUE:
Chiclayo 10 12 1 3.1 X10’ 1 3.6X10 0.78
Lambayeque 10 10 1 1.2 X10’ - - 0.39
LORETO:
Maynas 10 24 1 8.6X10’ 1 1.8X10’ 0.78
UCAYALI 10 20 1 2.3X10’ 0.39
CUSCO:
Urubamba 1 20 1 2.5X10° - - 0.39
CAJAMARCA: 9 16 1 35X10° - - 0.39
LIMA:
Huaral 10 20 1 3.8 X10’ - - 0.39
Canta 10 24 1 7.2 X10° - - 0.39
Cafiete 6 12 1 6.8 X10° - - 0.39
Huarochiri 10 10 - - - - -
JUNIN:
Huancayo 8 10 1 2.6 X10° - - 0.39
Tarma 6 10 - 3.2 X10° - - -
Chanchamayo 5 13 1 3.2 X10’ - - 0.39
AREQUIPA:
Camana 6 3 1 1.6 X10’ - - 0.39
Cailloma 6 4 1 4.2 X10° - - 0.39
LaJoya 4 4 - - -
Caravelli 6 6 2 5.6 X10° - - 0.39
3.2 X10° - - 0.39
MADRE DE 8 8 1 2.8 X107
DIOS 1 1.2X10’ - - 0.78
Totales 175 256 18 3 1.17 7.03

y semiesféricos. Las 3 cepasde B. sphaericus presenta
ron esporas centrales y ovoides, cuerpos parasporales
amorfos.

Las caracteristicas morfoldgicas de colonias en Agar

nutricio de las cepas de B. thuringiensis aiSladas se
muestranenlaFig. 1, 1A, tablaN°4, Correspondiendo
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en sumayoriaa formascircularesde 6-8 mm dedi&
metro, aplanadas, opacasy de color blanco mate, bor-
des ondulados o rizoides.; morfol 6gicamente corres-
pondian a bacilos rectos, de extremos redondos o
romos, Gram positivos, con esporas ovales subcentra-
lesoterminales(Fig.2y 3TablaN©5).
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Fig.1 COLONIA DE B. sphaericus EN A. Fig. 1A. COLONIAS DE B. thuringiensis EN A.N.-
NUTRICIO LECITINA

Fig.2 B. th. COLORACION GIEMSA

Fig. 4 B. th. SOBRE AGAR PEMBA Fig. S MICROFOTOGRAFIA DE B. thuringiensis
POR CONTRASTE DE FASES
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TABLA N°2. DISTRIBUCION DE CEPAS NATIVAS DE Bacillus thuringiensis y B. sphaericus POR
REGION GEOGRAFICA DE MUESTREO

Estacion de Clave B. B. Total Bacillus sp
Muestreo thuringiensis sphaericus
ANCASH:
Huaraz BT-UNMSM 101 10
Carhuaz BT-UNMSM 102 10
LAMBAY EQUE:
Chiclayo BT-UNMSM 103 BssUNMSM-104 12
L ambayeque BT-UNMSM 105 10
LORETO: BT-UNMSM 106 Bs-UNMSM-107 24
UCAYALI: BT-UNMSM Bs-UNMSM-108 20
CUSCO:
Urubamba BT-UNMSM 109 20
CAJAMARCA: BT-UNMSM 110 16
LIMA:
Huaral BT-UNMSM 111 20
Canta BT-UNMSM 112 24
Cariete BT-UNMSM 113 12
JUNIN:
Huancayo BT-UNMSM 114 10
Chanchamayo BT-UNMSM 115 13
AREQUIPA:
Camana BT-UNMSM 116 3
Cailloma BT-UNMSM 117 4
Caraveli BT-UNMSM 118Y 119 4
MADRE DEDIOS | BT-UNMSM 120 8
BT-UNMSM 121
TOTALES 18 3 256

TABLA 3. CARACTERISTICAS MORFOL(')GICAS, DE COLONIAS DE B. thuringiensis 'y Bacillus
sphaericus AISLADOS DE DIFERENTES AREAS GEOGRAFICAS DEL PERU

