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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo evaluar el efecto del poder residual de tres formulaciones con Bacillus thuringiensis H —
14 var. israelensis sobre el porcentaje de mortalidad en larvas de 4. aegypti. Se prepard tres formulaciones de Bti con harina de maiz
morado, maiz morado - carragenina y carragenina a las concentraciones de 0.5 y 2% de ingrediente activo (i.a.), exponiéndose las
larvas de tercer estadio de 4. aegypti a 0.1g de cada formulacion; la mortalidad de larvas se registr6 mediante observacion directa a
las 48 horas de aplicados los tratamientos. Posteriormente un lote nuevo de 25 larvas de 4. aegypti se introdujo en los contenedores a
los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 dias post aplicacion de las formulaciones. Los resultados muestran que el poder residual se incrementa con
la formulacioén Bti - harina de maiz morado al 2% de i.a. produciendo un LT, hasta los 28 dias post aplicacion, por otro lado la
formulacion Bti — carragenina al 2% de ia, produjo el minimo poder residual que se expresa en un LT, a los 2 dias de aplicado el
tratamiento, por su parte, la formulacion Bti — maiz morado — carragenina logré una LT, hasta los 18 dias post aplicacion. Se
concluye que se logré aumentar el poder residual de Bti al formularlo con harina de maiz morado a 2% i.a.

Palabras clave: Residualidad, Formulaciones, Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis, sanguaza, carragenina.

ABSTRACT

The present research aimed to evaluate the effect of residual power of three formulations with H-14 Bacillus thuringiensis var.
israelensis on the percentage of mortality in larvae of Aedes aegypti. Three formulations of Bti were prepared with purple corn flour,
purple corn - carrageenan and carrageenan at concentrations of 0.5 and 2% active ingredient (ai), exposing the third stage larvae of A.
aegypti to 0.1g from each formulation; larvae mortality was recorded by direct observation within 48 hours of applying the
treatments. Subsequently a new batch of 25 A. aegypti larvae was introduced into the containers at 10, 20, 30, 40, 50 and 60 days
after applying the formulations. The results show that the residual power is increased with Bti formulation - purple corn flour to 2%
a.i., producing LT, until 28 post application days. The formulation Bti 2% carrageenin ai, on the other hand, produced the minimum
residual power which is expressed in LT, at 2 days after applying the treatment. On its part, the formulation Bti - purple corn -
carrageenan achieved LT, until 18 post application days. It is concluded that it was possible to increase the residual power of Bti at
formulating purple corn flour to 2% ai.
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INTRODUCCION

El “dengue” es una de las arbovirosis mas
frecuentes que afecta al hombre; constituyéndose
en un severo problema de salud publica en el
mundo, especialmente en los paises donde las
condiciones ambientales favorecen la proliferacion
del vector Aedes aegypti Linnaeus (Diptera:
Culicidae). El Perti constituye una de las areas
geograficas con mayor indice aédico juntamente
con otros paises tropicales, por ello en nuestro pais
se realiza el control del vector mediante el uso del
larvicida Temephos (Abate), un organofosforado
y cipermetrinas para adultos del vector, estos
han dado buenos resultados hasta el momento, sin
embargo en otros paises se han informado casos de
resistencia, ademas, el uso indiscriminado de éstos
afectan al ecosistema debido a su falta de
selectividad, causando dafio a otras formas de
vida; por ello, actualmente, se estd utilizando

como Bacillus
1,2,3,4,5,6,78.

controladores biologicos
thuringiensis H-14 var. israelensis
La accion toxica de Bti se debe a la presencia de
inclusiones citoplasmaticas (cristales parasporales)

en la célula bacteriana, que al esporular los libera.

Los cristales estan formados por la glicoproteina ©
- endotoxina, con una sub unidad toxica de forma
bipiramidal (agregados de una proteina grande 130
- 140 Kda) que es una protoxina insoluble en
condiciones normales y solo se activa cuando es
ingerida por insectos que tienen en sus células
epiteliales del intestino medio receptores
especificos para ligarla. La protoxina se solubiliza
en el ambiente alcalino y reductor de la larva
hospedera y bajo la accion de las proteasas, se
transforma en su forma activa de 60 Kda, atraviesa
la membrana peritréfica y se une a la caderina,
iniciando una cascada de sefializacion dependiente
del ion magnesio, aumenta el numero de
receptores, lo que recluta mayor numero de
toxinas.

