Revista de Investigacion Cientifica REBIOL ISSN 2313-3171, Afio 2020, Numero 40 (1): 53 — 68, Enero - Junio

Articulo Original

ACTIVIDAD LARVICIDA DE Bacillus thuringiensis H-14 var.

israelensis Y Beauveria bassiana SOBRE Aedes aegypti
LARVICIDAL ACTIVITY OF Bacilllus thuringiensis H-14 var. israelensis
AND Beauveria bassiana ON Aedes aegypti

Neyde Rebaza-Sanchez; 2Gina Zavaleta-Espejo; Willian Blas-Cerdan; 2José Saldafia-Jiménez,
2Juan Pedro-Huaman
1 Hospital EsSalud Almanzor Asenjo Aguina Chiclayo-Lambayeque
2 Universidad Nacional de Truijillo
Autor para correspondencia: neyde_385@hotmail.com
Recibido: 20 de mayo, 2020. Aceptado: 7 de junio, 2020

RESUMEN

En el presente trabajo se evaluo la actividad larvicida de Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis y
Beauveria bassiana sobre larvas del lll estadio de Aedes aegypti, bajo condiciones de laboratorio, ademéas
se determiné la dosis letal media (DLso) y maxima (DLgo). Se realizaron los bioensayos con doce grupos
experimentales y dos grupos control, con tres repeticiones, utilizando 25 larvas del Il estadio de A. aegypti
en 100 mL de agua destilada por cada unidad experimental. Se utilizaron seis grupos experimentales con
B. thuringiensis H-14 var. israelensis, a las concentraciones de 670; 1683; 4247; 10619; 26673; 67000
esp/mL y un grupo control; obteniéndose una mortalidad del 50% a las 8 horas y del 100% a las 24 horas.
Con B. bassiana se utilizaron seis grupos experimentales a las concentraciones de 4x108; 1x10°; 2,5x10°;
6,3x10°9; 1,6x10%9; 4x101° conidios/mL y un grupo control; obteniéndose una mortalidad del 50% a los 7 dias
y del 100% a los 9 dias. Mediante la dosis letal media (LDso) y maxima (DLoo) se demostrd que tanto B.
thuringiensis H-14 var. israelensis como B. bassiana presentan mayor mortalidad en relacion directa a la
concentracién e inversamente al tiempo. Se concluye que B. thuringiensis H-14 var. israelensis y B.
bassiana a las diferentes concentraciones utilizadas en los bioensayos, presentd una alta actividad larvicida
en A. aegypti bajo condiciones de laboratorio.
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ABSTRACT

The fact of this reasearch is the larvicidal activity of Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis and
Beauveria bassiana on Aedes aegypti, under laboratory conditions. The average lethal dose (DLso) and
maximun (DLgo) was also determined. Biogical testings were used with twelve experimental groups and two
control groups, with three replications, using 25 A. aegypti larvae in 100 mL of distilled water for each
experimental unit. Six experimental groups with B. thuringiensis H-14 var. israelensis, at concentrations of
670; 1683; 4247; 10619; 26673; 67000 esp / mL and a control group; obtaining a mortality of 50% at 8 hours
and 100% at 24 hours. With B. bassiana six experimental groups were used at concentrations of 4x108;
1x10°; 2.5x10°9; 6.3x10°%; 1.6x10°; 4x10° conidia/mL and a control group; obtaining a mortality of 50% at 7
days and 100% at 9 days. Using the mean lethal dose (LDso) and maximum (DLgo), it was shown that both
B. thuringiensis H-14 var. israelensis like B. bassiana present higher mortality in direct relation to
concentration and inversely to time. In coclussion, B. thuringiensis H-14 var. israelensis and B. bassiana at
the different concentrations used in the biological testings shows high larvicidal activity in A. aegypti under
laboratory conditions.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cuyos agentes etiolégicos son transmitidos por mosquitos vectores, se encuentran entre
las principales que afectan a los humanos (Word Health Organization, 2014). En este contexto el virus del
dengue es transmitido por la hembra del mosquito A. aegypti, que al alimentarse de la sangre de una
persona infectada lo porta en su organismo e inicia la cadena de transmision de la enfermedad (Duong et
al., 2015). El ciclo biolégico de este vector tiene dos etapas bien diferenciadas, la fase acuatica con huevo,
larva y pupa, y la fase aérea con el adulto o imago. A. aegypti es un mosquito doméstico por excelencia,
vive en recipientes que acumulan agua por largo tiempo (Valdéz, 2009). En el departamento de La
Libertad, las condiciones climaticas, el crecimiento urbano no planificado, la falta de saneamiento ambiental
son factores propicios para la proliferacion de este mosquito (Guerrero, 2018; Merino, 2019).

