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Resumen

Dercapo Pucnr N. 2005. Factores que afectan la eficacia y persistencia de Bacillus thuringiensis var. israelensis sobre Anopheles
aguasalis Curry (Diptera: Culicidae), vector de malaria en Venezuela. ENTomoTROPICA 20(3): 213-233.

Se evaluaron en condiciones de laboratorio, la eficacia y persistencia de cuatro formulaciones comerciales de Bacillus
thuringiensis var. israelensis contra Anopheles aquasalis. Las formulaciones fueron: Vectobac-G (0,2 %, Abbott), Vectobac-
AS (0,6 %, Abbott), Teknar (1,6 % , Zéneca) y una formulacién experimental microencapsulada M-Bti(0,1 %, J. Margalit,
Harvard Univ.). La formulacién Microencapsulada requirié de las menores CL, y CL,, (0,006 y 0,05 ppm, respectivamente),
y Vectobac-G requirié la mayor CL,; (0,48 ppm) y CL,, (4,8 ppm) para larvas de cuarto instar temprano de An. aguasalis.
Sin embargo el TL, fue menor para Vectobac-G (3,7 h) y la formulacién Microencapsulada requirié del mayor TL, (6,7
h). El incremento en la densidad larval y la edad de las larvas redujo la eficacia del M-Bti, mientras que Teknar fue la
formulacién menos afectada por la densidad larval, la edad de las larvas, el tipo de agua y la radiacién solar. Estos resultados
sugieren la necesidad de evaluar el efecto de factores extrinsecos e intrinsecos a las formulaciones de Bti, con la finalidad de
utilizar aquellas que sean las mds eficaces, en funcién de las caracteristicas del criadero y de la especie a controlar.

Palabras clave adicionales: Control Biolégico, Control de vectores, formulaciones, mosquitos.

Abstract

Dercapo Puchr N. 2005. Factors affecting the efficency and persistance of Bacillus thuringiensis var. israelensis on Anopheles
aquasalis Curry (Diptera: Culicidae), a malaria vector in Venezuela. ExNTomoTRrOPICA 20(3): 213-233.

'The efficacy and persistence of four commercial formulations of Bacillus thuringiensis var. israelensis against early fourth instar
larvae of Anopheles aquasalis, were evaluated in laboratory conditions. The formulations were: Vectobac-G (0.2%, Abbott),
Vectobac-AS (0.6%, Abbott), Teknar (1.6%, Zéneca) and an experimental microencapsulated formulation M-Bti (0,1%, J.
Margalit, Harvard Univ.). The microencapsulated formulation required the smallest LC, and LC,; (0.006 and 0.05 ppm,
respectively); Vectobac-G required the largest LC, and LC,, for fourth instar larvae of An. aguasalis (0.48 ppm and 4.8
ppm, respectively). However, LT, | was shortest for Vectobac-G (3.7 h) and the longest for M-Bti (6.7 h). Increment of
larval density and larval age reduced the M-Bti efficacy. Teknar was the formulation least affected by larval density, larval
age, water type, and sunlight radiation. These results suggest the need to evaluate the effect of extrinsic and intrinsic factors
on Bti formulations, in order to use those formulations most effective, according to breeding sites characteristics and species
to be controlled.

Additional key words: Biological Control, formulations, mosquitoes, vector control.

Introduccidn de Barjac, es altamente especifico para larvas de
culicidos y simulidos vectores de enfermedades

Bacillus thuringiensis var. israelensis serotipo H-14
g P endémicas como el dengue, la fiebre amarilla, la
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malaria y la oncocercosis. La alta especificidad de
esta bacteria garantiza la integridad de la fauna
de los criaderos, lo cual no siempre sucede con la
aplicacién de insecticidas quimicos.

Bacillus thuringiensis var. israelensis fue aislado por
primera vez por Goldberg y Margalit (1977) de
sedimento de lagunas, mostrando una considerable
actividad larvicida contra especies de mosquitos.
Posteriormente, de Barjac (1978), reconocié a
este patégeno como un nuevo serotipo (H-14) de
Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti). Durante
la esporulacién, esta bacteria gram-positiva,
produce cristales proteicos conocidos como cuerpos
paraesporales constituidos por d-endotoxinas
(Margalit 1989). La bacteria, al estar suspendida
en el agua es ingerida por la larva durante el
proceso de alimentacién. En Anopheles spp., este
proceso se produce casi exclusivamente mediante
la filtracién de alimentos o particulas suspendidas
en la superficie del agua (Jones 1960, Dahl 1988),
por lo que la eficacia o el efecto letal de la toxina
bacterial sobre la larva dependerd bdsicamente
de la cantidad de toxina ingerida en un tiempo

determinado (WHO 1989).

Estudios sobre el modo de accién de la bacteria,
revelan que el 6rgano de ataque primario es el
epitelio del intestino medio, donde los sistemas
enzimdticos (proteasas), favorecidos por las
condiciones altamente alcalinas, transforman
la protoxina en toxina verdadera (Lacey 1985);
esto provoca una hipertrofia y alteracién de la
integridad de la membrana plasmdtica con la
consecuente lisis de las células que conforman
el tejido epitelial (Margalit 1989). Estudios
histopatolégicos demuestran que la accién del Bti
provoca inicialmente una hipertrofia de las células
del epitelio y vacuolizan el citoplasma; al continuar
la patogénesis, se produce la lisis de las células y la
desintegracién completa de la monocapa epitelial,
ruptura de la membrana peritréfica y dispersién
del contenido del estémago en el lumen del insecto

(Lahkim-Tsror et al. 1983).

Las inclusiones paraesporales del Bti contienen
al menos cuatro proteinas (toxinas) diferentes,
denominadas CryIVA, CryIVB, CryIVD y CytA,
las cuales poseen toxicidad diferencial sobre varias
especiesde mosquitos (Gilletal.1992). Estas toxinas
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son activadas por proteasas presentes en el intestino
medio (tripsina, quimiotripsina y termolisinas)
(Gill 1995), importantes en la digestion del
material vegetal y los microorganismos ingeridos
por la larva (Jones 1960). Por efecto de la accién
de las proteasas, la toxina queda fragmentada en
dos partes: un fragmento estructural conformado
por la regién C-terminal y un fragmento activo
constituido por la regién N-terminal de la toxina.
Este ultimo a su vez, posee dos regiones o dominios
(“domain”); el primero tiene que ver con el enlace
ala célula receptora y el segundo dominio posee la
actividad téxica (Gill et al. 1992, Gill 1995).

Una vez que la toxina es activada, ésta compite
por enlazarse a la proteina receptora de las
células columnares que conforman el epitelio del
intestino medio. El éxito de enlace, dependera
en gran parte del grado de afinidad y nimero de
receptores presentes en las células. Asi, diferentes
tipos de toxinas se enlazan con diferentes tipos de
receptores. Luego de la insercién, las moléculas
de la toxina se oligomerizan en la bicapa lipidica
de la membrana; a consecuencia de esto, se forma
un poro que permite el paso de iones y pequefias
moléculas, lo cual provoca el desbalance osmético

de las células columnares (Gill et al 1992, Gill
1995).

Este modelo, explica el modo de accién de bacterias
téxicas a larvas de Lepidoptera, como Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Btk). Por su parte,
Chilcott et al. (1990) sefialan que muchos procesos
del mecanismo de accién del Bti todavia no estin
claros, pero coinciden con Gill et al. (1992) y Gill
(1995), en que debe producirse un enlace inicial de
la toxina con la célula receptora, la oligomerizacién
de la toxina en la bicapa lipidica de la membrana
y la consecuente formacién del poro por el cual
se producird el desbalance osmético y la muerte
posterior de larva.