El tejido intestinal de la larva del vector A. aegypti
resulta daflado gravemente, producto de la
deshidratacion en el insecto, esto impide la
asimilacion y retencion de compuestos vitales para
la larva y finalmente muere. La gran actividad y

especificidad de Bti sobre las larvas de 4. aegypti,
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su velocidad de accidon, aunado a su ausencia de
efectos sobre otros organismos no blanco, propicié
su rapido desarrollo comercial a partir de su
descubrimiento, de manera que, a la par que se
estudios  de
caracterizacion, se realizaban pruebas de toxicidad

efectuaban clasificacion 'y

tanto en laboratorio como en campo frente al
vector A. aegypti 1151617

Las primeras formulaciones experimentales de Bti
para su comercializacion se hicieron a base de
polvos primarios, elaborados por los laboratorios
Roger Bellon en Paris- Francia, con los cuales se
obtuvo control de larvas de simulidos vectores de
la Oncocercosis en Africa. Posteriormente se
desarrollaron formulaciones con sustratos como
atrayentes alimenticios y otros que poseen
propiedades de adherencia, para esto probaron
mezclas de diversas sustancias, tales como
granulos de talco, formulados con azucar y polvo
de polipropileno (29.8% de ingrediente activo),
aceite de maiz, lecitina de soya, alginato y harina
de maiz que result6 ser un buen fagoestimulante,
posteriormente se elaboraron formulados con
polietileno de baja densidad, adicionando extracto
de levadura como fagoestimulante y se obtuvo una
alta efectividad en larvas de 4. aegypti hasta por
37 dias en agua con cieno, con una concentracion
de 0.4ppm en condiciones de laboratorio y campo
simulado. Tambien se realizaron experimentos
con el empleo de formulaciones WDG de Bti y
polvos técnicos, (formulados de esporas y cristales
de Bti), entre los resultados encontrados tenemos
que los valores de CL, fue de 0.30 mg/l y 0.59
mg/l para polvos técnicos y WDG de Bti
respectivamente "

Diversos investigadores en Estados Unidos, han
desarrollado formulados en matrices de almidon,
incorporando  diversos  cromdforos  como
protectores de luz UV, debido a que la toxina de
Bti al igual que todas las serovariedades de Bt se
destruyen por la luz ultravioleta del sol, entre estos
cromoforos que utilizaron esta el rojo de congo y
el verde de malaquita. También se investigod al
pigmento melanina producido por Streptomyces
lividans 66, en la proteccion de la actividad

larvicida de Bti, al exponer la toxina a dosis de
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radiacién ultravioleta de 1.34 x 10° J/ m’, a la
longitud de onda de 253nm., determinaron que la
actividad toxica de Bti fue casi completamente
protegida de la radiacion UV a la dosis de 0.8 a

3.4 ug/ml. de melanina *"**

Las caracteristicas de una formulaciéon de Bti
deben ser: lenta liberacion, mayor efectividad del
ingrediente activo, extendiendo asi su vida
residual; atrayentes que aseguren la ingestion del
producto por la larva, facilidad de manejo y
almacenamiento. La actividad residual de Bti
contra larvas de A. aegypti es una desventaja por la
cual no ha podido sustituir a los insecticidas
quimicos, siendo la maxima residualidad
encontrada en los tltimos trabajos de hasta 37 dias
de actividad toxica bajo sombra. En Brasil se han
utilizado  diferentes formulaciones de Bti
(VATIBEC) en los distritos de Parque Flora, Ponto
Chico, Figueiras y en el Estado de Rio de Janeiro,
El wuso del

biolarvicida aunado a una activa participacion

obteniéndose buenos resultados.

comunitaria demostré una estrategia adecuada en
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el programa de control de 4. aegypti, por ello la
Organizacion Mundial de la Salud recomienda
seguir con el desarrollo de investigaciones que
abaraten los costos de produccion y proporcionen
mayor efectividad a Bti'****

Los insecticidas bioldgicos solucionan el problema
con los vectores de enfermedades, sin embargo en
el Peri su difusion y aplicacion no ha sido
completa debido a los elevados costos y a la falta
de investigaciones que estandaricen un medio de
cultivo para su produccion y formulaciéon con
materiales alternativos y componentes que
produzca la propia localidad, disminuyendo asi
los costos de produccion y formulacion,
cumpliéndose con los requisitos de un formulado
eficaz sobre las larvas de 4. aegypti vector del
dengue; por ello en el presente trabajo se evalu6 el
efecto del poder residual de Bacillus thuringiensis
H — 14 var. israelensis cultivada en “sanguaza” y
formulada con harina de “maiz morado”, ‘“maiz
morado - carragenina” y carragenina sobre el

porcentaje de mortalidad larval de 4. aegypti.

MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO:

1.1. Cepa de Bacillus thuringiensis H-14

var. israelensis (Bti).

La cepa de Bacillus thuringiensis H-14 var.
israelensis (Bti) se obtuvo de la Universidad
Cayetano Heredia y pertenece al lote N° 91509 del
Instituto Pasteur de Paris — Francia.

1.2. Cepa de Aedes aegypti.
Los especimenes de Aedes aegypti se obtuvo en el
distrito de Laredo, colectando huevos de los
cilindros y depositos con agua.

13. Zea mays “maiz morado” y

Chondrocanthus chamisoi
“cochayuyo”.
Zea mays ‘“maiz morado” y Chondrocanthus

chamisoi “cochayuyo” se obtuvieron en el
mercado Palermo de la ciudad de Trujillo.
2. METODO:
2.1. Desarrollo del ciclo biologico de Aedes
aegypti para obtener larvas de tercer

estadio.
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El ciclo biologico de A. aegypti se
inicié colocando dos cintas de papel
filtro

depdsitos con agua de cafio previamente

con huevos del vector en

declorada, las larvas fueron
alimentadas desde el primer estadio con
conejina  triturada, se  observo
diariamente hasta la evolucion de las
larvas pues al formarse el pupario (9
dias aproximadamente ), estas se
colocaron en una jaula forrada con tela
de “organza” hasta la emergencia de
hembras (hematdéfagas), siendo éstas
Mus

musculus, (procedimiento que se repitid

alimentadas con sangre de
cada diez dias); los adultos machos
(fitéfagos) se alimentaron con glucosa
al 10 %. Posteriormente se acondicion6
un vaso descartable con agua, dentro
del cual se colocd papel filtro adherido

a las paredes, sobre éste las hembras
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realizaron la ovoposicion
(aproximadamente 100 huevos

hembra)*

2.2. Cultivo de Bacillus thuringiensis SH-
14 var. israelensis en agar TPH.
Primero se reactivd la cepa de Bti en
caldo TPH (Triptosa fosfato)
posteriormente se tomé una asada y se
realizd la siembra en placa (con agar

TPH), luego estas placas se incubaron

a 30°C por 48 horas"™

2.3. Produccion de Bacillus thuringiensis
SH-14 var. israelensis en “sanguaza”.
2.3.1. Acondicionamiento de

biorreactores.

Se acondicionaron tres biorreactores
aireados de tanque cilindro aireado y
agitado (TCAA), cada uno de dos litros
de volumen de trabajo, los cuales se
esterilizaron con luz UV (285 a 320 de
longitud de onda) por 15 minutos a 30
cm de distancia, previo tratamiento con
una solucion de hipoclorito de sodio a
200 ppm durante 30 minutos. Los flujos
de aire utilizados (0.5 vvm) fueron

esterilizados por burbujeo

solucion de NaCl al 20%.
biorreactores presentaron dispositivos

de salida de CO,y toma de muestra.

2.3.2. Preparacion  del
fermentativo.

El medio fermentativo
acondicionado en base a un medio de
produccion a gran escala segun Abarca
" en el que se adicion6 sanguaza como
fuente nitrogenada. La sanguaza fue
recolectada y transportada

laboratorio, manteniéndose
congelacion a -5°C por un tiempo no
mayor de 5 dias hasta su utilizacion,
ésta fue diluida conjuntamente con el
medio fermentativo a concentracion de
20% v/v, el pH fue ajustado a 7.0 con
HCl IN y/o NaOH 1IN, y el medio

esterilizado en
(121°C/15min/1atm.)'*
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2.3.3. Estandarizacién del inéculo
de Bti.
En una camara de bioseguridad, se
cosech6 un cultivo de Bti (48h / 30°C)
en solucion salina fisiologica estéril a
partir de placas petri con agar nutritivo
TPH, y se estandariz6 hasta el tubo N° 3
(9x10° cel. /ml) del nefelémetro de Mac
Farland. Posteriormente se agregd 200
ml del in6culo a 1800 ml de medio
fermentativo preparado; el contenido se
llevo a los biorreactores, donde
permanecio por 48 horas a una
temperatura de 30°C y agitacion
constante a 200 rpm
2.3.4. Control de la produccion del
bioinsecticida.
El proceso fue controlado durante todo
el periodo de fermentacion para ello se
realizd la toma de muestras cada 8
horas, extrayéndose 3 ml de los medios
fermentativos, realizandose las
siguientes pruebas:
A. Recuento de células viables.
Se realiz6 por la técnica de recuento en
placa - siembra por incorporacion del
medio Agar NYSMA >

