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RESUMEN

Se aislaron 18 cepas nativas de Bacillus thuringiensis y 3 cepas de Bacillus sphaericus con potencial mosquitocida, de 
175 muestras de aguas estancadas y suelos agrícolas de diferentes partes del país. Las observaciones microscópicas de 
colonias características, mostraron la presencia de cristales parasporales típicos de B thuringiensis. Los bioensayos rea-
lizados mostraron a las cepas BT-UNMSM-112 y BT-UNMSM-118 como las de mayor capacidad entomocida frente a 
los primeros estadios de Anopheles pseudopunctipennis y B. sphaericus - Bs-UNMSM 107 mostró la mayor efectivi-
dad frente a Culex spp.  Se determinó los niveles de susceptibilidad, en el laboratorio, de esta especie a Bacillus thurin-
giensis var. Israelensis y Bacillus sphaericus, encontrándose una CL  de 0.215 y 0.360 ìg /mL y CL 0.236 y 0.428 50 90 

ìg/ mL para B. thuringiensis BT-UNMSM 112 y BT-UNMSM 118 respectivamente y una CL  de 0.87 ìg/mL  y una 50

CL  de 0.95 ìg/mL  para B. sphaericus Bs-UNMSM 107 frente a An. pseudopunctipennis. Para Culex spp se encontró 90

una CL  de 0.562 y 0.920 ìg /mL y CL 2.52 y 3.20 ìg/ mL para B. thuringiensis BT-UNMSM 112 y BT-UNMSM 118 50 90 

respectivamente y una CL  de 0.34 ìg/mL  y una CL  de 0.44 ìg/mL  con B. sphaericus Bs-UNMSM-107.50 90

Palabras claves: B. thuringiensis, B. sphaericus–Aislamiento y toxicidad para mosquitos

SUMMARY

It was isolated 18 strains of Bacillus thuringiensis and 3 strains of B. sphaericus with entomocidal properties from175 
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-
UNMSM-118 as the most promisorious as biolarvicides against 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 mosquitoes 
against Bacillus thuringiensis var. Israelensis and Bacillus sphaericus. It was found a LC  de 0.215 and 0.360  ì g/mL 50

and LC 0.236 and 0.428 ì g/mL  para B. thuringiensis BT-UNMSM 112 y BT-UNMSM 118 respectively and a LC  of 90 50

0.87 ì g/mL and a LC  of 0.95 ì g/mL to B. sphaericus Bs-UNMSM 107 against An. pseudopunctipennis. It was found 90

a LC  of 0.562 and 0.920 ìg /mL and a LC 2.2 and 3.20 ì g/mL against Culex spp to B. thuringiensis BT-UNMSM 112 50 90 

and BT-UNMSM 118 respectively and a LC of 0.34 ì g/mL and a LC of 0.44 ì g/mL with B. sphaericus Bs-UNMSM-50 90 

107.

Key words: B. thuringiensis, B. sphaericus isolation & Mosquitocidal Toxicity

Doris Huerta C.
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INTRODUCCIÓN para una posterior identificación (Chilcott & Wigley 
1993).

Los mosquitos anofelinos y culicidos son vectores de 
muchas enfermedades metaxénicas: Malaria, Dengue, Identificación de Bacillus thuringiensis y B. 

sphaericusFiebre amarilla, entre otros, los cuales han sido contro-
La identificación preliminar de las cepas aisladas se lados con insecticidas químicos con un éxito inicial en 
efectuó por observación en microscopia de contraste de su control, sin embargo, los insectos han desarrollado 
fases a 1000X que permitió confirmar la presencia de resistencia a los insecticidas sintéticos generando 

muchos problemas ambientales, destruyendo insectos cristales parasporales (∂-endotoxina) típicos de B. thu-
dañinos y benéficos, contaminando el medio ambiente ringiensis. La confirmación de B. thuringiensis y B. 
y produciendo riesgos de salud para los consumidores. sphaericus, se realizó acuerdo a las características 
Igualmente el alto costo de los insecticidas sintéticos, microscópicas culturales y pruebas bioquímicas dife-
limita su adecuada aplicación en países pobres y subde- renciales, de acuerdo al Manual Bergey de Bacteriolo-
sarrollados. Para contrarrestar el efecto de los plaguici- gía Determinativa (Holt JG ,1984)
das químicos es necesario contar con otras alternativas, 
una de las cuales es el control biológico. Tinción del cuerpo paraesporal.

Se preparó un frotis delgado sobre un lamina portaobje-
Bacillus thuringiensis es considerado como el principal to, secándolo a temperatura ambiente y luego, expo-
agente promisorio de control biológico de Dípteros, niéndolo suavemente a la llama del mechero. El mate-
Lepidópteros y Coleópteros; presenta algunas ventajas rial fijado se cubrió con una solución de azul de Coo-
en relación a los agentes de control químico, es un pató- massie R-250 al 0,25% en 50% de etanol y 7% de ácido 
geno de invertebrados versátil en su acción, capaz de acético durante 10 min. Se lavó el exceso de colorante 
infectar protozoos, nematodos, ácaros e insectos que con agua. Los cuerpos parasporales se observaron al 
son plagas fitopatógenas o peligrosas a la salud humana microscopio óptico Axiostar Seitz) con 1000X. (Chil-
y/o animal (De Barjac H, 1978). cott & Wigley 1993 y Smirnoff W.A. 1962).