Durante muchos afios se ha utilizado productos quimicos para bajar los niveles de infestacion de A.
aegypti, tales como insecticidas organofosforados, piretroides, entre otros (Mendoza-Ledesma et al.,
2015). En ese sentido el uso irracional de estos productos quimicos ha contaminado el medio ambiente,
debido a su efecto residual prolongado (Gallegos,1995; Goémez y Caceres, 2010). En Brasil, Argentina,
México, Cuba, entre otros se usa insecticidas entomopatdgenos de hongos y bacterias, considerandose
una alternativa para reemplazar a los plaguicidas quimicos (Rodas, 2016). Existen controladores biol6gicos
como hongos que presentan tales cualidades como: Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces y bacterias
como Bacillus thuringiensis (Dong et al., 2012; Soares-da Silva et al., 2015).

B. thuringiensis (Bti) fue descrita por el cientifico japonés Shigetane Ishiwata en 1900, pero fue investigada
en el afio 1911 por el bacteridlogo Berliner. El bacilo fue usado por primera vez para el control de insectos
a finales de 1920. En 1977 Golbert y Margalit aislaron una cepa de B. thuringiensis en Israel, que fue
identificada por De Barjac en 1978 y clasificada como serotipo H-14 var. israelensis que afecta de forma
muy especifica a las larvas de mosquitos de las especies A. aegypti, Anopheles albimanus y Culex
quinquefasciatus (Galan, 1993). B. thuringiensis es el agente microbiano mas utilizado en el control de
vectores usado por mas de 30 afios y no ha mostrado resistencia en las poblaciones de mosquitos en
diferentes regiones del mundo (Bravo et al., 2011, Stalinski et al., 2016). Bti es una bacteria gram positiva
que genera toxinas muy especificas contra A. aegypti, las mismas que actiian por ingestién. En su proceso
de esporulacién produce cristales paraesporales formados por la glicoproteina delta-endotoxina
(Chandrashekhar et al., 2014). Después de la ingestion del cristal biocida, las condiciones de pH y la
presencia de enzimas proteoliticas en la porcién intestinal de las larvas, hidroliza el cristal, dando lugar a
la formacion de una sustancia toxica que desintegra el intestino medio de la larva ocasionandole la muerte
(Da Costa et al., 2010). Trabajos realizados en Florida con B. thuringiensis H-14 mostraron una efectividad
del 55% de mortalidad de A. aegypti (Pruszynski et al., 2017).

Beauveria bassiana, es un organismo eucariotico heterétrofo que parasita a varios insectos (Miranpuri y
Khachatourians, G. 1991), pertenece a la clase Hyphomycete, divisibn Deuteromicetes, es un hongo
entomopatégeno (Echevarria, 2006). El ataque de este hongo sobre el insecto huésped se da
principalmente por contacto y se realiza en diferentes etapas divididas en: adherencia, germinacion,
diferenciacion y penetracion (Kouassi, 2001). Alcalde et al. (2014) demostré la efectividad biocida de B.
bassiana sobre larvas del Ill estadio de A. aegypti al quinto dia de aplicacién con un LCso de 3,6x106
conidios/mL. Diversas investigaciones han demostrado su efectividad biolégica en el combate de este
insecto, a concentraciones de 1x107, 1x108 y 1x 10° bajo condiciones de laboratorio, con 80% de humedad
y 27°C de temperatura, obteniendo elevados indices de mortalidad (Mwamburi et al., 2009; Garcia-
Munguia et al., 2011).

Es importante que los controladores bioldgicos vayan introduciéndose dentro de los programas de control
de A. aegypti, ya que para reducir los indices aédicos se usa hasta la fecha el insecticida organofosforado
temephos (Abate) para las fases larvarias y las cipermetrinas para los adultos, productos que se acumulan
en el medio ambiente y ademas mata a otras formas de vida que se encuentran en la cadena alimenticia
generando un desequilibrio en el ambiente (Montada et al., 2006; Guzman y Cabrejos, 2017). Cabe
recalcar que el vector del Dengue est4 mostrando resistencia a los productos quimicos usados en el Peru
y en otros lugares del mundo (Bisset et al., 2016). Por tal motivo es que el presente trabajo tuvo como
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objetivo evaluar la actividad larvicida de B. thuringiensis H-14 var. israelensis y B. bassiana sobre A.
aegypti; asi como también determinar la DLso (dosis letal media) bajo condiciones de laboratorio.

2. MATERIALES Y METODOS
OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE LARVAS Il DE A. aegypti:

Se trabajo con larvas de A. aegypti que fueron colectadas de barriles revestidos de cemento y baldes de
plastico de viviendas positivas al vector del Distrito de Laredo, Provincia de Trujillo, Departamento de La
Libertad; estas fueron colectadas con goteros de plastico y colocados en frascos de plastico hasta su
traslado al laboratorio Biologia (MINSA, 2017).