Ademis del grado de afinidad de la toxina con los
receptores y del nimero de éstos presentes en el
tejido epitelial, la toxicidad de la bacteria depende
de la accién sinergista entre las diferentes toxinas
que se encuentran en el cristal (Wu y Chang
1985). Asi, la presencia de las cuatro endotoxinas
es esencial para la toxicidad de la bacteria, ya que
estadios recientes han demostrado que la toxicidad
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del cristal intacto es mayor que la suma de la

toxicidad de cada toxina actuando individualmente
(Tabashink 1992).

La eficacia potencial del Bti depende ademas de
factores ambientales, de factores intrinsecos de la
especie a controlar y de la formulacién en la cual
se presente la bacteria. Dentro de los factores
ambientales que afectan la eficacia del Bti estin
la temperatura (Panbangred et al. 1979, Ignoffo
et al. 1981; Wraight et al. 1981), la radiacién solar
(Mulla 1990, Mulla et al. 1990, Becker et al. 1992)
y el pH del agua (Ignoffo et al. 1981, Margalit
1985). Igualmente, el comportamiento alimentario
de las larvas puede afectar la eficacia potencial del
Bti. Dicho comportamiento varia entre géneros
y aun entre especies, encontrindose que la baja
acumulacién de toxina observada en Anopheles
con respecto a larvas de los géneros Culex y Aedes,
quizds se deba a otros factores como selecciéon
ingestiva, eficacia del filtrado u otras caracteristicas
del comportamiento alimentario (Ramoska y
Pacey 1979, Ramoska y Hopkins 1981, Aly 1983,
Kawhaled et al. 1988, 1989). Asi mismo, el efecto
del contenido de materia orgdnica, la composicién
del sedimento y la turbidez, han sido sefialados
como factores que reducen la eficacia y persistencia
del Bti (Ramoska et al. 1982, Van Essen y Hembree
1982, Perich et al. 1989).

Una de las desventajas de la incorporacién
de insecticidas biol6gicos para el control de
insectos vectores, es la baja persistencia que
presentan las formulaciones al ser evaluadas en
el campo, probablemente debido a una alta tasa
de sedimentacién de las particulas téxicas. La
mayoria de las formulaciones desarrolladas se
presentan en forma de granulos, suspensién acuosa
o polvo mojable; sin embargo, buena parte de las
investigaciones que se realizan actualmente se han
orientado hacia el desarrollo y evaluacién de nuevas
formulaciones con mayor flotabilidad, a fin de
mantener por largos periodos el ingrediente activo
del Bti en las zonas de alimentacién primaria de las

larvas (Cheung y Hammock 1985, Aly et al. 1987,
Mullen y Hinkle 1988, WHO 1989).

A este respecto, se han tratado de desarrollar
formulaciones microencapsuladas que
aparentemente  aumentarian la eficacia del
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Bti sobre larvas del género Anogpheles (Margalit et
al. 1984); sin embargo Mulla (1990) sefiala que se
necesitan muchos estudios de laboratorio y campo
a fin de obtener la informacién necesaria para
mejorar y optimizar dichas formulaciones y obtener
un alto nivel de actividad contra este género.

A nivel mundial el Bti ha sido utilizado con
muy buenos resultados en Asia, Africa, Europa
y Estados Unidos para controlar poblaciones de
culicidos de importancia médica, pero es en las
ultimas décadas que algunos paises de Centro y Sur
América han comenzado a realizar investigaciones
de este tipo, como México, Colombia, Brasil y
Perta. En Venezuela, las primeras evaluaciones de
Bti sobre Culicidae fueron realizadas por Molina
(1985), Saume (1986) y Saume y Hernindez
(1990). Posteriormente Delgado et al. (1998),
realizaron evaluaciones en condiciones de campo.
Mis recientemente, Gémez (2001) y Herrera et al.
(2003), evaluaron el efecto de la salinidad sobre la
eficacia del Bti contra An. aquasalis en condiciones
de laboratorio. Sin embargo, otras variables que
pueden afectar la eficacia y persistencia de estas
formulaciones no han sido evaluadas, tales como
edad de las larvas, densidad larval, tipo de agua,
radiacién solar, tiempo de preparacién de las
soluciones, etc., En vista de ello, en el presente
trabajo se presentan los resultados de la evaluacién
en condiciones de laboratorio, del efecto de las
variables antes mencionadas sobre la efectividad de
tres formulaciones comerciales de Bti (granulada
y suspensiéon acuosa) y de una formulacién
microencapsulada  experimental, contra An.
aquasalis, principal vector de malaria en el estado
Sucre (Venezuela).

Materiales y Métodos

Los experimentos fueron realizados en el
Laboratorio para Estudios sobre Malaria, adscrito
al Instituto de Altos Estudios en Salud (MSDS),
en Maracay, estado Aragua. Las condiciones
ambientales para la cria de larvas y para todos los
bioensayos fueron: 30,2 + 2,5 °C, 75,0 + 10,0 %
HR y fotoperiodo de 12:12 h.

Se utilizaron larvas de An. aquasalis de 4to instar

temprano (entre 0 - 16 h después de la muda),
las cuales se obtuvieron de la cria de progenie
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de hembras capturadas en el campo (Cafio Rico,
adyacente al Lago de Valencia, a 30 km de la
ciudad de Maracay). Para la cria de larvas y la
preparacién de las soluciones se utilizé agua de
tuberia reposada en estanques, ya que con agua
destilada se obtuvieron altos valores de mortalidad
durante la cria de An. aquasalis (Delgado 1998); el
alimento suministrado fue una mezcla de Ictiosan®
(alimento para peces, 55,0 %), levadura (15,0 %),
avena (7,5 %), germen de trigo (7,5 %) e higado
molido (15,0 %) (J Gonzilez, com pers).

Las formulaciones evaluadas fueron:
Microencapsolado Experimental al 0,1% (]J.
Margalit y E. Zomer, Escuela de Salud Publica -
Universidad de Harvard), Vectobac-G (granulado,
al 0,2 %) (Abbott), Vectobac-AS (suspensién acuosa
al 0,6%) (Abbott) y Teknar (suspensién acuosa, al
1,6 %) (Zéneca). La formulacién Vectobac-AS
no se evalué en todos los bioensayos debido a que
para el momento en que éstos se realizaron, no se
disponia atun del producto.

Estimacion de las CL,  y CL,.. Se realizaron
diluciones seriadas para obtener un minimo de cinco
concentraciones por producto, a fin de garantizar al
menos dos concentraciones por encima y dos por
debajo dela CL, . Se prepararon cuatro repeticiones
por concentracion, por producto, con sus respectivos
controles; se emplearon vasos plisticos de 500 ml,
colocindose en cada uno 25 larvas de temprano
4to instar, en un volumen final de solucién de 100
ml. La mortalidad fue observada a las 24 y 48 h de
exposicién, la cual fue corregida con la mortalidad
del control en los casos en que ésta excedié del 5 %,

segun la férmula de Abbott (1925):

9% Mortalidad corregida = (X - Y / X) x 100, donde

X = Porcentaje de larvas vivas en el control

Y = Porcentaje de larvas vivas en el tratamiento.

Estebioensayo serepitié en tres ocasiones diferentes,
con intervalo de un mes entre cada uno a fin de
corregir las posibles variaciones que por efecto de
la manipulacién y el método de cria de larvas, se
pudieran producir (Mulla 1990). Los porcentajes
de mortalidad obtenidos fueron sometidos al

andlisis Probit (Finney 1971), utilizando el Probit
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Analysis Program (Raymond 1985). Se calculé la
relacién CL,./CL,, a fin de conocer cudntas veces
es necesario incrementar la CL, para obtener
la CL,, lo cual se utiliza como un indicativo de
la eficiencia de la formulacién sobre la especie a
evaluar (Lacey y Singer 1982).