Producción del complejo espora-cristal.- La reemergencia de enfermedades metaxénicas en el 
La producción del complejo espora-cristal, se efectuó e Perú, demanda de pesticidas más seguros, siendo los 
acuerdo a la metodología propuesta por Dulmage, 1970 biopesticidas a base de B thuringiensis; B. sphaericus 
y Fast P. G, 1972. los más usados en el control efectivo de vectores de 

enfermedades metaxénicas. 
Se utilizaron 18 cepas nativas de B. thuringiensis, 3 de 
B. sphaericus, 2 cepas referenciales de B. thuringiensis El objetivo del presente estudio es aislar y identificar 
var. Israelensis NRRL HD-968 y una de B. sphaericus cepas de B. thuringiensis y B. sphaericus nativos de inte-
B-23268. Las cepas se cultivaron en caldo de leche pep-rés en Salud Pública de criaderos de mosquitos y suelos 
tonizada: leche peptonizada 10 g, dextrosa 10 g, extrac-agrícolas y evaluar su potencial entomotóxico frente a 
to de levadura 2 g, MgSO  .7H O 0.3g, FeSO  .7H O 20 Anofelinos y culicidos. 4 2 4 2

mg,  ZnSO  .7H O 20 mg, MnSO  20 mg, 1 litro de  4 2 4

MATERIAL Y MÉTODOS agua, pH 7.2-7.5) a 28ºC y con una agitación de 300 
rpm, por 72 hrs. hasta alcanzar la  liberación de cristales 

Aislamiento de Bacillus thuringiensis y Bacillus y esporas. 
sphaericus 
Se colectaron 175 muestras de muestras de suelo y La suspensión se lavo 3 veces por centrifugación con 

NaCl 1.5 M a fin de disminuir la actividad proteolítica aguas estancadas extraídas desde diferentes ecosiste-
de los extractos celulares y evitar la posible degrada-mas del Perú en bolsas de polietileno de primer uso y 
ción de las proteínas cristaliferas. Posteriormente, el frascos “SCHOT DURAN” de 500 mL. Las muestras 
complejo espora-cristal se centrifugó a 10,000 rpm por fueron procesadas de acuerdo a Martin & Travers, 

o 10 minutos, el precipitado fue congelado y liofilizado.1989, e incubadas a 30 C por 18-24 hrs. Para el aisla-
miento de colonias sospechosas, se sembraron por dise-

Perfil proteico de cristales parasporales  minación alícuotas de 0.1 mL en placas con Agar Nutri-
El análisis de proteínas de los cristales parasporales fue cio y placas con agar L.B (Luria Bertani) (10 g triptona, 
realizado por electroforesis en gel de Poliacrilamida- 5 g extracto levadura, 10 g NaCl, por litro) y en Agar 
Dodecil sulfato de sodio de acuerdo al método de selectivo para B. sphaericus (Massie, J. et. al., 1985). Se 
Schagger & Von Jagow, 1987. Se utilizó una concentra-incubaron a 30ºC, por 24-48 hrs. Se seleccionaron colo-
ción de acrilamida de 4 y 10% para la preparación de los nias sospechosas aplanadas, blanco mate, de bordes irre-
geles de concentración y separación. Las muestras, se gulares, característicos de Bacillus spp. Las cuales fue-
prepararon a partir de muestras liofilizadas del comple-ron sub-cultivados en Agar nutricio y Agar PEMBA 
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jo espora-cristal de las cepas Standard y cepas seleccio- BT-UNMSM-116, BT-UNMSM-117 BT-UNMSM- 
nadas. Se preparó una suspensión de 0.5 mg/mL. De 118, BT-UNMSM-119 BT-UNMSM-120, BT-
esta suspensión se tomó una muestra que se mezcló UNMSM- 121, Bacillus sphaericus  Bs-UNMSM-104, 
(1:1) con buffer de carga 2X (Tris-HCl 25 nM, pH 6.8, Bs-UNMSM- 107, Bs-UNMSM-108, cepas referencia-
â-Mercaptoetanol 1.28 M, Azul de Bromofenol 2.89 M, les  de B. thuringiensis  var. Israelensis NRRL HD 968 
SDS 0.138 M, Glicerol 2.17 M. y Bacillus sphaericus B- 23268.

Posteriormente las muestras fueron calentadas por 10 Para determinar las Concentraciones Letales (CL  y 50

minutos para desnaturalizar las proteínas, se centrifugo CL , se realizaron diluciones del producto según las 90

a 12,000 RPM/min. para precipitar las esporas.  De normas para bioensayos estipuladas por el Instituto Pas-
estas muestras se utilizó de 1-2 ìg para ser cargadas en teur, con la finalidad de obtener 6 concentraciones de la 
el gel, como marcador de P.M y control + se utilizó una formulación. Estas diluciones se realizaron utilizando 
muestra de la cepa B. th. HD-1, la cual contiene proteí- una pipeta graduada en ìL, partiendo inicialmente con 
nas con propiedades insecticidas de P.M: 65 y 130 KDa 100 mL del producto puro conteniendo 1000 p.p.m, de 
(Bravo 1994). allí mediante diluciones seriadas se obtuvieron las con-

centraciones evaluadas: 0,1 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2.5 
La electrofóresis se realizó utilizando un potencial de ppm, 5 ppm, 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm. Se realizaron 3 
50 V durante 30 min. Y posteriormente a 100 V por 1 réplicas por cada concentración y un control. En reci-
hora y 30 minutos, usando una solución Buffer de corri- pientes de vidrio estéril de 120 mL de capacidad, se agre-
da a base de Tris-glicina 0.38 M SDS 0.1%, pH 8.8. Fina- gó 80 mL de agua declorinada a pH = 7,2 y un total de 25 
lizada la electrofóresis, los geles se tiñeron con Azul Bri- larvas de III y IV estadio de An. pseudopunctipennis y 
llante de Coomasie R al 0.1% en sol. de Etanol  al 45%, Culex spp, distribuidas en 20 mL de agua en iguales con-
Acido acético 9%, con un tiempo de tinción de 30 minu- diciones, con un volumen final de solución de 100 mL  
tos. por cada réplica. 