CRIANZA DE Aedes aegypti:

En laboratorio, las larvas fueron colocadas en recipientes de plastico de 40x28X5 cm con 1 L de agua
potable declorada, y fueron alimentadas durante todos los estadios con “alimento de peces” bien triturado
previa esterilizacién (Zavaleta, 2010). El agua se cambié cada dos o tres dias dependiendo de la
descomposicién organica, hasta que las larvas alcanzaron el estadio de pupa. Las pupas fueron colocadas
en una jaula para adultos, las hembras (hemat6fagas) fueron alimentadas a la exposicion cutanea de un
cobayo por unos 30 minutos; y los machos (fitéfagos) fueron alimentados con glucosa al 10 %. Se
acondicion6 un vaso descartable pequefio con agua potable declorada, donde se colocé papel filtro
adherido a las paredes, sobre el cual las hembras realizaron la oviposicion aproximadamente entre 50 y
100 huevos por hembra (Pérez et al., 2004). Después de obtener un nimero suficiente fueron sumergidos
en agua potable hasta obtener las larvas de Il estadio que fueron utilizadas en los bioensayos.

PREPARACION DEL CULTIVO DE B. thuringiensis H-14 var. israelensis:

La cepa de B. thuringiensis H-14 var. israelensis se obtuvo de la Universidad Cayetano Heredia
perteneciente al lote N° 91509 del Instituto Pasteur de Paris — Francia.

Reactivacion de la cepa: Se tom6 una asada del cultivo obtenido en el medio TPH (Triptosa fosfato) y se
sembré por el método de agotamiento en medio agar NYSMA para la esporulacion, luego se incub6 a 30°C
por 24 horas. Se realizd el control microbiol6gico mediante la coloracion Gram y verde de malaquita
modificado (Ventosilla et al., 2000). Para el reaislamiento se selecciond una colonia tipica y se tomé una
asada de esta y se procedié como en el caso anterior.

Siembra en el medio Agar Nysma: Para la siembra se tomé una asada de una colonia tipica de B.
thuringiensis H- 14 var. israelensis y se hizo una suspension en 1ml de solucion salina estéril y se
homogenizo por 3 minutos. De este homogenizado se extrajo 100 uL y se hicieron 3 diluciones con solucion
salina estéril, la tltima dilucion se sembré en seis placas por desplazamiento superficial y colocado a estufa
por 30°C durante 96 horas. Cada 24 horas se hizo el control microbiolégico (coloracién Gram y verde de
malaquita modificado) (Vandekar y Dulmage, 1982).

Cosechade B. thuringiensis H-14 var. israelensis: Concluido el tiempo de incubacioén se realizé la cosecha,
en tubos conicos estériles. Para el primer lavado se agregé 10 mL de solucién salina estéril y se centrifugé
a 3500 r.p.m. por 25 minutos, para los dos lavados siguientes se realizd el mismo procedimiento que para
el primer lavado. Finalmente, la cosecha se inactivé a 75°C por 15 minutos y se realizé los respectivos
controles microbiolégicos y toxicoldgicos. El resto se selld y guardo a 4°C hasta su posterior uso (Ventosilla
et al., 2000).

Dosificacion del indculo: Del lavado obtenido se hicieron 8 diluciones, que fueron sembradas en medio
Agar NYSMA para el conteo de colonias, determinandose la concentracion madre y de la cual se obtuvo
las diferentes concentraciones que fueron usadas en el bioensayo (Vargas et al, 2001).
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INOCULACION DE LAS CONCENTRACIONES DE B. thuringiensis H-14 var. israelensis SOBRE LAS
LARVAS DE Il ESTADIO DE A. aegypti

Para el bioensayo de capacidad biocida se utilizar6n 525 larvas de A. aegypti de Il estadio de desarrollo,
las que se repartieron en vasos de plastico de 250 mL de capacidad, cada vaso con 25 larvas y 100mL de
agua destilada. Se trabajo por triplicado 7 grupos, de los cuales seis fueron experimentales y el séptimo
fue el grupo control. A los experimentales se les adicioné una suspension de B. thuringiensis H-14 var.
israelensis a las concentraciones de 670; 1683; 4227; 10619; 26673 y 67000 esp/mL respectivamente. Al
grupo control no se le adicioné la suspension bacteriana. A los siete grupos se mantuvo a las mismas
condiciones ambientales de temperatura y humedad relativa, las lecturas fueron realizadas a las 2, 4, 6,
8,12 y 24 horas (Zavaleta, 2010).

PREPARACION DEL CULTIVO DE Beauveria bassiana:

El cultivo de B. bassiana Uchisa-Peru fue proporcionada por el laboratorio de Biologia Celular de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional de Truijillo.