B. Crecimiento de Bti y
observacion del cristal
bioinsecticida.

Se realizaron coloraciones Gram 'y
verde de malaquita al 1% modificado,
para la observacion microscopica a
inmersion de esporas, fases vegetativas
y cristales (bioinsecticida). Se realizd

en cada muestreo la medicion del pH y
5

temperatura >
2.3.5. Obtencion del bioinsecticida
(Abarca 17)

Terminado el proceso de produccion
luego de 48 horas de incubacion, el
medio fermentativo fue centrifugado a
3500 rpm por 15 minutos, eliminandose
el sobrenadante. EIl precipitado se
deshidrato a 60°C por 24 horas,
obteniéndose biomasa seca
(conteniendo total de esporas, cristales
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2.4.

proteicos y residuos celulares) que
luego fue triturada en mortero.
Posteriormente  se  determind la
concentracion (esp/mL de Bti) por el

método de recuento en placa.

Elaboracién de los formulados de Bti

cultivado en “sanguaza”.

2.4.1. Elaboracion del formulado de
Bti utilizando maiz morado
como sustrato:

La mazorca de maiz morado (grano y
coronta) fue secada en estufa a 50°C, y
luego sometido a molienda hasta
obtener harina con particulas solidas
con tamafio uniforme, posteriormente
se realizo el tamizado, utilizando una
malla de gasa. Se pesaron 99.5 y 98
gramos del sustrato en dos morteros y
se agregaron a cada uno 0.5 y 2 gr. de
Bti (principio activo) respectivamente,
se agregd 50 ml de agua a 50°C de
temperatura a cada formulado, se
homogenizé la mezcla y luego se seco
en estufa a 40°C; se tritur6 en mortero
hasta obtener un polvo homogéneo que
finalmente fue tamizado con malla de
gasa.

2.4.2. Elaboracion del formulado de
Bti utilizando maiz morado -
carragenina como sustrato:

Se pesd 49.75 gr de harina de maiz

morado y 49.75 gr de carragenina, se

mezclo y adicion6 0.5 gr de Bti mas 50

ml de agua a 50°C, se homogenizd y

seco en estufa a 40°C, finalmente fue

triturado en mortero hasta obtener un
polvo uniforme. Por otro lado se
pesaron 49 gr de harina de maiz morado

y 49 gr de carragenina, se mezcld y

adicion6 2 gr de Bti mas 50 ml de agua

a 50°C, se homogenizd y seco en estufa

a 40°C, finalmente se triturd en mortero

hasta polvo homogéneo.
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2.4.2. Elaboracion del formulado de
Bti utilizando carragenina
como sustrato:

Para la obtencion de carragenina se

lavd Ch. chamisoi “cochayuyo”; luego

se cortd en trozos de aproximadamente

2 cm de longitud y se sometio a decocto

hasta visualizar un aspecto denso, se

filtr6 en caliente a través de una gasa, el

filtrado se secd en estufa a 50°C y

posteriormente se tritur6 en mortero,

del material obtenido se pesdé 99.5y

98 g y se agregaron 0.5 y 2 gr. de Bti

(principio activo) respectivamente mas

50 ml de agua 50°C por cada

formulacion se homogenizo, seco en

estufa a 40°C y finalmente se triturd en
mortero hasta obtener un polvo

homogéneo.

2.5. Evaluacion del poder residual de tres

formulaciones de Bti sobre el
porcentaje de mortalidad en larvas
de Aedes aegypti:

Se agregd 0.1gr de cada formulacion de
Bti (con su respectiva concentracion de
ingrediente activo) y 0.1gr de Bti sin
formular a cada uno de los depositos
con 1 litro de agua mas 25 larvas de
tercer estadio de 4. aegypti. Se trabajo
un testigo (T) en depdsitos con agua y
el mismo nimero de larva.