Posteriormente los geles se destiñeron con Etanol al 5% Los controles se prepararon en iguales condiciones solo 
y Acido acético al 7.5 %. Los geles se secaron para su que no contenía los biolarvicidas. La mortalidad fue 
preservación colocándose entre pliegues de papel celo- observada a las 48 y 72 horas de exposición, corregida 

o fan a una temperatura de 37 C por 24 hrs. por la fórmula de Abbot si esta excedía del 5% en el con-
trol. Los porcentajes de mortalidad obtenidos fueron 

Crianza de Insectos blanco. sometidos a análisis estadístico, utilizando el paquete 
Para la obtención de larvas de Annopheles pseudopunc- estadístico del programa Probit. (Finey D.J ,1981).
tipennis, se realizaron capturas nocturnas de mosquitos 
con cebo humano, siguiendo la metodología recomen- RESULTADOS
dada por la OMS para captura de anofelinos.  Se reali-
zaron un total de 25 capturas en la localidad de San Juan Las tablas Nº 1 y 2, muestran la frecuencia y distribu-
Bautista-Loreto. (Rubio-Palis Y, 1992). Después de su ción de 18 cepas de B. thuringiensis var. Israelensis y 3 
captura fueron llevados al laboratorio, las especies fue- Cepas de B. sphaericus aisladas de diversas regiones 
ron identificadas según las claves de identificación (Co- geográficas del Perú, puede observarse que se aislaron 4 
va-García y Sutil, 1975) Posteriormente fueron separa- cepas de la región Arequipa (1.56%); 3 cepas de las 
dos en forma individual en vasos de cartón parafinados regiones Lambayeque y Lima cada uno (1.17 %); 2 
con un algodón con azúcar al 10% para su alimentación. cepas de las regiones Ancash, Loreto, Junín y Madre de 
En el fondo del vaso se colocó un papel filtro humedeci- Dios cada uno (0.78%); 1 de las regiones Cuzco, Uca-
do como superficie para la postura. Los huevos obteni- yali, Cajamarca, cada uno (0.39%).
dos se colocaron en bandejas plásticas de 50 y 100 mL 
de capacidad. Las larvas se mantuvieron bajo condicio- Los recuentos de B. thuringiensis viables fueron regis-
nes de insectario a 30ºC.  Para evaluar la efectividad de tradas después de la selección con acetato. Estas fueron 

6 7 las cepas de B. thuringiensis patotipo IV y Bacillus abundantes (2.4x10 UFC/g -1.8 X 10 UFC/g) en suelos 
sphaericus se utilizaron larvas de An. pseudopunctipen- húmicos. Se seleccionaron un total de 18 cepas de Baci-
nis I, II, III y IV estadios. llus thuringiensis y 3 de B. sphaericus de acuerdo a la 
  morfología de colonias (Tabla Nº3) y morfología 
Bioensayos. microscópica (Tabla Nº5).
Los bioensayos preliminares se llevaron a cabo 18 
cepas seleccionadas de B. th. BT-UNMSM-101, BT- De las 18 cepas, 4 correspondían a B. thuringiensis pato-
UNMSM-102, BT-UNMSM-103, BT-UNMSM-105, tipo II caracterizados por la producción de cristales 
BT-UNMSM-106, BT-UNMSM-109, BT-UNMSM- parasporales semi esféricos, cuboides y 14 a B. thurin-
110, BT-UNMSM- 111, BT-UNMSM- 112 BT- giensis patotipo IV con cristales bipiramidales, amorfos 
UNMSM- 113, BT-UNMSM-114, BT-UNMSM- 115, 
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ción de las proteínas cristaliferas. Posteriormente, el frascos “SCHOT DURAN” de 500 mL. Las muestras 
complejo espora-cristal se centrifugó a 10,000 rpm por fueron procesadas de acuerdo a Martin & Travers, 

o 10 minutos, el precipitado fue congelado y liofilizado.1989, e incubadas a 30 C por 18-24 hrs. Para el aisla-
miento de colonias sospechosas, se sembraron por dise-

Perfil proteico de cristales parasporales  minación alícuotas de 0.1 mL en placas con Agar Nutri-
El análisis de proteínas de los cristales parasporales fue cio y placas con agar L.B (Luria Bertani) (10 g triptona, 
realizado por electroforesis en gel de Poliacrilamida- 5 g extracto levadura, 10 g NaCl, por litro) y en Agar 
Dodecil sulfato de sodio de acuerdo al método de selectivo para B. sphaericus (Massie, J. et. al., 1985). Se 
Schagger & Von Jagow, 1987. Se utilizó una concentra-incubaron a 30ºC, por 24-48 hrs. Se seleccionaron colo-
ción de acrilamida de 4 y 10% para la preparación de los nias sospechosas aplanadas, blanco mate, de bordes irre-
geles de concentración y separación. Las muestras, se gulares, característicos de Bacillus spp. Las cuales fue-
prepararon a partir de muestras liofilizadas del comple-ron sub-cultivados en Agar nutricio y Agar PEMBA 
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jo espora-cristal de las cepas Standard y cepas seleccio- BT-UNMSM-116, BT-UNMSM-117 BT-UNMSM- 
nadas. Se preparó una suspensión de 0.5 mg/mL. De 118, BT-UNMSM-119 BT-UNMSM-120, BT-
esta suspensión se tomó una muestra que se mezcló UNMSM- 121, Bacillus sphaericus  Bs-UNMSM-104, 
(1:1) con buffer de carga 2X (Tris-HCl 25 nM, pH 6.8, Bs-UNMSM- 107, Bs-UNMSM-108, cepas referencia-
â-Mercaptoetanol 1.28 M, Azul de Bromofenol 2.89 M, les  de B. thuringiensis  var. Israelensis NRRL HD 968 
SDS 0.138 M, Glicerol 2.17 M. y Bacillus sphaericus B- 23268.