Siembra de la Cepa de B. bassiana: Se tomé esporas del cultivo y se sembré en 6 frascos de vidrio
estériles con medio Agar Papa Dextrosa, estos fueron incubados a 27 °C, por ocho dias hasta observar la
formacion de colonias caracteristicas de B. bassiana (Lucero et al., 2004).

Cosecha del hongo: A los 8 dias, de los 6 frascos de vidrio sembrados, se realizé la cosecha, la que fue
colocada en una suspension de Tween 80 al 0.1% (Geronimo-Torres et al., 2016).

Dosificacion del inéculo: A partir de esta suspensién se hicieron diluciones seriadas y con un microscopio
de luz (40x) mas la camara Neubauer, se realizé el recuento de los conidios infectivos por mililitro a fin de
calcular la concentracién de la suspension madre (Gerénimo-Torres et al., 2016).

INOCULACION DE LAS CONCENTRACIONES DE B. bassiana SOBRE LAS LARVAS DE Ill ESTADIO
DE A. aegypti.

Para el bioensayo de capacidad biocida se utilizaron 525 larvas de A. aegypti de Il estadio de desarrollo,
las que se repartieron en vasos de plastico de 250 mL de capacidad, cada vaso con 25 larvas y 100mL de
agua destilada. Se formaron 7 grupos por triplicado, de los cuales seis fueron experimentales y el sétimo
fue el grupo Control. A los experimentales se les adicion6 una suspension de B. bassiana a las
concentraciones de 4x108; 1x10% 2.5 x 109; 6.3 x10°; 1.6 1x10° y 4 x 10%° conidios/ml respectivamente. Al
grupo control no se le adiciond la suspension de esporas. A los siete grupos se mantuvieron a las mismas
condiciones ambientales como la temperatura y humedad relativa, las lecturas se realizaron a los 4, 5, 6,
7,8,y 9 dias.

INDICADORES DEL EFECTO DE B. thuringiensis H-14 var. israelensis y de B. bassiana SOBRE LAS
LARVAS DE A. aegypti

Las larvas que fueron afectadas por B. thuringiensis H-14 var. israelensis presentaron color negruzco,
deshidratadas y no tuvieron movimiento (Federici, 1982). Las larvas que fueron afectadas por B. bassiana
presentaron color pardo oscuro, disminucion en la movilidad y alimentacién, desecacién del tejido, y
momificacion (Anderson et al., 1989).

DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (DLso) Y MAXIMA (DLao):

Mediante el conteo de larvas muertas de 1l estadio de A. aegypti en cada una de las concentraciones de
B. thurigiensis H-14 var. israelensis y de B. bassiana, a partir de estos datos se obtuvo el promedio de cada
concentracion, las cuales fueron utilizadas para determinar la (DLso) y (DLeo) mediante el andlisis de
regresion. Se utilizo un disefio experimental en bloques completamente aleatorizado (DEBCA) donde cada
concentracién es un tratamiento y cada bloque es el tiempo, para determinar la actividad larval de Bti y B.
bassiana.
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ANALISIS ESTADISTICO:

Con los datos obtenidos se calcul6 los estimadores estadisticos como la media, varianza, error estandar,
andlisis de regresién para determinar la relaciéon entre las concentraciones de B. thurigiensis H-14 var.
israelensis y de B. bassiana, en la mortalidad de larvas de Aedes aegypti, asi como también se realiz el
andlisis de varianza y la comparacién de promedios mediante la Prueba de Comparacion Mdltiple de
Duncan con una PEI < 0.05 para determinar la existencia de diferencias significativas (Calzada, 1994). Se
utilizé el software libre R para realizar el analisis estadistico con una PE<0.05.

3. RESULTADOS

En la Tabla 1, se presenta el porcentaje promedio de mortalidad de larvas del Il estadio de A. aegypti
expuestas a diferentes concentraciones de B. thuringiensis H-14 var. israelensis evaluadas a las 2, 4, 6, 8, 12
y 24 horas. Se observd que a las 2 horas el mayor porcentaje de mortalidad de larvas fue a la concentracion
de 67000 esp/mL y a las 4 horas el porcentaje de mortalidad fue mayor al 50% en las concentraciones 4227;
10619; 26673; 67000 esp/mL; y a las 24 horas el porcentaje de mortalidad de larvas fue de 100% en las seis
concentraciones mientras que en el control no murié ninguna larva.

La dosis letal media (DLso) y maxima (DLeo) de B. thuringiensis H-14 var. israelensis sobre larvas del 1l estadio
de A. aegypti para las diferentes horas de exposicién se muestra en la Tabla 2.

Se demostré la existencia de diferencias significativas a través del analisis de varianza para la mortalidad del
Il estadio larval de A. aegypti a diferentes concentraciones de B. thuringiensis H-14 var. israelensis, tal como
se demuestra en la Tabla 3, a través de la comparacién de los promedios aplicando la prueba de Duncan
(Tabla 4).