La mortalidad larval se registrd
mediante observacion directa de los
indicadores a las 48 horas de colocadas
las larvas, las mismas que fueron
contadas, removidas y descartadas
con una pipeta plastica. Posteriormente
un lote nuevo de 25 larvas de 4.
aegypti se introdujeron en los
contenedores a los 1, 10, 20, 30, 40, 50
y 60 dias post aplicacion de las
formulaciones y 48 horas después se
registr6 la mortalidad en todos los
casos. En cada tratamiento se realizd
con tres repeticiones, donde los
tratamientos son las concentraciones y

las repeticiones el numero de veces en
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que se realizo la evaluacion de los

mismos que fueron expuestos a

condiciones ambientales, las
evaluaciones se realizaron in situ.
del de

de Bti cultivado en

2.6 Indicadores efecto las
formulaciones
“sanguaza” sobre las larvas de A.
aegypti:

Las larvas que fueron afectadas por las
de Bti H-14

israelensis presentaron color negruzco,

formulaciones var.

producto de la deshidratacion y sin
El

considera efectivo si el porcentaje de

movimiento. tratamiento se

mortalidad es mayor al 50% '*

La Tabla 1,
porcentajes de mortalidad de larvas de 4. aegypti

expresa los promedios de los

por efecto de las formulaciones aplicadas con
relacion al tiempo en dias, (poder residual de las
formulaciones), observando que la formulacion de
morado al 2% de

ingrediente activo presentd una mortalidad de

Bti con harina de maiz

5.2% de larvas de A. aegypti hasta los 60 dias
después de la aplicacion de las formulaciones a
las unidades experimentales, asimismo las
formulaciones restantes, redujeron su efecto a 0%
de mortalidad hasta los 30 dias de evaluacion.

Las figuras 1, 2, 3 y 4, expresan el efecto del

poder residual (porcentaje de mortalidad de

En la actualidad la aplicacion de Bti no ha sido
del todo exitosa en paises sub desarrollados como
el nuestro debido a ciertas desventajas como: el
elevado costo econdmico para su produccion y
tiempos de permanencia de las proteinas delta
endotoxinas en el ambiente muy cortos, (bajo
poder residual); por ello en la actualidad,
de

compaflias privadas llevan a cabo investigaciones

universidades, centros investigacion y

que implican el uso de ingredientes locales como

fuente proteica para la producciéon de Bti, asi

como el empleo de biopolimeros naturales para

aumentar el poder residual frente a las

condiciones ambientales adversas sin perjudicar el
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2.7. Analisis estadistico de los datos:
Los datos obtenidos, se analizaron con

las pruebas estadisticas
correspondientes  (promedios,  error
estandar, LSD-Fisher, analisis de
varianza), los programas estadisticos
utilizados para dicho fin fueron
STATGRAPHIC plus 5.1 para

Windows version de prueba, ademas se
incluy6 el programa EPA Probit version

1.5, para la determinacion de Ia

concentracion letal media con relacion

al tiempo de evaluacion de los

tratamientos.

RESULTADOS

larvas de 4. aegypti con respecto al tiempo), de
las formulaciones de Bti con maiz morado, maiz
morado-carragenina,  carragenina y Bti sin
formular respectivamente.

La Figura 5, expresa los valores de tiempo letal
TL de 50, 90, 95y 99% de mortalidad de larvas
del vector por efecto de las formulaciones
aplicados a las unidades experimentales con
relacion al tiempo de evaluacion. Dichos valores
confirman un mayor efecto residual del formulado
de Bti-maiz morado al 2% de ingrediente activo
(LT50

tratamiento),

= 28 dias después de haber aplicado el
los formulados restantes muestran
un efecto residual menor.

DISCUSION

94

medio ambiente. > La evaluacién del poder
residual de los formulados se realizé mediante el
analisis cuantitativo en base al mayor porcentaje
de mortalidad de larvas de A. aegypti en relacion
al tiempo y a la concentracion de ingrediente
activo (i.a). Los resultados obtenidos muestran
que la actividad residual de la formulacion de Bti
— maiz morado a 2y 0.5% de i.a., produjo un
73.2% y 26.8% de mortalidad respectivamente,
hasta los 20 dias de aplicada la formulacion; a los
30 dias de evaluacion, dicha formulacion redujo
41.8% y 10.8% de
mortalidad de larvas respectivamente (Fig. 1,

Tabla 1).

su actividad  residual al
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TABLA 1: Porcentaje de mortalidad de larvas de A. aegypti por efecto del poder residual de tres formulaciones de B. thuringiensis H- 14 var. israelensis cultivado en “sanguaza”

FORMULACION DE CC.DE
Bti: INGREDIENTE
ACTIVO
MAIZ 0.5%
2%
T (0%)
CARRAGENINA - 0.5%
MAIZ S0
T (0%)
CARRAGENINA 0.5%
2%
T (0%)
BTI SIN FORMULAR 0.5%
2%
T (0%)