Posteriormente las muestras fueron calentadas por 10 Para determinar las Concentraciones Letales (CL  y 50

minutos para desnaturalizar las proteínas, se centrifugo CL , se realizaron diluciones del producto según las 90

a 12,000 RPM/min. para precipitar las esporas.  De normas para bioensayos estipuladas por el Instituto Pas-
estas muestras se utilizó de 1-2 ìg para ser cargadas en teur, con la finalidad de obtener 6 concentraciones de la 
el gel, como marcador de P.M y control + se utilizó una formulación. Estas diluciones se realizaron utilizando 
muestra de la cepa B. th. HD-1, la cual contiene proteí- una pipeta graduada en ìL, partiendo inicialmente con 
nas con propiedades insecticidas de P.M: 65 y 130 KDa 100 mL del producto puro conteniendo 1000 p.p.m, de 
(Bravo 1994). allí mediante diluciones seriadas se obtuvieron las con-

centraciones evaluadas: 0,1 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2.5 
La electrofóresis se realizó utilizando un potencial de ppm, 5 ppm, 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm. Se realizaron 3 
50 V durante 30 min. Y posteriormente a 100 V por 1 réplicas por cada concentración y un control. En reci-
hora y 30 minutos, usando una solución Buffer de corri- pientes de vidrio estéril de 120 mL de capacidad, se agre-
da a base de Tris-glicina 0.38 M SDS 0.1%, pH 8.8. Fina- gó 80 mL de agua declorinada a pH = 7,2 y un total de 25 
lizada la electrofóresis, los geles se tiñeron con Azul Bri- larvas de III y IV estadio de An. pseudopunctipennis y 
llante de Coomasie R al 0.1% en sol. de Etanol  al 45%, Culex spp, distribuidas en 20 mL de agua en iguales con-
Acido acético 9%, con un tiempo de tinción de 30 minu- diciones, con un volumen final de solución de 100 mL  
tos. por cada réplica. 

Posteriormente los geles se destiñeron con Etanol al 5% Los controles se prepararon en iguales condiciones solo 
y Acido acético al 7.5 %. Los geles se secaron para su que no contenía los biolarvicidas. La mortalidad fue 
preservación colocándose entre pliegues de papel celo- observada a las 48 y 72 horas de exposición, corregida 

o fan a una temperatura de 37 C por 24 hrs. por la fórmula de Abbot si esta excedía del 5% en el con-
trol. Los porcentajes de mortalidad obtenidos fueron 

Crianza de Insectos blanco. sometidos a análisis estadístico, utilizando el paquete 
Para la obtención de larvas de Annopheles pseudopunc- estadístico del programa Probit. (Finey D.J ,1981).
tipennis, se realizaron capturas nocturnas de mosquitos 
con cebo humano, siguiendo la metodología recomen- RESULTADOS
dada por la OMS para captura de anofelinos.  Se reali-
zaron un total de 25 capturas en la localidad de San Juan Las tablas Nº 1 y 2, muestran la frecuencia y distribu-
Bautista-Loreto. (Rubio-Palis Y, 1992). Después de su ción de 18 cepas de B. thuringiensis var. Israelensis y 3 
captura fueron llevados al laboratorio, las especies fue- Cepas de B. sphaericus aisladas de diversas regiones 
ron identificadas según las claves de identificación (Co- geográficas del Perú, puede observarse que se aislaron 4 
va-García y Sutil, 1975) Posteriormente fueron separa- cepas de la región Arequipa (1.56%); 3 cepas de las 
dos en forma individual en vasos de cartón parafinados regiones Lambayeque y Lima cada uno (1.17 %); 2 
con un algodón con azúcar al 10% para su alimentación. cepas de las regiones Ancash, Loreto, Junín y Madre de 
En el fondo del vaso se colocó un papel filtro humedeci- Dios cada uno (0.78%); 1 de las regiones Cuzco, Uca-
do como superficie para la postura. Los huevos obteni- yali, Cajamarca, cada uno (0.39%).
dos se colocaron en bandejas plásticas de 50 y 100 mL 
de capacidad. Las larvas se mantuvieron bajo condicio- Los recuentos de B. thuringiensis viables fueron regis-
nes de insectario a 30ºC.  Para evaluar la efectividad de tradas después de la selección con acetato. Estas fueron 