En la Tabla 5, se observa el Analisis de Varianza en Bloques para la mortalidad de larvas de A. aegypti
expuestas a diferentes concentraciones y tiempos de exposicién de B. thuringiensis H-14 var. israelensis en
condiciones de laboratorio, el cual demostré presentar diferencias significativas entre bloques (tiempos) y en
los tratamientos (concentracion).

En la tabla 6, se presenta el porcentaje promedio de mortalidad de larvas del Ill estadio de A. aegypti
expuestas a diferentes concentraciones de B. bassiana evaluadas a los 4, 5, 6, 7, 8 y 9 dias. A los 4 dias el
mayor porcentaje de mortalidad de larvas se dio en la concentraciéon de 4 x 101° conidios/mL y a los 5 dias el
porcentaje de mortalidad fue mayor al 50% en 3 de las concentraciones 6.3x109; 1.6x10%9; 4x10%° conidios/mL;
y a los 9 dias el porcentaje se tuvo un 100%de mortalidad larval en las seis concentraciones mientras que en
el testigo no murié ninguna larva.

La dosis letal media (DLso) y maxima (DLgo) de B. bassiana sobre larvas del Il estadio de A. aegypti para los
diferentes dias de exposicion se muestra en la Tabla 7.

El Andlisis de Varianza para la mortalidad de larvas del Ill estadio de A. aegypti expuestas a diferentes
concentraciones de B. bassiana bajo condiciones de laboratorio demostré presentar diferencias significativas
entre los tratamientos (concentracién) como se demuestra en la Tabla 8, a través de la comparacién de los
promedios aplicando la prueba de Duncan (Tabla 9).

En la Tabla 10, se observa el Andlisis de Varianza en Bloques para la mortalidad de larvas de A. aegypti
expuestas a diferentes concentraciones y tiempos de exposicién de B. bassiana en condiciones de laboratorio,
el cual demostré6 presentar diferencias significativas entre bloques (tiempos) y en los tratamientos
(concentracion).
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Tabla 1. Porcentaje promedio de mortalidad de larvas de Ill estadio de Aedes aegypti,
expuestas a diferentes concentraciones de Bacillus thuringiensis H-14 var.
israelensis evaluadas a las 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas, bajo condiciones de laboratorio.

Conc.
Cl c2 C3 C4 C5 C6 Control
Tiempo
2 horas 4 6 17 53 79 91 0
4 horas 23 25 51 77 85 95 0
6 horas 45 69 81 93 97 100 0
8 horas 63 81 91 97 100 100 0
12 horas 83 89 100 100 100 100 0
24 horas 100 100 100 100 100 100 0

Temperatura 27 + 2°C, Humedad relativa 80 + 2

Leyenda:

C,- 670 esp/mL
C,- 1683 esp/mL
C3-4227 esp/mL
C,- 10619 esp/mL
Cs- 26673 esp/mL
Cs- 67000 esp/m
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Tabla 2. Dosis letales (esporas/mL) al 50% (DLso) y 90% (DLso) € intervalos de confianza de
Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis sobre larvas del 11l estadio de Aedes aegypti

bajo condiciones de laboratorio.

Tiemposde DL Valor
exposicion

Intervalos de confianza

(95%)

Ecuacién de la recta

2 horas DLso  10786,03
DLoo  53438,02
4 horas DLso 3681,29
DLgo 37496,57
6 horas DLso 796,014
DLogo 7320,80
8 horas DLso 453,13
DLogo 2879,33
12 horas DLso 218,56

DLgo 1214,16

8956,37 - 13058.43
40137,04 — 77227,68
2835,28 — 4686,16
25887,00 — 61424,09
509,28- 1102,40
5324,54 —11280,59
249,10 — 656,65
2166,38 — 4263,63
52,48 — 391,92

853,33 - 1774,96

-7,43655 + 1,84398x

-4,53378 + 1,27139x

-3,85796 + 1,32991x

-4,23886 + 1,59582x

-4,026236 + 1,72091x

P.E <0,05

Tabla 3. Analisis de Varianza para la mortalidad de larvas del Il estadio de A. aegypti expuestas
a diferentes concentraciones de B. thuringiensis H-14 var. israelensis en condiciones de

laboratorio.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valor Valor
variacion Libertad cuadrados Medio Calculado Tabulado
Tratamiento 6 7370 1228,3 32,17 <2e-16*
Error
experimental 119 4544 38,2
Total 125 119914

* Presenta diferencia significativa
P.E: Probabilidad de error
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Tabla 4. Comparacion de promedios aplicando la prueba de Duncan para la mortalidad de larvas
del 11l estadio de A. aegypti segun las concentraciones de B. thuringiensis H-14 var.

israelensis.
Concentracion Media Diferencia significativa
670 13,2 X
1683 15,4 X
4227 18,3 X X
10619 21,4 X
26673 23,6 X
67000 24,4 X

P.E <0,05

“X”: indica diferencia significativa.