TIEMPO (DIAS)
1 10 20 30 40 50 60
Porcentaje de Mortalidad

98.8% £3.90 42.8% +3.32 26.8%=+2.25 10.8% =+ 1.69 4% £ 1.69 1.2% +0.92 0% + 0.41
100% £3.90 93.2% +3.32 73.2%+2.25 41.8% + 1.69 34.8% £ 1.69 16% + 0.92 5.2% +0.41
0% £3.90 0% +3.32 0%+ 2.25 0% + 1.69 0% + 1.69 0% + 0.92 0% + 0.41
68% £3.90 40%=+ 3.32 16%=+2.25 8% + 1.69 1.2% +1.69 0% +0.92 0% + 0.41
97.2% £3.90 78.8%+ 3.32 60%= 2.25 32% + 1.69 21.2% +1.69 5.2% +0.92 0% + 0.41
0% +3.90 0%+ 3.32 0%+ 2.25 0% + 1.69 0% +1.69 0% +0.92 0% + 0.41
58.8% +3.90 5.2%= 3.32 0%+ 2.25 0% + 1.69 1.2% +1.69 0% + 0.92 0% + 0.41
68% +3.90 17.2%+ 3.32 9.2%+2.25 0% + 1.69 2.8% +1.69 0% +0.92 0% + 0.41
0% +3.90 0%+ 3.32 0%+ 2.25 0% + 1.69 0% + 1.69 0% + 0.92 0% + 0.41
100% +3.90 0%+ 3.32 1.2%+ 2.25 0% + 1.69 0% + 1.69 0% + 0.92 0% + 0.41
100% +3.90 0%+ 3.32 0%+ 2.25 1.2% +1.69 0% + 1.69 0% + 0.92 0% + 0.41
0% +2.760 0% +3.32 0%+ 2.25 0% = 1.69 0% + 1.69 0% + 0.92 0% + 0.41
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100
80 HT-1
M 0.5%i.a
60
Q M2%i.a
40 Q p

20

Fig. 1: Efecto del poder residual de la formulacién de B. thuringiensis H - 14 var. israelensis cultivado en

“sanguaza” con maiz morado frente al porcentaje de mortalidad de larvas de A. aegypti.

100
80
60
HT-1
40 M 0.5%i.a
20 2% i.a

2% i.a
0.5%i.a

Fig. 2: Efecto del poder residual de la formulacion de B. thuringiensis H - 14 var. israelensis cultivado en

“sanguaza”; con harina de maiz morado Yy carragenina frente al porcentaje de mortalidad de
larvas de A. aegypti.
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70
60

50 MT-1
40 H0.5%i.a
30
20

M2%i.a
10

2% i.a
0.5%i.a
T-1
Dia 40 .

Fig. 3: Efecto del poder residual de la formulacién de B. thuringiensis H - 14 var. israelensis cultivado en

“sanguaza” con carragenina frente al porcentaje de mortalidad de larvas de A. aegypti.

100%
80%
T (0%)
60%
H0.50%
40% 2%
20%
0% 2%
Lo - / 050%
1as .
20 dias , 20 dins T (0%)

Fig. 4: Efecto del poder residual de B. thuringiensis H - 14 var. israelensis cultivado en “sanguaza” sin formular,
frente al porcentaje de mortalidad de larvas de A. aegypti.
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LEYENDA
LT 50
DIAS LT 90
LT 95
LT 99

FORMULACIONES

Fig. 5: Efecto del poder residual de las formulaciones de Bti con relacién al tiempo de evaluacion de los tratamientos LT (tiempo letal) sobre la mortalidad de larvas de A. aegypti.

98



SCIENDO 17(1). 2014: 89-103

La formulacién con maiz morado aumentd la
residualidad de Bti, resultado que se atribuye a
la presencia de antocianinas que poseen grupos
hidroxilo quienes posiblemente participan en las
funcionales
Sin
embargo, es importante recordar que la estructura

interacciones con los  grupos

presentes en la delta-endotoxina de Bti.

tridimensional de la proteina Cry producida por
Bti, (compuesta por tres dominios de hélices alfa
antiparalelas, laminas plegadas beta y asas
exteriores) no debe sufrir ninguna modificacion
conformacional al ser formulada, de lo contrario
su actividad toxica se veria afectada. Ademas,
estd bien conocido el efecto de la radiacion UV
del sol sobre la perdida de actividad toxica de
Bti. Los resultados demuestran que la actividad
toxica de Bti no sufti6 alteraciones después de ser
formulado con dicho biopolimero ***"