6 7 las cepas de B. thuringiensis patotipo IV y Bacillus abundantes (2.4x10 UFC/g -1.8 X 10 UFC/g) en suelos 
sphaericus se utilizaron larvas de An. pseudopunctipen- húmicos. Se seleccionaron un total de 18 cepas de Baci-
nis I, II, III y IV estadios. llus thuringiensis y 3 de B. sphaericus de acuerdo a la 
  morfología de colonias (Tabla Nº3) y morfología 
Bioensayos. microscópica (Tabla Nº5).
Los bioensayos preliminares se llevaron a cabo 18 
cepas seleccionadas de B. th. BT-UNMSM-101, BT- De las 18 cepas, 4 correspondían a B. thuringiensis pato-
UNMSM-102, BT-UNMSM-103, BT-UNMSM-105, tipo II caracterizados por la producción de cristales 
BT-UNMSM-106, BT-UNMSM-109, BT-UNMSM- parasporales semi esféricos, cuboides y 14 a B. thurin-
110, BT-UNMSM- 111, BT-UNMSM- 112 BT- giensis patotipo IV con cristales bipiramidales, amorfos 
UNMSM- 113, BT-UNMSM-114, BT-UNMSM- 115, 
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y semiesféricos. Las 3 cepas de B. sphaericus presenta- en su mayoría a  formas circulares de  6-8 mm  de diá-
ron esporas centrales y ovoides, cuerpos parasporales metro, aplanadas, opacas y de color  blanco mate, bor-
amorfos. des ondulados o rizoides.; morfológicamente corres-

pondían a bacilos rectos, de extremos redondos o 
Las características morfológicas de colonias en Agar romos, Gram positivos, con esporas ovales subcentra-
nutricio de las cepas de B. thuringiensis aisladas se les o terminales (Fig.2 y 3 Tabla Nº5).
muestran en la Fig. 1, 1 A , tabla Nº 4, Correspondiendo 

TABLA 1. FRECUENCIA y DISTRIBUCION DE CEPAS NATIVAS de 
Bacillus thuringiensis y B. sphaericus CON POTENCIAL MOSQUITOCIDA

Estación de 
muestreo 

Nº 
Muestras 

Nº Bacillus 

Sp  aislados 

Nº 

B. th.          UFC/g 

aislados 

Nº 

B.sph.           UFC/g 

aislados 

% de Bt 

y B. sph/ 
 total  de  

Bacillus
 

ANCASH
 

Huaraz
 

Yungay
 

Carhuaz
 

 

10
 

10
 

10
 

 

10
 

10
 

10
 

 

1
 

-
 

1
 

 

3.6 X106
 

-
 

5.2 X106

 

 

-
 

-
 

-
 

 

-
 

-
 

-
 

 

0.39
 

-
 

0.39
 

LAMBAYEQUE: 
 

Chiclayo
 

Lambayeque

 

 

10
 

10

 

 

12
 

10

 

 

1
 

1

 

 

3.1 X107

 

1.2 X107

 

 

1
 

-

 

 

3.6X107

 

-

 

 

0.78
 

0.39

 

LORETO:

 

Maynas

 
 

10

 
 

24

 
 

1

 
 

8.6X107

 
 

1

 
 

1.8X107

 
 

0.78

 

UCAYALI

 

10

 

20

   

1

 

2.3X107

 

0.39

 

CUSCO: 

 

Urubamba

 
 

11

 
 

20

 
 

1

 
 

2.5 X106

 
 

-

 
 

-

 
 

0.39

 

CAJAMARCA:

 

9

 

16

 

1

 

3.5 X106

 

-

 

-

 

0.39

 

LIMA:

 

Huaral

 

Canta

 

Cañete

 

Huarochiri

 

 

10

 

10

 

6

 

10

 

 

20

 

24

 

12

 

10

 

 

1

 

1

 

1

 

-

 

 

3.8 X107

 

7.2 X106

 

6.8 X106

 

-

 

 

-

 

-

 

-

 

-

 

 

-

 

-

 

-

 

-

 

 

0.39

 

0.39

 

0.39

 

-

 

JUNIN: 

 

Huancayo

 

Tarma

 

Chanchamayo

 

 

8

 

6

 

5

 

 

10

 

10

 

13

 

 

1

 

-

 

1

 

 

2.6 X106

 

3.2 X106

 

3.2 X107

 

 

-

 

-

 

-

 

 

-

 

-

 

-

 

 

0.39

 

-

 

0.39

 

AREQUIPA:

 

Camana

 

Cailloma

 

La Joya

 

Caravelli

 

 

6

 

6

 

4

 

6

 

 

3

 

4

 

4

 

6

 

 

1

 

1

 

-

 

2

 

 

1.6 X107

 

4.2 X106

 

 

5.6 X106

 

3.2 X106

 

 

-

 

-

 

-

 

-

 

-

 

 

-

 

-

 

-

 

-

 

-

 

 

0.39

 

0.39

 
 

0.39

 

0.39

 

MADRE DE 
DIOS

 

8

 

8

 

1

 

1

 

2.8 X107

 

1.2X107

 
 

-

 
 

-

 
 

0.78

 

Totales

 

175

 

256

 

18

  

3

 

1.17

 

7.03
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Fig.1 COLONIA DE B. sphaericus EN A. 
NUTRICIO

Fig. 1A.  COLONIAS DE B. thuringiensis EN A.N.-
LECITINA

Fig.2 B. th. COLORACIÓN GIEMSA Fig.3 B. th. COLORACIÓN GRAM

Fig. 4 B. th. SOBRE AGAR PEMBA Fig. 5 MICROFOTOGRAFIA DE B. thuringiensis 
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y semiesféricos. Las 3 cepas de B. sphaericus presenta- en su mayoría a  formas circulares de  6-8 mm  de diá-
ron esporas centrales y ovoides, cuerpos parasporales metro, aplanadas, opacas y de color  blanco mate, bor-
amorfos. des ondulados o rizoides.; morfológicamente corres-

pondían a bacilos rectos, de extremos redondos o 
Las características morfológicas de colonias en Agar romos, Gram positivos, con esporas ovales subcentra-
nutricio de las cepas de B. thuringiensis aisladas se les o terminales (Fig.2 y 3 Tabla Nº5).
muestran en la Fig. 1, 1 A , tabla Nº 4, Correspondiendo 