Tabla 5. Andlisis de Varianza en bloques para la mortalidad de larvas del Il estadio de A. aegypti
expuestas a diferentes concentraciones y tiempos de B. thuringiensis H-14 var.

israelensis en condiciones de laboratorio.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valor Valor
variacion de cuadrados medio Calculado Tabulado
Libertad
Entre 5 7370 1228,3 82,39 <2e-16*

tratamientos

Entre 5 2844 568,9 38,16 <2e-16*
bloques
Error 114 1699 14,9
Total 125 11913
P.E<0,05

* Presenta diferencia significativa
P.E: Probabilidad de error
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Tabla 6. Porcentaje promedio de Mortalidad de larvas de Il estadio de Aedes aegypti, expuestas
a diferentes concentraciones de Beauveria bassiana evaluadas a los 4, 5, 6, 7, 8 y 9 dias en
condiciones de laboratorio.

Conc.
C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Control
Tiempo

4 dias 1 5 17 41 53 69 0

5 dias 23 32 47 73 75 82 0

6 dias 44 63 79 89 87 100 0

7 dias 64 79 89 100 100 100 0

8 dias 83 89 100 100 100 100 0

9 dias 100 100 100 100 100 100 0

Temperatura 27 + 2°C, Humedad relativa 80 + 2

Leyenda:

C; -4 x 108 conidios/mL
C,-1 x 10° conidios/mL
C3-2.5 x 10° conidios/mL
C,4-6.3 x10° conidios/mL
Cs-1.6 x 10%* conidios/mL
Cs-4 x 10% conidios/mL
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Tabla 7. Dosis letales (conidios/mL) al 50% (DLso) y 90% (DLoo) € intervalos de confianza de
Beauveria bassiana sobre larvas del 11l estadio de Aedes aegypti bajo condiciones de laboratorio

Tiemposde DL Valor Limites de confianza Ecuacion de la recta
exposicion (95%)
4 dias DLso 1,34E+10 1,04E+10 - 1,81E+10 -13,20213 + 1,30352x
DLoo 1,29E+11 7,80E+10 — 2,6163E+11
5 dias DLso 2,67E+09 1,89E+09 — 3,66E+09 -8,55511 + 0,90755x
DLoo  6,90E+10  3,82E+10-1,64417E+11
6 dias DLsp  5,18E+08 3,07E+08 — 7,56E+08 -9,31346 + 1,06873x
DLseo  8,20E+09 5,58E+09 — 1,40E+10
7 dias DLso  2,67E+08 1,44E+08 — 3,92E+08 -12,79293 + 1,51831x
DLgo 1,86E+09 1,39E+09 — 2,78E+09
8 dias DLso 1,31E+08 3,15E+07 — 2,35E+08 -14,02846 + 1,72817x
DLgo 7,23E+08 5,09E+08 — 1,06E+09
P.E<0,05

Tabla 8. Andlisis de Varianza para la mortalidad de larvas del lll estadio de A. aegypti expuestas

a diferentes concentraciones y tiempos de B. bassiana en condiciones de laboratorio.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valor Valor
variacion de cuadrados medio Calculado Tabulado
Libertad
Entre 6 6726 1121,0 29,04 <2e-16*

tratamientos

Error 119 4594 38,6
experimental
Total 125 11320

P.E<0,05

* Presenta diferencia significativa
P.E: Error experimental
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Tabla 9. Comparacion de promedios aplicando la prueba de Duncan para la mortalidad de larvas

del Ill estadio de A. aegypti segun las concentraciones de B. bassiana.

Concentracién Media Diferencia significativa
4x108 13 X
1x10° 15 XX
2.5x10° 18 XXX
6.3x10° 21 X
1.6x101° 21 X
4x1010 23 X
P.E<0.05

“X”: indica diferencia significativa

Tabla 10. Analisis de Varianza en bloques para la mortalidad de larvas del Il estadio de A. aegypti

expuestas a diferentes concentraciones y tiempos de B. bassiana en condiciones de

laboratorio.
Fuente de Grados de Sumade Cuadrado Valor Valor
variacion Libertad cuadrados medio Calculado Tabulado

Er;tgemien 108 6 6726 1121.0 106.80 <2e-16*
Entre bloques 5 3398 679,5 64,75 <2e-16*
Error 114 1197 10,5
Total 125 113.21

P.E<0,05

* Presenta diferencia significativa
P.E: Error experimental
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4. DISCUSION