Existen muchas investigaciones sobre los efectos
de las antocianinas como protectores frente a
dafos oxidativos producidos por radiacion UV;
estas moléculas son pigmentos solubles en agua
que forma parte de la familia de los polifenoles
o flavonoides fendlicos, poseen muchos grupos
hidroxilo quienes estan implicados directamente
en prevenir el dafio oxidativo, a una molécula en
este caso a la toxina de Bti. El aumento del poder
residual de la formulacién Bti-maiz morado,
puede explicarse quimicamente sabiendo que las
antocianinas actGan como antioxidantes y en
consecuencia tienen la capacidad para transferir
radical

hidrogeno fenolico al libre peroxilo

procedente del terminal carboxilo de un
aminoacido, de esta forma se evita la oxidacion y
se estabiliza proteina toxica, que comparte
interacciones electrostaticas con este cromoforo.
Posiblemente estos eventos quimicos dieron lugar
a que las propiedades toxicas de la proteina
deltaendotoxina hayan permanecido inalteradas
28.

La formulaciéon Bti-maiz morado—carragenina
con 2y 0.5 % de ia. produjo un 16 y 60% de
mortalidad respectivamente hasta los 20 dias
después de su aplicacion (Tabla 1, Fig. 2) esta
disminucion de la residualidad con relacion a la
formulaciéon Bti — maiz morado, se deberia a las

interacciones entre ambos biopolimeros, que
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generaron el fendmeno conocido como
“copigmentacion intramolecular” que genera la
formacion de un enlace fuerte entre el pigmento
que es la antocianina y el copigmento que vendria
a ser la carragenina. Estos enlaces fuertes
posiblemente atraparon a la molécula proteica y al
buscar quimicamente su estabilidad, modificaron
la  conformacion de la

proteina  toxica,

posiblemente  estos enlaces fuertes se dieron
debido a la adicion de agua a 50°C de temperatura
cuando se procedi6 a formular a Bti en estos
biopolimeros **

La formulacién de Bti — carragenina, produjo el
minimo poder residual comparado a las dos
formulaciones restantes, pues se obtuvo una
mortalidad de 68% y 58% a 2 y 0.5%
porcentajes que disminuyeron notablemente a 9%
y 0% 20 dias

postratamiento (Fig. 3, Tabla 1). La disminucion

de i.a,

respectivamente a  los

de la actividad toxica de la formulacién surgié
como consecuencia de las interacciones entre
carragenina y proteina Cry dando origen a
enlaces fuertes de tipo covalente, que alteraron la
conformacion de las asas de la proteina toxica de
Bti, minimizando asi su actividad letal contra
larvas del vector A. aegypti. Asimismo, la baja
residualidadse debi6 también a la falta de
componentes en el biopolimero que protejan a la
proteina toxica de la luz UV, lo que confirma una
vez mas que se puede extender la actividad
residual de las formulaciones aplicadas en campo
siempre que la formulacion tenga componentes
protectores contra los efecto de la luz UV ****

El analisis estadistico de tiempo letal del 50 % y
99% de la poblacion de larvas de 4. aegypti (LT,
y LTy) confirma la actividad residual mas
prolongada de la formulacién Bti-maiz morado
2% de i.a., cuya tasa de mortalidad se consign6 a
los 28 y 7 dias respectivamente después de su
aplicacion. Asimismo se verifica una LT, y LT,
a los 2 y 10 dias después de aplicados los
formulados con carragenina 2% y 0.5% de i.a,
respectivamente, ademdas esta formulacion no
produjo mortalidades del 100% de la poblacion de
larvas de A. aegypti desde la primera evaluacion
realizada a 1 dia de su aplicacion (Fig. 4). Por
otro lado en la Fig. 5 se observa que la letalidad
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de Bti sin formular es excelente a las 24 horas de

evaluacion, sin embargo la exposicion a
condiciones de semi campo (principalmente la luz
UV  del

efectividad a lo largo del tiempo observandose

sol) no permitieron mantener su

0% de mortalidad a los 10 dias de evaluacion.