Los porcentajes de mortalidad obtenidos fueron
transformados a arcoseno (Vmortalidad/100) a
fin de normalizar los datos y aplicar las pruebas
estadisticas paramétricas correspondientes. Para
verificar la normalidad de los datos transformados,
se aplicé la prueba de Wilk y Shapiro mediante
el paquete estadistico Statistix a un nivel de

confiabilidad del 5 % (Steel y Torrie 1960).
Estimacién de los TL_ y TL,.. Se aplicé la CL,,

estimada previamente para cada formulacién,
colocindose 25 larvas de temprano 4to instar en
100 ml de solucién. Cada tratamiento se repitié
por cuadruplicado mds el respectivo control,
observindose el porcentaje de mortalidad después
de 1,3,5,15,20 y 24 h de exposicién. Los tiempos
letales 50 y 95 fueron calculados a partir de la
regresién: log tiempo exposicién - % mortalidad;
la significancia de dicha regresién se determiné
mediante la prueba de Ji-Cuadrado (P< 0,05),
siguiendo el método del andlisis Probit utilizado
previamente a través del Probit Analysis Program

(Finney 1971, Raymond 1985).

En los bioensayos siguientes, se utilizé la CL,,
de cada formulacién y se aplicé el mismo disefio
experimental sefalado anteriormente: 25 larvas de
temprano 4to instar (0-16 h de edad) en 100 ml de
solucién, cuatro repeticiones por tratamiento mds
el respectivo control. Se aplicé alimento en todos
los bioensayos.

Efecto de la interrupcion en el tiempo de
exposicion sobre la eficacia. Larvas de temprano
4to instar fueron mantenidas en solucién con
dosis igual a la CL,, de cada producto durante 1,
3 y 5 horas. Transcurrido este tiempo, las larvas
sobrevivientes fueron colocadas cuidadosamente
en un tul y lavadas con agua destilada, para
posteriormente ser colocadas en envases con 100
ml de agua de estanque mds alimento. Se observé
mortalidad a las 24 y 48 h de ser colocadas en
agua limpia. Para determinar diferencias en la
sobrevivencia por efecto de diferentes tiempos de
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exposicién, se realizé6 un ANOVA vy la prueba de
comparaciones multiples de Duncan a un nivel de
significancia del 5 % (Sokal y Rohlf 1979, Steel
y Torrie 1960), mediante el paquete estadistico
Statistix 7 for Windows (Analytical Software
2000).

Efecto de la duracién del 4to. instar sobre la
eficacia. Se evalué la eficacia del Microencapsulado,
Vectobac-G y Teknar, sobre larvas de temprano 4to
instar (edad entre 0y 16 horas) y sobre larvas de 4to
instar tardio (edad entre 20 y 30 horas después de
la muda). Se establecieron cuatro repeticiones por
edad, por formulacién mds el control, estimdndose
el porcentaje de mortalidad a las 24 y 48 h post-
tratamiento. Para determinar el efecto de la edad
de las larvas sobre la eficacia de cada formulacién se
aplicé una Prueba t de Student por formulacién, por
tiempo de exposicién, con un nivel de significancia

del 5 % (Sokal y Rohlf, 1979).

Actividad larvicida en el tiempo (persistencia)
en condiciones de laboratorio. Se evalué la
persistencia del Microencapsulado, Vectobac-G
y Teknar. Se prepararon dos tipos de soluciones:
Una filtrada 1 h después de preparada (soluciéon
A) y otra que se mantuvo sin filtrar durante el
periodo de reposo correspondiente (solucién B). Es
importante aclarar que en los demds bioensayos las
soluciones siempre fueron preparadas al momento
y agitadas fuertemente durante 5 min, pero no
filtradas. Se estimd, a las 24 h post-tratamiento, el
porcentaje de mortalidad obtenido con soluciones
mantenidas en reposo durante 0, 1, 2, 5, 15 dias.
Estos valores fueron transformados a arcoseno(\/p)
y analizados mediante una ANOVA de tres vias.
Se aplicé la prueba de Comparaciones Multiples
de Duncan con un nivel de significancia del 5 %.

(Sokal y Rolhf 1979).

Efecto de la presencia de alimento sobre la
eficacia. Por cada formulacién (Microencapsulado,
Vectobac-G y Teknar), y a la CL, y CL, se
prepararon ocho envases, cada uno con 20 larvas de
temprano 4° instar y 100 ml de solucién. Cuatro
de las ocho repeticiones no recibieron alimento.
Se prepararon ocho grupos testigo (sin Bti), cuatro
con alimento y cuatro sin alimento. Se determiné
el porcentaje de mortalidad a las 0.5, 1, 3, 5, 10,
15 y 24 h postratamiento. Se estimé el efecto
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de la presencia de alimento sobre los TL, por
concentracién. La determinacién de los tiempos
letales se realiz6 mediante el andlisis de regresién
Log Tiempo - % mortalidad, utilizando el Probit
Analysis Program (Raymond 1985). Las diferencias
entre los Tiempos Letales se consideraron como
significativas en los casos en los que no se observé
solapamiento entre los Limites de Confianza
calculados al 95 % (Lacey y Singer 1982).

Efecto delavariacién en la densidad de las larvas
sobre la eficacia. Las formulaciones evaluadas
tueron Microencapsulado, Vectobac-G , Vectobac-
AS y Teknar. La estimacién de las CL, y CL,,
se realizé en funcién de 20 larvas por envase, en
una superficie de 95,0 cm?, es decir, utilizando
una densidad de 0,21 larvas/cm?. En este ensayo
se emplearon por formulacién, 20, 25, 30, 40 y
50 larvas por envase, a fin de obtener densidades
entre 0,21 y 0,53 larvas/cm?. La mortalidad fue
observada a las 24 y 48 h post-tratamiento. El
efecto de la densidad de las larvas sobre la eficacia
por producto, se estimé mediante un ANOVA de
dos vias y la prueba de comparaciones multiples

de Duncan a un nivel de confiabilidad del 95 %
(Sokal y Rolhf 1979).

Efecto del tipo de agua sobre la eficacia. Los
tipos de agua utilizados fueron: destilada, tuberia,
estanque y de criadero (Cafo Rico, estado
Aragua), a los cuales se les realizé un anilisis
tisico-quimico: salinidad, pH, CO,, alcalinidad,
dureza total y oxigeno disuelto (Kit Standard La
Motte, La Motte Chemical Products Company,
Chestertown-Maryland).  Para  realizar  los
bioensayos, se utilizaron dos concentraciones por
formulacién (CL,, y CL,), determinindose la
mortalidad a las 24 h. Se aplicé un analisis factorial
3x4x2,y la prueba de comparaciones multiples de
Duncan (P<0,05) para establecer las diferencias
entre medias. (Steel y Tome 1960, Sokal y Rohlf
1979).

Efecto de la radiacién solar sobre la eficacia.
Se evalué el efecto de la radiacién solar sobre la
eficacia del Microencapsulado, Vectobac-G y
Teknar, a la CL, y CL,.. Un grupo se mantuvo
expuesto a la radiacién solar durante 3 h (9:00 a
11:00 am) al igual que los testigos (sin Bti); otro
grupo se mantuvo a la sombra por igual periodo de
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tiempo. La temperatura del agua fue estimada antes
y después del tiempo de exposicion al sol. Luego de
este periodo, todos los envases fueron trasladados
al laboratorio, determindndose el porcentaje
de mortalidad 24 h después de suspendida la
exposicién. Para establecer el efecto de la radiacién
sobre la eficacia, se aplicé por formulacién y por
concentracién, una ANOVA de dos vias y la prueba
de comparaciones multiples de Duncan a un nivel

de confiabilidad del 95 % (Sokal y Rohlf 1979).