Al evaluar la actividad larvicida de Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis (Bti) en A. aegypti, se
encontré que las diferentes concentraciones de Bti y tiempos de exposicién ocasiona una mortalidad
significativa sobre las larvas del Ill estadio (Tabla 1), en la misma tabla se observa que a mayor
concentracién del Bti mayor es la mortalidad larval producida, resultados concordantes con Lee y
Zairi (2006), quienes demostraron una reduccion de mas del 80% de Aedes en los contenedores
tratados en condiciones de campo en Malasia. La muerte masiva de las larvas del Il estadio de A.
aegypti a las 24 horas, en el mismo sentido Couch (1980), sefiala que altas mortalidades larvales de
mosquitos se producen entre las 24 y 48 horas de realizadas las aplicaciones. Los resultados
obtenidos en la investigacion se encuentran dentro de los limites establecidos del tiempo de
mortalidad.

En un trabajo de investigacién en el que se desea comprobar la actividad de una sustancia
determinada es necesario conocer la dosis letal media y maxima, porque a partir de ellas se pueden
elegir las concentraciones mas adecuadas para conseguir un objetivo determinado (Blas et al.,
2017). En ese sentido se utilizo la linea de regresién para determinar las concentraciones de Bti que
ocasionan la letalidad media y maxima de las larvas Ill de A. aegypti segun los tiempos establecidos
(Tabla 2), donde se observa que a mayor tiempo de exposicion de las diferentes concentraciones de
Bti menor es la dosis letal media (DLso) y (DLoo). Se determind las dosis letales medias (DLso) y dosis
letales al 90% (DLso) de Bti a diferentes tiempos de exposicion, a las dos horas la (DLso) y (DLoo) fue
de 10786,03 y 53438,02 esporas/mL respectivamente y a las doce horas la (DLso) y (DLgo) fue de
218,5677 y 1214,1617 esporas/mL, resultados que evidencian que las larvas de A. aegypti son
susceptibles a la accion toxica de la deltaendotoxina, resultados concordantes con Penata et al.
(2013) reportan que a mayor tiempo de exposicién menor es la dosis letal media (DLso).

Con respecto a los resultados obtenidos se observa que el nimero de larvas muertas de A. aegypti
se va incrementando hasta el sexto tratamiento en cada repeticién y dentro de cada concentracion,
este comportamiento distinto indicado con sus promedios fue confirmados por el andlisis de varianza
(Tabla 3), para identificar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos. Sin
embargo, a pesar de ser un método riguroso es muy genérico y sensible a las diferencias que se
puedan presentar por lo menos en un par de tratamientos, ante ello se aplicé la prueba de
comparacion de promedios de Duncan (Tabla 4). Estas diferencias que existen entre todos los
tratamientos se deberian a la cantidad de cristales ingeridos por las larvas de acuerdo a la
concentraciéon, pues a mayor concentracion, mayor es la cantidad de cristales, desencadenandose
su accion téxica y provocando la muerte de las larvas (Percy y Fast, 1986). El cristal proteico de
(Bti) evidenciado con la coloracion verde de malaquita modificado demostro ser efectivo contra las
larvas del Il estadio de A. aegypti. Sin embargo, nuestros resultados demostraron que la eficiencia
del (Bti) aplicado en menor concentracidon se vio reducido durante las primeras horas como lo
menciona (Becker et al., 1992). Segln estudios realizados en laboratorio demuestran que las larvas
de Aedes y Culex necesitan temperaturas 6ptimas que oscilan entre 28 y 30 °C para aumentar su
efectividad y por lo tanto su metabolismo (Delnat et al., 2019).

Cuando se trabaja con méas de una variable y se desea comprobar si una de ellas ejerce un efecto
en el comportamiento de la otra es necesario aplicar un disefio experimental en bloques completos
al azar, en nuestro trabajo comprobamos que la variable tiempo de exposicién influye en la actividad
larvicida del Bti (Tabla 5), tal como lo reporta en su investigacion Chandrashekhar et al., (2014) a
mayor tiempo de exposicion el porcentaje de mortalidad larval es alta, llegando al 100% a las 24
horas.
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En la Tabla 6, se observa que el porcentaje promedio de mortalidad de larvas de A. aegypti a la
aplicacion de B. bassiana se da a partir de los 4 dias y esta en relacién directa al tiempo y a la
concentracion, pues a mayor tiempo de exposicion a las concentraciones aumenta la mortalidad de
larvas de A. aegypti, resultados similares a los obtenidos por Miranpuri y Khachatourians, (1991),
guienes encontraron una gran efectividad de B. bassiana, contra este insecto. Esta efectividad se
debe a los conidios de B. bassiana pues estos son retenidos por contacto en la superficie de la
cuticula hasta formar los tubulos germinales que facilitan la diseminacion del hongo a través del
hemocele (Deshpande, 1999), alterando sus funciones fisiolégicas, asi como, el deterioro de sus
6rganos hasta producirle paralisis y finalmente la muerte en un lapso entre 4 y 12 dias (Ishii et al.,
2015), corroborando los resultados obtenidos, encontrdndose dentro de los limites establecidos del
tiempo de mortalidad.