Si comparamos nuestros resultados con
investigaciones realizadas, podemos observar que
los esfuerzos se han enfocado a comercializar
formulaciones con alta potencia y minima dosis
efectiva. En un estudio de semicampo con el fin
formulaciones de los
Aedes

determinaron que todas

de evaluar distintas

laboratorios Abbott contra larvas de
taeniorhynchus, las
formulaciones produjeron 92% de mortalidad
larval a los 6 dias de pos tratamiento, mientras
que una de las formulaciones fue ligeramente
superior en actividad residual causando el 75% de
mortalidad a los 9 dias de postratamiento y a los
10 dias bajo a 12%. La eficacia de nuevas
Bti

alrededor del mundo, por otro lado se reporto6 la

formulaciones de continua evaluandose

aplicacion de un formulado de Bactimos alcanzo

un 78% de mortalidad hasta los 35 dias
postaplicacion >
En Estados Unidos se han desarrollado

formulaciones utilizando diversos cromoforos
como protectores contra la luz UV, debido a la
sensibilidad de la toxina de Bti frente a este
espectro, entre las sustancias se encuentra el rojo
de congo, verde de malaquita, carbon vegetal y
melanina. Asimismo, en uno de los reportes mas
recientes sobre formulacion de Bt utilizaron
diversos polimeros para formular a Bacillus
kurstaki

activo contra larvas de Ostrinia nubalis, las

thuringiensis  var. como ingrediente
formulaciones fueron preparadas con ingredientes
tales como almidon de maiz pre gelatinizado,
harina de maiz pregelatinizado, gluten, gelatina,
azucar, aceite y acido lactico, con cantidades de 1
a 50% de i.a. las formulaciones hechas causaron
la muerte del 80 % de las larvas hasta los 14 dias
postaplicacion, aun a los 21 dias, con una
mortalidad mayor al 50%. Las formulaciones

hechas a base de biopolimeros, son los producidos
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a base de gelatina y goma acacia que mantuvieron
de 60% a 80 % de mortalidad contra larvas de A.
aegypti hasta por 35 dias. Por lo tanto los
resultados obtenidos en nuestra investigacion en
contraste con los antecedentes se muestran como
una alternativa mas, para la formulacion de Bti,
especialmente en harina de maiz morado *>**

El efecto toxico de Bti sin formular se expreso en
el 100% de mortalidad de larvas de 4. aegypti en
el primer dia de evaluacion, porcentaje de
a los 10 dias de

evaluacion (Tabla 1, Fig. 4), indicando que indica

mortalidad que se redujo a 0%

que Bti sin formular tiene un poder residual
estadisticamente igual al formulado de Bti —
Los

inactivacion de la proteina toxica de Bti, debido

carragenina. resultados  verifican la
a la alteracion de su conformacion por efecto de
la luz UV,

desventaja de un minimo poder residual

condiciéon  que proporciona la
a los
bioinsecticidas producidos de Bti, y el motivo por
el cual su aplicacion, no ha sido del todo exitosa
en el control de vectores de enfermedades ***

Las concentraciones de i.a. de 2% y 0.5% de Bti
se utilizaron, teniendo como referencia las usadas
para formulaciones de Bti, que indican rangos
entre 0.1 y 2.5%, de i.a., asimismo la cantidad de
formulacién aplicada a cada unidad experimental
fue tomada como referencia las aplicaciones de
Bti en trabajos anteriores, asi como también la
cantidad de organofosforado “Abate” que se viene
utilizando en las campaia de salud contra el
vector, estas cantidades son de 0.005 g. a 0.5g. de
polvos  técnicos para la aplicacion de
formulaciones de Bti por cada litro de agua, y 20
g. de “Abate” por cada 200 litros de agua * ™

Los andlisis estadisticos de comparacion de
medias de Fisher para las concentraciones de
ingrediente activo utilizadas en las formulaciones
demuestran diferencias

significativas en sus

efectos sobre la mortalidad de larvas del vector A.
aegypli.
residualidad en las formulaciones con 2% de i.a,

Es posible que el aumento de la

este representado por un mayor numero de

proteinas toxicas comparado al 0.5 % de i.a.
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Se logrdé obtener una mortalidad significativo
sobre larvas de Aedes aegypti utilizando Bacillus
thuringiensis H-14 var. israelensis con diferentes
formulaciones y distinto poder residual.

La formulacion con harina de maiz morado junto
a Bti al 2% de i.a., prolonga el poder residual
sobre las larvas del vector 4. Aegypti matando al

Untol-Paredes y col.

CONCLUSIONES

50% de la poblacion larval hasta los 28 dias
postaplicacion.

La presencia de antocianinas en la harina de maiz
morado, le proporciond fotoproteccion, a la
proteina toxica de Bti, frente a los dafios de la luz
UV, por lo cual se le atribuye el éxito de dicho
formulado.
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