TABLA 1. FRECUENCIA y DISTRIBUCION DE CEPAS NATIVAS de 
Bacillus thuringiensis y B. sphaericus CON POTENCIAL MOSQUITOCIDA

Estación de 
muestreo 

Nº 
Muestras 

Nº Bacillus 

Sp  aislados 

Nº 

B. th.          UFC/g 

aislados 

Nº 

B.sph.           UFC/g 

aislados 

% de Bt 

y B. sph/ 
 total  de  

Bacillus
 

ANCASH
 

Huaraz
 

Yungay
 

Carhuaz
 

 

10
 

10
 

10
 

 

10
 

10
 

10
 

 

1
 

-
 

1
 

 

3.6 X106
 

-
 

5.2 X106

 

 

-
 

-
 

-
 

 

-
 

-
 

-
 

 

0.39
 

-
 

0.39
 

LAMBAYEQUE: 
 

Chiclayo
 

Lambayeque

 

 

10
 

10

 

 

12
 

10

 

 

1
 

1

 

 

3.1 X107

 

1.2 X107

 

 

1
 

-

 

 

3.6X107

 

-

 

 

0.78
 

0.39

 

LORETO:

 

Maynas

 
 

10

 
 

24

 
 

1

 
 

8.6X107

 
 

1

 
 

1.8X107

 
 

0.78

 

UCAYALI

 

10

 

20

   

1

 

2.3X107

 

0.39

 

CUSCO: 

 

Urubamba

 
 

11

 
 

20

 
 

1

 
 

2.5 X106

 
 

-

 
 

-

 
 

0.39

 

CAJAMARCA:

 

9

 

16

 

1

 

3.5 X106

 

-

 

-

 

0.39

 

LIMA:

 

Huaral

 

Canta

 

Cañete

 

Huarochiri

 

 

10

 

10

 

6

 

10

 

 

20

 

24

 

12

 

10

 

 

1

 

1

 

1

 

-

 

 

3.8 X107

 

7.2 X106

 

6.8 X106

 

-

 

 

-

 

-

 

-

 

-

 

 

-

 

-

 

-

 

-

 

 

0.39

 

0.39

 

0.39

 

-

 

JUNIN: 

 

Huancayo

 

Tarma

 

Chanchamayo

 

 

8

 

6

 

5

 

 

10

 

10

 

13

 

 

1

 

-

 

1

 

 

2.6 X106

 

3.2 X106

 

3.2 X107

 

 

-

 

-

 

-

 

 

-

 

-

 

-

 

 

0.39

 

-

 

0.39

 

AREQUIPA:

 

Camana

 

Cailloma

 

La Joya

 

Caravelli

 

 

6

 

6

 

4

 

6

 

 

3

 

4

 

4

 

6

 

 

1

 

1

 

-

 

2

 

 

1.6 X107

 

4.2 X106

 

 

5.6 X106

 

3.2 X106

 

 

-

 

-

 

-

 

-

 

-

 

 

-

 

-

 

-

 

-

 

-

 

 

0.39

 

0.39

 
 

0.39

 

0.39

 

MADRE DE 
DIOS

 

8

 

8

 

1

 

1

 

2.8 X107

 

1.2X107

 
 

-

 
 

-

 
 

0.78

 

Totales

 

175

 

256

 

18

  

3

 

1.17

 

7.03
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TABLA Nº2. DISTRIBUCIÓN DE CEPAS NATIVAS DE Bacillus thuringiensis y B. sphaericus POR 
REGIÓN GEOGRÁFICA DE MUESTREO

 

Estación de 
 Muestreo 

Clave B. 

thuringiensis 
B.  

sphaericus 
Total Bacillus sp 

ANCASH:  

Huaraz 

Carhuaz 

 

BT-UNMSM 

BT-UNMSM 

 

101 

102 

  

10 

10 

LAMBAYEQUE:
 

Chiclayo
 

Lambayeque
 

 

BT-UNMSM
 

BT-UNMSM
 

 

103
 

105
 

 

Bs-UNMSM-104
 

 

12
 

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

 

Canta

 

Cañete

 

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

 

111

 

112

 

113

 

  

20

 

24

 

12

 

JUNIN: 

 

Huancayo

 

Chanchamayo

 

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

 

114

 

115

 

  

10

 

13

 

AREQUIPA:

 

Camaná

 

Cailloma

 

Caraveli

 

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

 

116

 

117

 

118 Y 119

 

  

3

 

4

 

4

 

MADRE DE DIOS

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

120

 

121

 
 

8

 

TOTALES

  

18

 

3

 

256

 

TABLA 3. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE COLONIAS DE B. thuringiensis y Bacillus 
sphaericus AISLADOS DE DIFERENTES ÁREAS GEOGRÁFICAS DEL PERU

TIPO DE COLONIA DE B. thuringiensis  y Bacillus sphaericus  
Cepa Forma Tamaño Elevación Color Borde 

BT-UNMSM-121 Circular 4-7 mm Aplanada Blanco mate Dentada 

BT-UNMSM-102, 105 Circular 4-5 mm Aplanada Blanco mate Ondulada 

BT-UNMSM-109, 114 Circular 4-5 mm Aplanada Blanco mate Dentada 

BT-UNMSM-103,117, 118 Circular 4-7 mm 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 4-5 mm 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
 