Resultados y Discusion
Estimacién de las CL, y CL,.. Los resultados del

Anilisis Probit muestran que el Microencapsulado
requirié de las menores CL, y CL, (0,006 y
0,05 ppm respectivamente), mientras que con
Vectobac-G se requirieron las mayores CL y
CL,, (0,48 y 4,8 ppm) (Cuadro 1). Al analizar
las pendientes de las rectas de regresién log
concentracién-unidades  probit  (Prueba de
Paralelismo, Raymond 1985), no se encontraron
diferencias significativas entre las pendientes
obtenidas para el Mlicroencapsulado (2,02 + 0,15) y
Vectobac-AS (1,87 +0,19) (P > 0,05). Sin embargo,
estas pendientes fueron significativamente mayores
(P < 0,05) que las estimadas para Vectobac-G
(1,55 £ 0,11) y Teknar (1,37 + 0,10). Esto indica
que las larvas tratadas con Microencapsulado
y Vectobac-AS presentaron una respuesta mds
homogénea al larvicida que se traduce en una
mayor eficiencia, ya que para alcanzar el 95 % de
mortalidad es necesario incrementar la CL, 6,7 y
7,7 veces respectivamente (Cuadro 1). Mientras
que con Vectobac-G y Teknar este mismo nivel de
mortalidad se puede alcanzar aumentando la CL
10,0 y 16,0 veces respectivamente (Cuadro 1).

Molina (1985) al evaluar Vectobac-G sobre larvas
de 4to instar de Ae. aegypti determiné menores CL, |
y CL,, (0,38 y 1,05 ppm respectivamente) que las
estimadas en este trabajo para An. aguasalis. Estos
resultados concuerdan con los sefialados por de
Barjacy Coz(1979), Tyrell et al. (1979), Mulla et al.
(1980) y Aly et al. (1988); estos dltimos concluyen
que las larvas de Anopheles sp. necesitan dosis de
Bti 30 6 40 veces mis altas que las suministradas a
Culex o Aedes debido a que la zona de alimentacién
primaria de Anopheles se encuentra bsicamente en

218

la superficie del agua, mientras que Culex y Aedes se
alimentan en toda la columna de agua.

Estimacion de los Tiempos Letales. Debido a que
la concentracién utilizada en este bioensayo fue la
CL,, de cada formulacién, a las 24 h de exposicién
el porcentaje de mortalidad provocado por cada
una, se corresponde con el nivel esperado (95 %)
(Cuadro 2). Los resultados de la regresion lineal
tiempo de exposicién - % mortalidad, indicaron que
bajo las condiciones del bioensayo descritas y a una
concentracion igual a la CL,, el Microencapsulado
y Vectobac-AS producen el 50% de mortalidad a
las 6,7 y 7,2 h de exposicién continua, mientras
que el TL,  de Vectobac-G y Teknar fue de 3,7
y 4,2 h respectivamente. Ambos valores fueron
menores que los estimados para Microencapsulado

y Vectobac-AS (Cuadro 2).

Efecto de la interrupcion en el tiempo de
exposicion sobre la eficacia. Mediante este ensayo,
se pretendié simular el efecto de la disminucién de
la concentracién de bacteria o de la eliminacién
total de ésta, poco tiempo después de haber sido
aplicado el producto, lo cual pudiera ser causado en
condiciones naturales poralgunavariable ambiental,
como la lluvia. Asi, en el Cuadro 3 se presentan,
el ndmero promedio de larvas sobrevivientes
después de 1, 3 y 5 h de exposicién continua y
el porcentaje de estas larvas que murieron 24 h
después de ser retiradas del tratamiento con Bti.
A pesar que después de 1 h de exposicién el 100 %
de las larvas sobrevivieron a los cuatro productos,
se observé mortalidad en éstas, 24 h después de
haber sido colocadas en agua limpia. Después
de 1 h de exposicién a la CL,, de Vectobac-G y
Teknar, se observé 51,7 + 2,9 y 55,0 = 8,1 % de
mortalidad respectivamente, 24 h después de haber
sido suspendido el tratamiento (Cuadro 3); este
mismo tiempo de exposicién al Microencapsulado

y Vectobac-AS produjo una menor mortalidad
(25,0 13,2 %y 30,0 + 8,6% ; P<0,05).

Después de 3 h de exposicién, el nimero de larvas
sobrevivientes a Vectobac-G (13,0 + 1,7) y Teknar
(12,7 +1,2) fue similar y menor al nimero de larvas
que sobrevivieron al Microencapsulado (15,7 *
0,6) y Vectobac-AS (19,0 + 1,0) (P<0,05), lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en el para
estimar tiempos letales. A pesar de que a las 3 h
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Cuadro 1. Anilisis Probit para cuatro formulaciones de Bacillus thuringiensis var. israelensis evaluadas sobre larvas de
cuarto instar temprano de Anopheles aquasalis (Finney 1971, Raymond 1985).

Formulacién

Pard
ardmetros Microencapsulado Vectobac-AS Vectobac-G Teknar

Pendiente + D.S. * 2,02 +0,15a 1,87 £0,19 a 1,55+0,11b 1,37+0,10b
CL,, (ppm) 0,006 0,013 0,48 0,10
Lim. Conf. 95 % 0,005 — 0,007 0,011 -0,014 0,41 -0,54 0,07-0,11
CL,, (ppm) 0,05 0,10 4,80 1,60
Lim. Conf. 95 % 0,03 - 0,06 0,08 -0,13 4,10-8,10 1,00 - 2,10
Eficiencia (CL,, /CL, ) 6,7 7,7 10,0 16,0

* Pendientes con letras iguales no difieren significativamente (P>0,05). Prueba de Paralelismo (Raymond 1985).

Cuadro 2. Estimacién de los Tiempos Letales para cuatro formulaciones de Bacillus thuringiensis var. israelensis evaluadas

sobre larvas de cuarto instar temprano de Anopheles aquasalis. Concentracién equivalente a la CL,; de cada formulacién
(Finney 1971, Raymond 1985).

Formulacidén

Parimetros

Microencapsulado Vectobac-AS Vectobac-G Teknar
Pendiente + D.S.* 2,63+0,12b 3,03+0,14a 1,83 £0,13 ¢ 2,61+0,07b
TL,, (h) 67 72 3,7 41
Lim. Conf. 95 % 6,1-72 6,6 —7,6 3,1-42 3,6 -4,6
TL,, (h) 28,1 25,1 29,1 17,5
Lim. Conf. 95 % 247 -32,6 22,4-28,6 23,9-37,5 143 -22,7
Eficiencia (CL,. /CL, ) 4.2 3,5 8,0 4,3

* Pendientes con letras iguales no difieren significativamente (P>0,05). Prueba de Paralelismo (Raymond 1985).

de exposicién no hubo diferencias en el nimero AS, no se observaron diferencias en el nimero de
de larvas que sobrevivieron al tratamiento con larvas que sobrevivieron a 1 6 3 h de exposicion;
Vectobac-G y Teknar (Cuadro 3), 24 h después de sin embargo, a las 24 h después de suspendido el
ser retiradas del tratamiento se observé un mayor tratamiento, el porcentaje de mortalidad fue mayor
porcentaje de mortalidad en larvas tratadas con en las larvas expuestas al Bti durante 3 h (Cuadro

Teknar (98,3 + 2,9 %) con respecto a la mortalidad 3).

de larvas tratadas con Vectobac-G (85,0 + 0,0 %) A las 5 h de exposicién, el promedio de larvas
(P<0,05). El porcentaje de mortalidad de larvas sobrevivientes al tratamiento con Teknar
trzftadas‘ cor} M1c/roenca1?sulado.f1‘1€ 66,7 %, lo cual y Vectobac-G  (63%12 y 6,32,1)
evidencia ain mds su baja efectividad con respecto
a las otras dos formulaciones, ya que este porcentaje

fue
significativamente menor al nimero de larvas que
sobrevivieron al tratamiento con Microencapsulado

fue calculado en base a un mayor nimero de larvas (13,0 £ 1,7) y Vectobac-AS (13,0 + 1,7 ; P<0,05);
sobrevivientes (Cuadro 3).Conrespectoa Vectobac- obs;,rvén(’iose, a las 24 h, 100 % de rr’lortalidad’
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Cuadro 3. Efecto de la interrupcién en el tiempo de exposicién de cuatro formulaciones de Bacillus thuringiensis var.

israelensis contra larvas de cuarto instar temprano de Anopheles aquasalis. CL, de cada formulacién.