La dosis letal media (DLso) y méxima (DLoo) de B. bassiana sobre las larvas del Il estadio de A.
aegypti (Tabla 7) para cada uno de los tiempos establecidos evidencia que a mayor tiempo de
exposicién a las diferentes concentraciones de B. bassiana menor es la dosis letal media (DLso) y
maxima (DLoo), resultados similares a los de Daniel et al., (2017) quien reporta un (DLso) de 29,177
ppm a las 24 horas mientras que a las 48 horas determina una (DLgo) de 1,2309 ppm. Se determiné
las dosis letales medias (DLso) y dosis letales al 90% (DLgo) a diferentes tiempos de exposicion, las
cuales fueron de 1,34E+10 y 1,29E+11 conidios/mL respectivamente y a las doce horas la (DLso) y
(DLgo) fueron de 1,31E+08 y 7,23E+08 conidios/mL, resultados que demuestran que las larvas de A.
aegypti son susceptibles a la accion de los conidios, resultados similares con Alcalde et al., (2014)
quien reporta una disminucion de las dosis letales a mayor tiempo de exposicion.

De los resultados obtenidos para B. bassiana se observa que el nimero de larvas muertas de A.
aegypti va incrementando hasta el sexto tratamiento en cada repeticion y dentro de cada
concentraciéon, este comportamiento variado en sus promedios fue confirmado por el analisis de
varianza donde se determind la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla
8), ante ello se aplico la prueba de comparacién de promedios de Duncan (Tabla 9). Segun el Analisis
de Varianza en bloques realizados para B. bassiana (Tablas 10), muestran que el nivel de variacién
tiempo afecta el comportamiento de los tratamientos, puesto que este es un ser vivo parasito
facultativo cuyo proceso infectivo de las esporas pasa por cuatro etapas que se completan en un
lapso de 4 a 12 dias hasta que se produce la muerte del hospedero (Kuoassi, 2001), por lo tanto el
efecto que producen los conidios de B. bassiana depende del tiempo que transcurra, asi como
también de la concentracion y de la cepa utilizada.

El cultivo de B. bassiana Uchisa-Per(, utilizada en esta investigacion es normalmente empleada para
matar especimenes del orden lepiddptera, y al ser probada sobre larvas de A. aegypti mostrd ser un
excelente larvicida, aun cuando el cultivo utilizado no es especifico para especies del orden diptera.
Esto corrobora los resultados reportados por Maniania y Fargues (1984); Feng y Jhonson (1990),
quienes encontraron que la especificidad de los aislados de hongos (Hyphomycetes)
entomopatégenos no es estrecha y que el insecto hospedero de origen, no tiene influencia
significativa con la virulencia, en este grupo de hongos.

Existen varios factores que regulan la virulencia en un hongo entomopatogeno, la germinacion, el
equipo enzimatico, la capacidad de penetracion y el de vencer los mecanismos de resistencia, por
parte de los hemocitos del insecto, asi como la produccién de metabolitos toxicos, son algunos de
ellos (Pelizza et al., 2020). Del mismo modo por parte del insecto, la especie, la raza, momento de
su ciclo biolégico, estado fisiologico y algunos factores fisicos como la temperatura y la humedad
relativa, modifican la expresion de la virulencia (Maniania y Fargues, 1984). Por lo tanto, B. bassiana
requiere de una temperatura optima para su crecimiento de 27+2 °C y de una humedad relativa de
80% + 2, factores que podrian afectar la expresion de su virulencia.
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En la presente investigacion los resultados obtenidos, evidencian el alto potencial el uso de
entomopatdégenos, para el control de A. aegypti, siendo una alternativa para implementar en la lucha
contra los vectores e ir reemplazando a los insecticidas quimicos que alteran y permanecen en el
medio ambiente, sobre todo porque algunos insectos han desarrollado resistencia. Por lo tanto, se
propone el uso tanto (Bti) y B. bassiana como una alternativa al control de A. aegypti, principal
transmisor de dengue en la provincia de Trujillo.

5. CONCLUSIONES

Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis y B. bassiana present6 una alta actividad larvicida sobre
A. aegypti bajo condiciones de laboratorio.

La mas alta concentracion (esp/mL) de B. thuringiensis H-14 var. israelensis presentd un mayor
porcentaje de mortalidad de larvas del Ill estadio de A. aegypti en el menor tiempo de exposicion.
La mas alta concentracion (conidios/mL) de B. bassiana presenté un mayor porcentaje de mortalidad
de larvas del 1l estadio de A. aegypti en el menor tiempo de exposicion.
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