5-5 mm
 

Aplanada
 

Blanco mate
 

Ondulada
 

BT-UNMSM-113
 

Circular
 

8 mm
 

Aplanada
 

Blanco mate
 

Entera
 

BS-UNMSM-104, 107, 108
 

Circular
 

5 mm
 

Plana convexa
 

Blanco mate
 

Entera
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TABLA Nº2. DISTRIBUCIÓN DE CEPAS NATIVAS DE Bacillus thuringiensis y B. sphaericus POR 
REGIÓN GEOGRÁFICA DE MUESTREO

 

Estación de 
 Muestreo 

Clave B. 

thuringiensis 
B.  

sphaericus 
Total Bacillus sp 

ANCASH:  

Huaraz 

Carhuaz 

 

BT-UNMSM 

BT-UNMSM 

 

101 

102 

  

10 

10 

LAMBAYEQUE:
 

Chiclayo
 

Lambayeque
 

 

BT-UNMSM
 

BT-UNMSM
 

 

103
 

105
 

 

Bs-UNMSM-104
 

 

12
 

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

 

Canta

 

Cañete

 

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

 

111

 

112

 

113

 

  

20

 

24

 

12

 

JUNIN: 

 

Huancayo

 

Chanchamayo

 

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

 

114

 

115

 

  

10

 

13

 

AREQUIPA:

 

Camaná

 

Cailloma

 

Caraveli

 

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

 

116

 

117

 

118 Y 119

 

  

3

 

4

 

4

 

MADRE DE DIOS

 

BT-UNMSM

 

BT-UNMSM

 

120

 

121

 
 

8

 

TOTALES

  

18

 

3

 

256

 

TABLA 3. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE COLONIAS DE B. thuringiensis y Bacillus 
sphaericus AISLADOS DE DIFERENTES ÁREAS GEOGRÁFICAS DEL PERU

TIPO DE COLONIA DE B. thuringiensis  y Bacillus sphaericus  
Cepa Forma Tamaño Elevación Color Borde 

BT-UNMSM-121 Circular 4-7 mm Aplanada Blanco mate Dentada 

BT-UNMSM-102, 105 Circular 4-5 mm Aplanada Blanco mate Ondulada 

BT-UNMSM-109, 114 Circular 4-5 mm Aplanada Blanco mate Dentada 

BT-UNMSM-103,117, 118 Circular 4-7 mm 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 4-5 mm 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
 

5-5 mm
 

Aplanada
 

Blanco mate
 

Ondulada
 

BT-UNMSM-113
 

Circular
 

8 mm
 

Aplanada
 

Blanco mate
 

Entera
 

BS-UNMSM-104, 107, 108
 

Circular
 

5 mm
 

Plana convexa
 

Blanco mate
 

Entera
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Las características culturales y bioquímicas de las cripciones de Attathom T, Chongrattanameteekul 
cepas de B. thuringiensis, se muestran en las tablas Nº 6 (1995), y de Chatterjee, S. et al. (2007)
y 7. Las características descritas concuerdan con las des-          

TABLA Nº 6. CARACTERÍSTICAS CULTURALES DE Bacillus thuringiensis  y  Bacillus sphaericus

Bacillus thuringiensis  
y B. sphaericus    

A. 
PEMBA 

C.N. 
NaCl 
1% 

C.N. 
NaCl 
5% 

C.N. 
NaCl  

8% 

 
Catalasa 

 
Lecitinasa 

 
Manitol 

 
Glu 

 

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

 

Bs-UNMSM-104, 107, 
108

 

 

+
 

 

+
 

 

+
 

 

-
 

 

+
 

 

+
 

 

-
 

 

+
 

 

TABLA Nº 7. CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS DE CEPAS DE B. thuringiensis  y Bacillus sphaericus  
AISLADOS DE DIFERENTES ÁREAS GEOGRÁFICAS DEL PERÚ.

Características Bioquímicas Cepas de B. th. 
y B. sph. 

Hidrólisis 

Gelatina 
Hidrólisis 

caseína 
Arginina 

 DH 
 

Indol 
 

V-P 
 

RxNO3 

 

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

 +
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

Bs-UNMSM-
 

104, 107, 108
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El perfil de proteínas Cry en SDS-PAGE (Fig. 6) de las tienen componentes proteicos múltiples con pesos mole-
cepas entomotóxicas examinadas fue similar al de la culares de 20 a 140 kDa. Los perfiles proteicos de las 
cepa referencial del serotipo B. thuringiensis var. Israe- cepas que tenían cristales bipiramidales y cuboidales 
lensis. El perfil muestra que las cepas examinadas con- eran idénticos

Fig. 6. PERFIL DE PROTEINAS CRY         ELECTROFORESIS SDS-PAGE

1. B,th HD                    
2. Bt-UNMSM-101
3. Bt-UNMSM-102  
4. Bt-UNMSM-103
5. Bt-UNMSM-105   
6. Bt-UNMSM-106
7. Bt-UNMSM-109
8. Bt-UNMSM-112
9. Bt-UNMSM-113
10. Bt-UNMSM-114 
11. Bt-UNMSM-115
12. Bt-UNMSM-118

B. th. Israelensis HD-968

 

B. sphaericus NRRL-23268

 Estadio

 

Estadio

 

Concentración

 
ppp

 

Nº 
larvas/replica

  I         II      III  IV

 

% 
mortalidad

  

% 
mortalidad

 0.1
 

25
 

4
 

4
 

3
 

4
 

15
 

3
 

2
 

2
 

3
 

10
 0.5

 
25
 

12
 

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
 

21
 

21
 

25
 

91
 1.0

 
25
 

25
 

25
 

25
 

25
 

100
 

25
 

25
 

25
 

25
 

100
 Control

 
25
 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 Tiempo de observación: 72 Hrs.