Tiempo Méximo de Formulacién Larvas sobrevivientes Mortalidad (%)
Exposicién (h) (Total=20/repeticién) Instantinea 24 h

Microencapsulado 20,0+0,0a 0,0+0,0d 250+132f
Vectobac-G 20,0+0,0a 0,0+0,0d 51,7+ 29e

1.0 Vectobac-AS 20,0+0,0a 0,0+0,0d 30,0+ 8,6 f
Teknar 20,0+£0,0a 0,0+0,0d 55,0+8,1e
Control 20,0+0,0a 0,0+0,0d 00£0,0g
Microencapsulado 15,7+0,6 b 23,3+29c¢ 66,7 +16,1d
Vectobac-G 13,0+ 1,7 c 35,0+8,7b 85,0+ 0,0 c

3.0 Vectobac-AS 19,0+1,0a 50+5,0d 58,3 +15,3 de
Teknar 12,7+12¢ 36,7+58b 98,3+£29a
Control 20,0+0,0a 0,0+0,0d 1,7+29¢g
Microencapsulado 13,0+ 1,7 ¢ 350+89b 66,7 + 15,3 de
Vectobac-G 6,3+12d 68,3562 100,0 £ 0,0 a

5.0 Vectobac-AS 13,0+ 1,7 ¢ 350+8,7b 91,7+7,6b
Teknar 6,3+21d 68,3+10,4a 98,3+29a
Control 20,0 0,0 a 0,0+0,0d 00+0,0g

Promedios = D.S. con base a cuatro repeticiones, por formulacién y tiempo de exposicién. Valores dentro de cada columna con letras iguales, no
difieren significativamente. (P>0,05). Prueba de Comparaciones Multiples de Duncan).

en las larvas tratadas con Vectobac-G y 98,3
% de mortalidad en las tratadas con Teknar. El
tratamiento con Microencapsulado provocé 66,7 +
15,3 % de mortalidad a las 24 h. La sobrevivencia
de larvas tratadas con Vectobac-AS fue similar a la
observada con el Microencapsulado ; sin embargo,
el porcentaje de mortalidad observado a las 24 h
en larvas expuestas durante 5 h fue mayor que el
provocado por el Microencapsulado (98,3 + 2,9 )
(Cuadro 3).

Como puede observarse, Teknar y Vectobac-G
a la CL,, requirieron un méximo de 3 h de
exposicion continua para provocar posteriormente
mis de 80 %, mientras que larvas tratadas con
Microencapsulado o Vectobac-AS necesitaron un
mayor tiempo de exposicién continua para lograr
altos porcentajes de mortalidad. Esta informacién
es de gran utilidad para fines pricticos, ya que es
importante conocer qué tan rdpido puede actuar
una formulacién al ser aplicada en el campo, sobre
todo si se sabe que el o los criaderos pudieran ser
inestables. Por otra parte, Aly et al. (1988), sefialan
quelatasa de ingestién juegaunimportante papelen
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la actividad y efectividad de las toxinas estomacales,
afadiendo ademds, que existen mecanismos de
defensa en los organismos atacados que eliminan
una cierta cantidad de toxina por unidad de tiempo
y mecanismos de autobalance que reparan cierta
cantidad de efectos dafiinos por unidad de tiempo.
Asi,una dosis de toxina dada (peso/larva), puede ser
letal si es ingerida rdpidamente, pero ser subletal si
es dividida en pequefias cantidades al ser ingerida
en un periodo de tiempo mds largo. Con base a
los resultados de este ensayo, podemos afirmar que
mis del 80 % de las larvas tratadas con Vectobac-G
y/o Teknar tuvieron una mayor tasa de ingestion
de toxina que las tratadas con Vectobac-As y/o
Microencapsulado.

Efecto de la duracién del 4to instar sobre la
eficacia. En el cuadro 4 se presentan los porcentajes
de mortalidad promedio de larvas de 4to instar
temprano (0-16 h) y tardio (20-30 h), obtenidos
después de 24 y 48 h de exposicién continua a
tres formulaciones de Bti (Microencapsulado,
Vectobac-G y Teknar). En ensayos previos, se
determiné que este instar es el mas prolongado de
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Cuadro 4. Efecto de la duracién del 4to instar de Anopheles aquasalis sobre la eficacia de tres formulaciones de Bacillus

thuringiensis var. israelensis

Edad Mortalidad (%)*
Formulacién
(horas) 24 h 48 h
0-16 90,0 + 8,2 ** 100,0 + 0,0 ™
Microencapsulado
20-30 66,3 + 4,5 81,3 +4,8
0-16 95,0 + 5,0 ** 100,0 + 0,0 **
Vectobac-G
20-30 50,0 + 13,2 93,3+5,8
0-16 97,3 +2,6™ 100,0 + 0,0 ™
Teknar
20-30 73,3+5,8 96,7 + 2,9
0-16 0,0+ 0,0 0,0 0,0
Control
20-30 1,3+2,8 1,3+2,8

Promedios * D:S con base a cuatro repeticiones por tratamiento

*“Diferencias altamente significativas entre edades (P<0,01), Student t Test (Sokal and Rolhf 1979).

todos, (3,8 + 0,9 dias a 30,0 + 2,5 °C) (Delgado
1998), observiandose que el periodo de pre-pupa
debe ser bastante corto ya que las larvas siguen
alimentindose pocos minutos antes de pupar,
lo cual asegura que el periodo de exposicién a la
bacteria no va a estar afectado por un prolongado
periodo de pre-pupa.

Debido a que la concentracién utilizada fue la
CL,, de cada formulacién, los porcentajes de
mortalidad observados en larvas de temprano 4to
instar (0-16 h) se corresponden con los esperados
para esa concentracién. A las 24 h de exposicién
en larvas de 20-30 horas, se observé una reduccion
altamente significativa en la mortalidad (P<0,01)
en los tres productos utilizados, con respecto a la
mortalidad en larvas de 0-16 h, bajando hasta el
66,3 +4,5 % en el caso de Microencapsulado, 50,0
+ 13,2 % para Vectobac-G y 73,3 + 5,8 % con
Teknar (Cuadro 4). A las 48 h, los porcentajes
de mortalidad observados en larvas de 20-30 h
son los esperados para la concentracién utilizada
(alrededor del 95 %), salvo el obtenido con el
Microencapsulado (81,3 4,8 %), el cual se mantuvo
significativamente inferior al observado en larvas
de 0 - 16 horas (100,0 = 0,0 %). Esto indica que las
larvas mas jévenes ingieren las particulas del agua a
una velocidad mayor que las larvas de 20-30 horas,
ya que a las 24 h de exposicién se puede observar
aproximadamente el 95 % de mortalidad en larvas
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de temprano 4to instar, mientras que para obtener
este nivel de mortalidad en larvas de 4to instar
tardio se necesitan 48 h de exposicién continua.

El efecto del instar sobre la eficacia del Bti ha sido
sefialado por otros autores, encontrindose siempre
unarelaciéninversa entre la edad yla susceptibilidad
de las larvas de culicidos al Bti. Igual relacién ha
sido senalada también para Bacillus sphaericus Neide
(Panbangred et al. 1979, Wraight et al. 1981, Mian
y Mulla 1983, Gharib y Hilsenoff, 1988). Rashed y
Mulla (1989) determinaron que existen diferencias
enlavelocidad deingestién de particulas entre larvas
de ler y 4to instar de An. albimanus Wiedemann,
y aseguran que la alta tasa de ingestién de los
instares jévenes probablemente contribuye a que
los primeros instares larvarios presenten una mayor
susceptibilidad a toxinas de bacterias estomacales.
Mediante este ensayo se evidencia que se pueden
producir diferentes niveles de mortalidad aun en
individuos del mismo instar, lo cual podria explicar
la alta variabilidad observada en algunas ocasiones,
en los promedios de los porcentajes de mortalidad
de los bioensayos realizados. De alli la necesidad
de asegurar utilizar larvas de 4to instar temprano
y no una mezcla de ella, al momento de realizar
bioensayos de evaluacién de susceptibilidad a
larvicidas que actien por ingestion.