TIPO DE COLONIA DE B. thuringiensis y Bacillus sphaericus

Cepa Forma Tamaino Elevacion Color Borde
BT-UNMSM-121 Circular 4-7mm Aplanada Blanco mate Dentada
BT-UNMSM-102, 105 Circular 4-5 mm Aplanada Blanco mate Ondulada
BT-UNMSM-109, 114 Circular 4-5mm Aplanada Blanco mate Dentada
BT-UNMSM-103,117, 118 Circular 4-7mm Aplanada Blanco mate Ondulada
BT-UNMSM-101, 110 Circular 4-6 mm Aplanada Blanco mate Ondulada
BT-UNMSM-106 Circular 8 mm Aplanada Blanco mate Ondulada
BT-UNMSM-111, 119 Circular 4-5mm Aplanada Blanco mate Entera
BT-UNMSM-116, 120 Circular 6-7 mm Aplanada Blanco mate Ondulada
BT-UNMSM-112 Circular 5-6 mm Aplanada Blanco mate Ondulada
BT-UNMSM-115 Circular 5-5mm Aplanada Blanco mate Ondulada
BT-UNMSM-113 Circular 8 mm Aplanada Blanco mate Entera
BS-UNMSM-104, 107, 108 Circular 5mm Plana convexa Blanco mate Entera
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Las caracteristicas culturales y bioguimicas de las cripciones de Attathom T, Chongrattanameteekul
cepasdeB. thuringiensis, Semuestran en lastablasN° 6 (1995),y deChatterjee, S. eta. (2007)
y 7. Lascaracteristicasdescritasconcuerdan conlasdes-

TABLA N° 6. CARACTERISTICAS CULTURALES DE Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus

Bacillus thuringiensis A. C.N. C.N. C.N.
Y B. sphaericus PEMBA | NaCl NaCl NaCl Catalasa Lecitinasa Manitol Glu
1% 5% 8%

BT-UNMSM 101,
102, 105, 106, 109,
110, 112, 121 + + + - + + ] +

BT-UNMSM-103,
111, 116 + + ] ) + + ) +

BT-UNMSM- 113,
114, 115, 117, 118, + + + - + + - +
119, 120

B. sphaericus
BssUNMSM-104, 107, + + + - + + - +
108

TABLA N° 7. CARACTERISTICAS BIOQUI’MICAS DE CEPAS DE B. thuringiensis 'y Bacillus sphaericus
AISLADOS DE DIFERENTES AREAS GEOGRAFICAS DEL PERU.

CepasdeB. th. Caracteristicas Bioquimicas
y B. sph.

Hidrolisis Hidrolisis Arginina

Gelatina caseina DH Indol V-P | RXNO; | Ureasa
BT-UNMSM- + + - - + + +
101, 120
BT-UNMSM- + + - - + + -
102, 117
BT-UNMSM- + + + - + + -
103, 105, 106,
109, 116, 111
BT-UNMSM- + + - - + + +
112,113
114
BT-UNMSM- + + + - + + +
115, 116
BT-UNMSM- + + + + + + -
118, 119
BT-UNMSM- + + + + + + +
121
BssUNMSM- + + - + - + +
104, 107, 108
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El perfil de proteinas Cry en SDS-PAGE (Fig. 6) delas tienen componentes protei cosmdlti pl escon pesos mol e-
cepas entomotdxicas examinadas fue similar al de la culares de 20 a 140 kDa. Los perfiles proteicos de las
cepareferencial del serotipo B. thuringiensis var. Israe- cepas que tenian cristales bipiramidales y cuboidales
lensis. El perfil muestraque | as cepas examinadas con- eranidénticos

1 23456 785101112

B,thHD

Bt-UNMSM-101
Bt-UNMSM-102
Bt-UNMSM-103
Bt-UNMSM-105
Bt-UNMSM-106
Bt-UNMSM-109
Bt-UNMSM-112
Bt-UNMSM-113
10. Bt-UNMSM-114
11 Bt-UNMSM-115
12. Bt-UNMSM-118

WoN>U~WNE
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TABLA N° 8. DETERMINACION PRELIMINAR DE LA MORTALIDAD DE LARVAS DE Anopheles pseudopunctipennis
EXPUESTAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE B. thuringiensis Israelensis HD-968 y B. sphaericus NRRL-23268

Concentracion N° B. th. Israelensis HD-968 B. sphaericus NRRL-23268

ppp larvad/replica Estadio % Estadio %
| i1l IV | mortalidad | i1l IV | mortalidad
0.1 25 4 4 3 4 15 3 2 2 3 10
0.5 25 12 1 10| 10 | 12 44 10| 8 8 | 10 36
0.1 25 16 | 14| 12| 12 54 12 | 12| 10| 12 46
0.25 25 21 | 22| 20 | 21 84 20| 21| 18 | 17 76
0.5 25 25| 22| 24| 25 96 24 1 21| 21 | 25 91
1.0 25 25| 25| 25| 25 100 25125 25| 25 100
Control 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tiempo de observacion: 72 Hrs.