 
Concentración letal  
CL50                        

0.865                        0.94720 
CL90                0.7245

                                   
0.88020 

 

TABLA Nº 8. DETERMINACIÓN PRELIMINAR DE LA MORTALIDAD DE LARVAS DE Anopheles pseudopunctipennis 
EXPUESTAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE B. thuringiensis Israelensis HD-968 y B. sphaericus NRRL-23268
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Las características culturales y bioquímicas de las cripciones de Attathom T, Chongrattanameteekul 
cepas de B. thuringiensis, se muestran en las tablas Nº 6 (1995), y de Chatterjee, S. et al. (2007)
y 7. Las características descritas concuerdan con las des-          

TABLA Nº 6. CARACTERÍSTICAS CULTURALES DE Bacillus thuringiensis  y  Bacillus sphaericus

Bacillus thuringiensis  
y B. sphaericus    

A. 
PEMBA 

C.N. 
NaCl 
1% 

C.N. 
NaCl 
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NaCl  
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Glu 

 

BT-UNMSM  101, 
102, 105, 106, 109, 

110, 112,
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BT-UNMSM-103, 
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El perfil de proteínas Cry en SDS-PAGE (Fig. 6) de las tienen componentes proteicos múltiples con pesos mole-
cepas entomotóxicas examinadas fue similar al de la culares de 20 a 140 kDa. Los perfiles proteicos de las 
cepa referencial del serotipo B. thuringiensis var. Israe- cepas que tenían cristales bipiramidales y cuboidales 
lensis. El perfil muestra que las cepas examinadas con- eran idénticos
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Los bioensayos preliminares y los específicos se mues- Más de 380 cepas de B. sphaericus que son tóxicos a lar-
tran en la tabla Nº 9, 10 y 11. Los bioensayos prelimina- vas de mosquitos de Culex, Aedes y Anopheles, forman 
res mostraron que la cepa B. thuringiensis BT- parte de la colección de la WHO y del Centro de Baci-
UNMSM 112 tipo israelensis: fue tóxica para Anophe- llus entomopatógenos del Instituto Pasteur, París-
les pseudopunctipennis y la cepa B. sphaericus Bs- Francia. (Baumann, P.1991; Clare, M. 2007).
UNMSM-108  mostró una toxicidad alta para Culex spp 
Los bioensayos realizados mostraron a las cepas BT- La descripción de colonias, morfología microscópica y 
UNMSM-112 y BT-UNMSM-118 como las de mayor cristales enmascarados reportados en el presente traba-
capacidad entomocida frente a los primeros estadios de jo, concuerda con las observaciones de Attathom T. et. 
Anopheles pseudopunctipennis y Bs-UNMSM-107 al 1995; Rampersad J; & Ammons D. 2005; Chatterjee, 
mostró la mayor efectividad frente a Culex spp.  S.  2007.

Se determinó los niveles de susceptibilidad, en el labo- Los bioensayos preliminares muestran que la cepa BT-
ratorio, de esta especie a Bacillus thuringiensis var. UNMSM-112 y BT-UNMSM-118 presentaron el 
Israelensis y Bacillus sphaericus, encontrándose una mayor grado de entomotoxicidad en relación a las cepas 
CL  de 0.245 y 0.360 ìg /mL y CL 0.236 y 0.428 referenciales de Bacillus thuringiensis var. Israelensis 50 90 

NRRL-HD 968 y B. sphaericus   NRRL 23268.ìg/ mL para B. thuringiensis BT-UNMSM 112 y BT-
Los resultados de mortalidad se sometieron a un análi-UNMSM 118 respectivamente y una CL  de 0.87 50

sis de regresión log-Probit método de máxima verosi-ìg/mL  y una CL  de 0.95 ìg/mL  para B. sphaericus Bs-90

militud para establecer la línea dosis-mortalidad y las UNMSM 107 frente a An. pseudopunctipennis. Para 
diferentes CL. Culex spp se encontró una CL  de 0.562-0.920 ìg /mL y 50

CL 2.52-3.20 ìg/mL  para B. thuringiensis BT-90 
Las cepas nativas de B. thuringiensis BT-UNMSM 118, UNMSM-112 y BT-UNMSM-118 respectivamente y 
BT-112, mostraron una mayor actividad larvicida frente una CL  de 0.34 ìg/mL  y una CL  de 0.44 ìg/mL  con 50 90 a Ann. pseudopunctipennis comparado con la cepa refe-

B. sphaericus Bs-UNMSM-107.
rencial y nativas de B. sphaericus, que mostraron mejor 
actividad entomocida frente a larvas de Culex spp. que 
coincide en gran medida con las observaciones de 

DISCUSIÓN
Rodríguez I B; et. al (1998), Rojas, J. E; et.al, 2001 y 
Mulligan 1980).

No se ha reportado previamente en el Perú, ningún tra-
bajo relacionado con el aislamiento y caracterización 
de Bacillus thuringiensis, y Bacillus sphaericus nati-
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vos con potencial mosquitocida, por lo que nuestro tra-
bajo representa la primera contribución de la biodiver-
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sidad de B. thuringiensis en suelos agrícolas naciona-
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