Actividad larvicida en el tiempo (persistencia)
en condiciones de laboratorio. En el Cuadro 5,
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Cuadro 5. Actividad larvicida de tres formulaciones de Bacillus thuringiensis var. israelensis contra Anopheles aquasalis.
Soluciones filtradas y no filtradas a la CL,; de cada formulacién.

Mortalidad (%) + D.S

Tiempo de Reposo de la Solucién (dias)

Formulacién Solucién * 0 1 2 5 15

SF 86,3 +4,8b 30,0+9,1f 475+50e€ 475+50e 100,0+0,0 2
Microencapsulado

F 86,3+4,8b 31,3+63f 46,3 +11,0e 125+32¢ 288+33f

SF 96,3+4,8a 100,0 £ 0,0 a 97,5+2,82a 97,5+2,8a 97,5+5,0a
Vectobac-G

F 93,8+ 5,8 ab 83,8+25b 82,5+8,7b 92,5+ 6,1 ab 68,8+8,5d
Tek SF 90,0+ 6,0 b 96,3 +4,8a 91,3+ 8,5ab 91,5+ 8,5ab 78,5 +5,8 be

eknar
F 87,5+29b 85,7+6,5b 72,5+ 8,7 cd 73,8+32c 73,8+25¢c

* SF=Sin Filtrar; F=Filtrada. Promedios calculados con base a 6 repeticiones por formulacién y tratamiento. Promedios con letras iguales no
difieren significativamente. Prueba de Comparaciones Multiples de Duncan (P>0,05).

se observan los porcentajes de mortalidad a las 24
h de exposicién de larvas tratadas con la CL,, de
tres formulaciones de Bti filtradas y no filtradas y
mantenidas en reposo durante 0, 1,2, 5 y 15 dias.
La mortalidad producida por el Microencapsulado
se redujo significativamente en soluciones
filtradas y no filtradas con 1,2 y 5 dias de reposo,
observindose una tendencia similar y totalmente
irregular en ambos tratamientos (Cuadro 5).

En el tratamiento con Vectobac-G y Teknar, se
observé una reduccién significativa en la mortalidad
por efecto del tiempo y del filtrado, aunque este
efecto fue mayor en Teknar que en Vectobac-G. En
el tratamiento con Vectobac-G el tiempo de reposo
de la solucién no afecté la eficacia de la solucién
no filtrada, ya que no se observaron diferencias
significativas en los porcentajes de mortalidad. Las
soluciones no filtradas de Teknar produjeron altos
e iguales valores de mortalidad que los observados
para Vectobac-G, con soluciones de 0 hasta 5 dias
(90,0 — 96,3 %);

La tendencia en la respuesta de larvas tratadas con
soluciones no filtradas del Microencapsulado fue
diferente a la observada con Vectobac-G y Teknar.
Soluciones de 1,2 y 5 dias provocaron porcentajes
de mortalidad significativamente menores (entre
30,0 y 47,5 %), que los obtenidos con soluciones
de Vectobac-G y Teknar del mismo tiempo de
preparacién (Cuadro 5).
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En soluciones filtradas, Vectobac-G fue Ia
formulacién mds estable y persistente. El efecto
del filtrado se evidencié mds drasticamente
en la formulacién microencapsulada, ya que
los porcentajes de mortalidad obtenidos con
este tratamiento fueron siempre menores que
los observados con las soluciones filtradas de
Vectobac-G y Teknar. Es importante destacar
ademids, que independientemente del filtrado, la
formulacién microencapsulada presenté una baja
efectividad a las 24 y 48 h después de preparada,
en comparacién con la eficacia de Vectobac-G y
Teknar (Cuadro 5), lo cual podria sugerir que la
tasa de liberacién de la bacteria en esta formulacién
es rapida inicialmente (86,3 % de mortalidad con
soluciones de 0 dias de reposo), pero su efectividad
decae luego de las primeras 48 h después de
preparada la solucién.

Un aspecto que pudo afectar la persistencia del
Microencapsulado, fue el método de preparacién
de las soluciones. Estas fueron agitadas
fuertemente durante 5 min y luego mantenidas en
reposo hasta el momento del ensayo. Guillet et al.
(1985), han demostrado que el uso de agitadores
para preparar suspensiones acuosas de Bti puede
reducir la toxicidad del mismo, lo cual habia sido
sefialado previamente por Undeen y Lacey (1982).
Los resultados de Guillet et al. (1985) indican
la necesidad de evitar métodos de mezcla que
produzcan impacto mecdnico entre los cristales de
Bti. Aparentemente, el principal factor responsable
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Cuadro 6. Efecto de la presencia de alimento sobre la eficacia de tres formulaciones de Bacillus thuringiensis var. israelensis
contra Anopheles aquasalis (CL,, y CL, de cada formulacién).N=4 repeticiones por tratamiento

Mortalidad Acumulada (%)

Concentracién Tiempo (horas)

Formulacién Letal (ppm) Tratamiento 0,5 1,0 3,0 5,0 10,0 24,0
CL,,

C/A 0,0+0,0a 0,0+£0,0a 20,0+50b 36,4+52c 60,0+50d 93,8+3,0f
Microencapsulado 0,05 S/A 33+29a 33+29a 76,7+58de 78,5+32¢ 859+29f 100,0+0,0g

C/A 00+0,0a 33%29a 31,7+29c¢ 64,5+2,9d 757+6,1de100,0+0,0g
Vectobac-G 4,80 S/A 00+00a 33+29a 95000 950+00g 982+29g 100,0+0,0g

C/A 00+0,0a 00+00a 1,7+29a 685+51d775+6,0de 96,7+3,1¢
Teknar 1,6 S/A 00+0,0a 33%29a 90,0+50f 923+3,9f 950+5,0¢g 100,0+0,0g
CL,,

C/A 00+0,0a 0,0x00a 1,7+29a 33x25a 100£29b 533+15fg
Microencapsulado 0,006 S/A 0,0+0,0a 00x0,0a 33+38a 90+x29b 253+3,5d 70,0+5,0

C/A 0,0+£0,0a 0,0+x0,0a 50+29ab 10,0+0,0b 19,0+2,9c 47,7 +52f
Vectobac-G 0,48 S/A 0,0+£0,0a 3,3+29a 283+74 330+3,1e 460+50f 81,1+88h

C/A 00+0,0a 00x00a 00+00a 50£29ab 183=3,1c 563%25¢
Teknar 0,10 S/A 1,7+£29a 33+29a 21,7+7,6c 30,5+3,1e¢ 450+50f 86,7+29h

C/A=Con Alimento; S/A= Sin Alimento. Mortalidad en el Control a las 24 h : C/A= 0,0 = 0,0 %; S/A: 2,3 = 2,9 % . Promedios dentro de cada
CL, seguidos de letras iguales, no difieren significativamente. Prueba de Comparaciones Multiples de Duncan (P>0,05).

de la pérdida de actividad larvicida pudiera ser la
activacion, por efecto de una fuerte agitacién, de
proteasas presentes en la formulacién las cuales
degradarian la toxina.

En consecuencia, se podria afirmar que la gran
inestabilidad observada en 1la formulacién
microencapsulada se debe bédsicamente defectos
en la formulacién mismaj; esta respuesta fluctuante
en la persistencia del Microencapsulado, es la
respuesta tipica de una formulacién experimental,
lo cual deberia servir de base para el posterior
mejoramiento de la misma.