Concentracion letal

Clsg 0.865 0.94720

ClLgo 0.7245 0.88020
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TABLA N°9 . BIOENSAYOS DE TOXICIDAD DE B. thuringiensis var. Israelensis Y B. sphaericus nativos FRENTE A
Anopheles pseudopunctipennis 'y Culex spp (CL,, pg/mL)

ESPECIES DE MOSQUITOS
Anopheles pseudopunctipennis Culex spp

CEPAS 24 hr 48 hrs 24 hrs 48 hrs
B. th. Israelensis HD-968 0.175 0.134 1.92 1.78

BT-101 26.10 24.34 52.92 50.78
BT-102 5.75 5.25 15.82 14.14
BT-103 10.12 9.80 32.12 28.38
BT-105 19.15 18.14 52.90 50.78
BT-106 30.14 26.22 45.72 44.52
BT-109 34.15 30.44 35.12 31.78
BT-110 35.55 31.13 48.36 44.50
BT-111 55.52 50.94 68.12 64.02
BT-112 0.245 0.242 0.562 0.488
BT-113 28.46 28.04 45.74 44.88
BT-114 20.74 20.13 36.42 33.12
BT-115 35.50 32.34 51.22 48.44
BT-116 20.18 20.33 35.50 35.08
BT-117 40.54 38.66 42.90 40.78
BT-118 0.36 0.28 0.92 0.88

BT-119 65.46 60.74 78.22 71.68
BT-120 48.75 44.62 61.42 59.38
BT-121 34.45 3341 51.72 51.08
B. sphaericus-23268 0.52 0.40 0.16 0.18

B.s-104 1.22 1.10 0.48 0.40

B.s-107 0.87 0.78 0.34 0.32

B.s-108 0.92 0.81 0.50 0.48

Biotempo 2010, Volumen 10, 57-70
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TABLA 11. DETERMINACION DE LA MORTALIDAD DE LARVAS DE Anopheles pseudopunctipennis
EXPUESTAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE B. thuringiensis israelensis y B. sphaerieus

Concentration N° larvas/replica B. th. BT-UNMSM-112 B. sphaericus B-UNMSM - 107
P-p-m Estadio % mortalided Estadio % mortalidad
_ TR

0.1 25 4] 43 4 2 2 [ 2] 2] 2 8

05 25 2 10|10 12 2 10 | 8| 8|10 36

0.1 25 6|14 | 12| 54 2 |12 |10 12 46

0.5 25 21 | 22 | 20 | 2L 84 20 | 21 | 18 | 17 76

05 25 25 | 22 | 24 | 25 9 24 | 21 | 21 | 25 o1
10 25 25 | 25 | 25 | 25 100 25 | 25 | 25 | 25 100

Control 25 0] 0] 0O 0 0 | 0] 0] o0 0

Tiempo de observacion: 72 Hrs.

Concentracion letal
Cls 0.225 0.87
Clg 0.236 0.95

Biotempo 2010, Volumen 10, 57-70
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L os bioensayos preliminaresy 1os especificos se mues-
tranenlatablaN°9, 10y 11. Losbioensayos prelimina-
res mostraron que la cepa B. thuringiensis BT-
UNMSM 112 tipo israelensis.: fue toxica paradnophe-
les pseudopunctipennis y la cepa B. sphaericus Bs-
UNMSM-108 mostré unatoxicidad altaparaCulex spp
Los bioensayos realizados mostraron a las cepas BT-
UNMSM-112 y BT-UNMSM-118 como las de mayor
capacidad entomocidafrente alos primeros estadios de
Anopheles pseudopunctipennis y BSUNMSM-107
mostrélamayor efectividad frentea Culex spp.