Efecto de la presencia de alimento sobre la
eficacia. En todos los bioensayos realizados, se
suministré alimento a las larvas a fin de asegurar
que la bacteria sea ingerida a pesar de la presencia
de otro tipo de particulas en la solucién, tal y
como sucede en forma natural en los criaderos.
En este ensayo, la velocidad de accién de todas las
formulaciones a la CL,,, fue mayor en soluciones
sin alimento (Cuadro 6). Es decir, a las tres horas
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de exposicién, el porcentaje de mortalidad en
larvas tratadas con la CL,, de cada formulacién
de Bti mantenidas sin alimento fue superior al
75 %, mientras que en larvas tratadas con Bti mds
alimento, la mortalidad a las 3 h de exposicién
oscil6 entre 20 y 52 % para las tres formulaciones

(Cuadro 6).

Abajas concentraciones (CL, de cadaformulacién),
la ausencia de alimento también aumenté la
eficacia, observindose mayor mortalidad en
larvas tratadas con Bti mantenidas sin alimento.
(Cuadro 6). Al igual que a altas concentraciones, el
Microencapsulado mostré una menor efectividad
en larvas sin alimento, en comparacién con el
mismo tratamiento mds Vectobac-G 6 Teknar. A
las 5 h de exposicién, el porcentaje de mortalidad en
larvas sin alimento tratadas con Microencapsulado
tue 9,0 = 2,9 %, menor que la mortalidad de larvas
tratadas con Vectobac-G (33,0 + 3,1 %) y Teknar
(30,0 = 3,1 %) (P<0.05). A las 24 h de exposicién
a la CL,, de cada formulacién, la mortalidad en
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Cuadro 7. Efecto de la presencia de alimento sobre el TLS0 de Bacillus thuringiensis var. israelensis contra Anopheles

aquasalis. CL  y CL,, de cada formulacién.

CL,, Tiempo Letal 50 (horas)*
Formulacién CL,. (ppm) Sin Alimento Con Alimento
0,006 16,1 (14,0 - 19,0) 23,9 (20,1 - 30,0)
Microencapsulado 0,05 3,2 (1,6 -1,4) 7,0 6,2-7,9)
0,40 8,7 (7,4-10,4) 26,3 (20,5 - 37,6)
Vectobac-G 4,80 Regresion n.s. 4,4 (3,2-4,1)
0,10 8,7 (7,4-10,3) 21,3 (18,0 - 26,5)
Teknar 1,60 Regresién n.s. (P>0,05) 4,1 (3,6 - 4,6)

''TL,, estimado mediante Probit Analysis Program (Raymond 1985).
2 (Intervalo de confianza al 95 %.)

larvas con alimento oscilé alrededor del 50 %, tal y
como se esperaba para este tratamiento. En larvas
sin alimento, la mortalidad fue significativamente
mayor, siendo esta diferencia de 16,7 % para el
Microencapsulado (Cuadro 6), de 33,4 % para
Vectobac-G (Cuadro 13) y de 30,4 % para Teknar
(Cuadro 6).

Los resultados del Andlisis Probit para estimar
los TL,, a altas y bajas concentraciones de Bti
en ausencia y presencia de alimento, se muestran
en el cuadro 15. A bajas concentraciones y sin
alimento, Vectobac-G y Teknar necesitaron 8,7 h
de exposicién para lograr el 50 % de mortalidad,
mientras que el Microencapsulado requirié 16,1 h
deexposicién paralograr estamismamortalidad. Sin
embargo, a bajas concentraciones y con alimento, el
TL,, fue el mismo para las tres formulaciones, tal
y como lo indica el solapamiento entre los limites

fiduciales de los TL (Cuadro 7).

Es importante destacar que a la CL, no se
pudieron estimar los TL, para larvas sin alimento
tratadas con Vectobac-G y Teknar debido a que ya
alas 3 h de exposicién, el porcentaje de mortalidad
en ambos casos se incrementé de 3,3 + 2,0 (1 h
de exposicién) a 95,0 y 90,0 % respectivamente
(Cuadro 6); esto indica que la CL,, empleada
(calculada en presencia de alimento), resulté
demasiado alta para calcular los TL, en larvas sin
alimento tratadas con Vectobac-G y Teknar.

Estos resultados indican que la presencia de
alimento reduce la eficacia del Bti, lo cual
concuerda con lo sefialado por Aly (1983) y Aly et

al. (1988), quienes encontraron una reduccién en
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la mortalidad de larvas de Aedes vexans (Meigen)
y An. albimanus tratadas con Bti por efecto de la
presencia de alimento. Igualmente, Ramoska y
Pacey (1979), obtienen respuestas similares en An.
albimanusy Culex quinquefasciatus Say tratados con
B. sphaericus. Sin embargo, Ignoffo et al. (1981)
sefialan resultados contrarios y concluyen que la
presencia de alimento actia como fagoestimulante,
favoreciendo la ingesta del Bti. Probablemente
cada especie tiene comportamientos alimentarios
diferentes, aspecto que en gran parte determina la
eficacia de una formulacién.

Independientementedelapresenciaonodealimento,
la velocidad de accién del Microencapsulado a la
CL,, y CL,,, siempre fue menor que la velocidad
de accién observada para Vectobac-G y Teknar
a esa misma concentracién; esto nos confirma
que la menor eficacia del Microencapsulado en
comparacién con Vectobac-G y Teknar, se debe en
este caso, mds a defectos en la formulacién misma,
que a una posible ingestion selectiva de particulas,
aspecto sefialado por Aly et al. (1988), para explicar
la baja susceptibilidad de Anopheles spp. al Bti en
comparacién con especies de los géneros Culex y

Aedes.

Efecto de la variacién en la densidad de larvas
sobre la eficacia. La densidad establecida para
realizar todos los bioensayos fue de 0,21 larvas/
cm? 6 20 larvas/envase. Al aumentar la densidad
de 0,21 basta 0,53 larvas/cm2 (50 larvas/envase),
el porcentaje de mortalidad 24 h postratamiento,
provocado por la CL, de cada formulacién,
disminuy6 con respecto a la mortalidad observada a
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Cuadro 8. Efecto de la densidad larval sobre la eficacia de Bacillus thuringiensis var. israelensis contra Anopheles aquasalis.

CL,, de cada formulacién.

» Densidad Mortalidad (%)!
Formulacién
Larvas/repeticién Larvas/cm? 24h 48 h
20 0,21 95,0+5,0a2 96,7+29a
25 0,26 93,3+6,1a 98,7+23a
Microencapsulado 30 0,32 73,3+8,8b 842+14b
40 0,42 73,3+2,4b 77,8 +3,9c
50 0,53 50,7+3,1¢ 63,3+3,1d
20 0,21 100,0+ 0,0 a 100,0+ 0,0 a
25 0,26 90,7 + 9,2 ab 98,7+23a
Vectobac-G 30 0,32 96,7 £33 a 100,0 £ 0,0 a
40 0,42 783 +58Db 98,3+ 1,4ab
50 0,53 73,0+2,7b 91,3+58a
20 0,21 96,3+25a 100,0 + 0,0 a
25 0,26 90,0+5,0a 98,5+29a
Vectobac-AS 30 0,32 76,7 +4,7b 87,3+51b
40 0,42 83,8 +53 ab 94,6 £33 a
50 0,53 95,0+ 1,4a 100,0 £ 0,0 a
20 0,21 983+29a 100,0 + 0,0 a
25 0,26 100,0 £ 0,0 a 100,0 £ 0,0 a
Teknar 30 0,32 989+19a 100,0 £ 0,0 a
40 0,42 91,5+0,0b 100,0 + 0,0 a
50 0,53 86,0+ 4,7b 97,3+3,1a
20 0,21 0,0+0,0f 1,3+2,8f
25 0,26 1,3+2,8¢ 1,3+2,8f
Control 30 0,32 22+19c¢ 33+29ef
40 0,42 0,0+0,0f 46+12e
50 0,53 44+0,0c 40+0,0e

Promedios con base a cuatro repeticiones por formulacién y densidad

*Valores dentro de una columna con la misma letra, no son significativamente diferentes (P>0,05). Prueba de Comparaciones Multiples de Duncan.