Se determind los niveles de susceptibilidad, en el 1abo-
ratorio, de esta especie a Bacillus thuringiensis Var.
Israelensis 'y Bacillus sphaericus, encontréndose una
CL,, de 0.245y 0.360 ig/mL y CL,, 0.236 y 0.428
ig/ mL para B. thuringiensis BT-UNMSM 112 y BT-
UNMSM 118 respectivamente y una CL, de 0.87
ig/mL yunaCL,,de0.95ig/mL paraB. sphaericus Bs-
UNMSM 107 frente a An. pseudopunctipennis. Para
Culex spp seencontréunaCL ,,de0.562-0.9201g /mLy
CLy, 252-3.20 ig/mL para B. thuringiensis BT-
UNMSM-112 y BT-UNMSM-118 respectivamente y
unaCL,,de0.34ig/mL y unaCL,,de0.44ig/mL con
B. sphaericus Bss=UNMSM-107.

DISCUSION

No sehareportado previamenteen el Per(, ningintra-
bajo relacionado con €l aislamientoy caracterizacion
de Bacillus thuringiensis, Y Bacillus sphaericus nati-
voscon potencial mosquitocida, por lo quenuestrotra-
bajo representalaprimeracontribuciondelabiodiver-
sidad de B. thuringiensis en suel os agricol as naciona-
lesB. thuringiensis hasido aislado del suelo, filosfera,
insectos muertos, productos almacenados, excreta de
animales vegetarianos etc. y aprox. 30-100% bacte-
riasesporuladasdelafilosfera sehallaronquecorres-
pondiaa B. thuringiensis (De Barjac H 1978; Martin
& Travers, 1989, Johnson C. & Bishop A.H, 1996;
BernhardK, et.al.,1997; RobertsG. M, 1997; FerréJ.
1999;). B. Bacillus sphaericus ha Sido aislado del sue-
lo, aguas estancadas e insectos muertos (Massie, J.,
1985; Thiery I, Barjac H, 1989; De Barjac H. 1990;
Baumann, P, 1991; Ribeiro Vilarinhos P. et. al.1996;
Smith & Singer S., 2004; Clare M. et. a. 2007; Park,
C. M. 2007)

Bacillus sphaericus €s una bacteria bacilar Gram +.
Aerdbico con esporas redondas cominmente encontra-
dasen ecosistemasacuaticosy ensuelo. Sehan encon-
trado cepas téxicas a mosquitos en muchas partes del
mundo, lacepaB. sph SSI1-1enlalndia, B. sph. 1593 de
Indonesia; 2362 deNigeria, 2297 de Sri Lankay |AB59
deGhana(Baumann, P et.al. 1991).

Masde 380 cepasdeB. sphaericus quesontoxicosalar-
vas de mosquitosde Culex, Aedes 'y Anopheles, forman
parte delacoleccién delaWHO 'y del Centro de Baci-
[lus entomopatdgenos del Instituto Pasteur, Paris-
Francia. (Baumann, P.1991; Clare, M. 2007).

L a descripcion de colonias, morfol ogiamicroscopicay
cristales enmascarados reportados en €l presente traba-
jo, concuerda con las observaciones de Attathom T. et.
al 1995; Rampersad J; & AmmonsD. 2005; Chatterjee,
S. 2007.

L os bioensayos preliminares muestran que la cepa BT-
UNMSM-112 y BT-UNMSM-118 presentaron €l
mayor grado de entomotoxicidad enrelaciénalascepas
referenciales de Bacillus thuringiensis var. Israelensis
NRRL-HD 968y B. sphaericus NRRL 23268.

L os resultados de mortalidad se sometieron aun andli-
sis de regresion log-Probit método de méaxima verosi-
militud para establecer la linea dosismortalidad y las
diferentesCL.

LascepasnativasdeB. thuringiensis BT-UNMSM 118,
BT-112, mostraronunamayor actividadlarvicidafrente
adnn. pseudopunctipennis comparado conlaceparefe-
rencia y nativasde B. sphaericus, que mostraron mejor
actividad entomocidafrente alarvas de Culex spp. que
coincide en gran medida con las observaciones de
Rodriguez | B; et. a (1998), Rojas, J. E; et.al, 2001 y
Mulligan 1980).
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