0,21 larvas/cm?. Tal reduccién en la mortalidad fue
significativaadensidades de 40y 501arvas/envase en
los tratamientos con Vectobac-G yTeknar, llegando
al 73,0 = 2,7 % y 86,0 + 4,7 % respectivamente,
aunque éstos siguen siendo valores de mortalidad
relativamente altos (Cuadro 8). En larvas tratadas
con Microencapsulado, se observé una reduccién
significativa en el porcentaje de mortalidad a partir
de 30 larvas/envase (0,32 larvas/cm?), bajando de
95,0 = 5,0 % (0,21 larvas/cm?) hasta 50,7 + 3,1
% de mortalidad cuando la densidad fue de 0,50
larvas/cm? (Cuadro 8). A las 48 h postratamiento,
en larvas tratadas con Vectobac-G y Teknar no
se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos y los porcentajes de mortalidad
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se acercaron al 100 % independientemente de
la densidad; estos resultados no se obtuvieron
con el Microencapsulado, ya que se observé un
incremento en la mortalidad por efecto del tiempo
de exposicion a las 48 h, pero manteniéndose la
tendencia de reduccién de la mortalidad por efecto
del incremento en la densidad a partir de 30 larvas
por envase (Cuadro 8). El aumento en la densidad
no produjo un efecto lineal e inverso sobre la
eficacia de Vectobac-AS, ya que los porcentajes de
mortalidad fluctuaron independientemente de la

densidad (Cuadro 8).

Al realizar la regresion entre el log de la densidad
(larvas/cm?) y la mortalidad a las 24 h de

exposicion, ésta fue significativa (P<0,05) para el
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Microencapsulado, Vectobac-G y Teknar, pero
no se encontré dependencia de la mortalidad con
la densidad en larvas tratadas con Vectobac-AS
(Cuadro 9). Asi, la Densidad Letal 50 (DenL,)
utilizando la CL,,, de cada formulacién, fue 0,55
larvas/cm? para el Microencapsulado, 0,73 larvas/
cm? para Vectobac-G y para Teknar 1,0 larvas/cm?
(Cuadro 9). Igualmente, este mismo andlisis de
regresion permitié calcular la mortalidad esperada
a la densidad de 1 larva/cm? (95 larvas/envase).
A esta densidad y utilizando la CL,, de cada
formulacion, se esperaria un 20 % de mortalidad
en larvas tratadas con Microencapsulado, 30
% en larvas tratadas con Vectobac-G y 50 % de
mortalidad en larvas tratadas con Teknar (Cuadro
9), evidencidndose asi que ésta tltima formulacién
es la menos afectada por el incremento en la
densidad de larvas.

El efecto de la variacién en la densidad larval
sobre la eficacia del Bti y de B. sphaericus ha sido
estudiado para varias especies de mosquitos. Mulla
et al. (1990) obtienen resultados similares a los
sefialados aqui, al evaluar el efecto del aumento de
la densidad de larvas de Cx. quinguefasciatus sobre
la eficacia de Bactimos (3.000 uti/mg). Igualmente,
Aly et al. (1988) encuentran una disminucién en la
mortalidad de larvas de An. albimanus, Ae. aegyptiy
Cwx. quinquefasciatus tratadas con Bti a medida que
aumenta la densidad. Becker et al. (1992, 1993),
al evaluar el efecto de la densidad utilizando Ae.
vexans'y Culex pipiens L., sefalan que esta relacién
inversa entre la densidad y la eficacia, es lineal y se
cumple tanto para el Bti como para B. sphaericus.

Efecto del tipo de agua sobre la eficacia. Las
caracteristicas fisico-quimicas del agua de chorro,
estanque y del agua en las bandejas de cria fueron
muy similares entre si, salvo por el aumento
en el pH y la alcalinidad total observados en el
agua utilizada para la cria. Con respecto al agua
de criadero, ésta presenta un mayor pH, menor
contenido de oxigeno disuelto y ausencia de CO,,
asi como valores de alcalinidad y dureza total
extremadamente altos.

En el cuadro 10 se muestran los valores de
mortalidad (24 h post-tratamiento), obtenidos
en larvas tratadas con dos concentraciones

del Microencapsulado, Vectobac-G y Teknar,

226

preparadas con cuatro tipos de agua diferentes.
Estos valores de mortalidad fueron corregidos
para los tratamientos agua de chorro, destilada y
de criadero (Abbott 1925), ya que la mortalidad en
los respectivos controles excedi6 del 5 % .

Al utilizar concentraciones equivalentes a la CL,,
de cada producto, no se observaron efectos del tipo
de agua sobre el porcentaje de mortalidad esperado
(95 %), en larvas tratadas con Vectobac-G y Teknar
(Cuadro 10). Sin embargo, se observé una reduccion
significativa en la mortalidad de larvas tratadas con
Microencapsulado y agua de criadero con respecto
a los demis tratamientos (Cuadro 10).

Al aplicar la CL,, disminuy6 el porcentaje de
mortalidad enlarvas tratadas con Microencapsulado
y agua de chorro (54,6 = 13,7 %) o de criadero
(51,8 = 9,3 %), con respecto a la mortalidad en el
tratamiento Microencapsulado-agua de estanque
(71,7 £ 2,9 % ; P<0,05) (Cuadro 10). En larvas
tratadas con Teknar a baja concentracién (0,16
ppm), sélo se observé reduccién en la eficacia de
soluciones preparadas con agua de criadero con
respecto a los tres tratamientos restantes (Cuadro
10). Por otra parte, los valores de mortalidad
encontrados en larvas tratadas con Vectobac-G
(1,0 ppm) son bastante variables, aunque se observé
una mayor mortalidad en larvas tratadas con agua
de criadero (82,1 + 13,4 %), en comparacién con
la mortalidad observada en soluciones preparadas
con agua de chorro (45,5 + 9,5 %) o agua destilada
(53,3 = 14,4 %; P<0,05), entre las cuales no hubo
diferencias. (Cuadro 10).

Contrario a lo sefialado por otros autores, (Ignoffo
et al. 1981, Margalit y Bobroglo 1984, Dulmage
et al. 1990, Mulla et al. 1990), no se encontraron
diferencias significativas en la eficacia de las
soluciones de las tres formulaciones preparadas con
agua destilada, en comparacién con las preparadas
con aguade estanque a altas o bajas concentraciones,
a excepcién del Microencapsulado a 0,02 ppm
donde la mortalidad fue significativamente menor
en el agua de estanque (71,7 + 2,9 %) que en el
agua destilada (76,7 + 0,4 %) (Cuadro 10). Es
importante esta acotacién, ya que una de las
objeciones que pudieran hacerse a este trabajo, es la
no utilizacién de agua destilada en los bioensayos,
a diferencia de lo recomendado por de Barjac y
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Cuadro 9. Regresién Log Densidad Larval - % Mortalidad para evaluar la eficacia de cuatro formulaciones de Baci/lus
thuringiensis var. israelensis contra Anopheles aquasalis. CL; de cada formulacion.

Densidad Letal 50 Mortalidad Esperada
Formulacién Pendiente + DS larvas/cm? a 1 larva/em’ (%)
Microencapsulado - 3,90 £ 0,43 0,55 (0,49-0,65) b 20,0
Vectobac-G - 3,79 £ 0,60 0,74 (0,62-1,00) 30,0
Teknar - 3,83 £0,88 1,01 (0,75-2,12) 50,0
Vectobac-AS Regresién n. s. (P>0,05) -

a (P<0,05). Probit Analysis Program (Raymond 1985).
b (Intervalo de confianza al 95 %.)

Cuadro 10. Efecto del tipo de agua sobre la eficacia de tres formulaciones de Bacillus thuringiensis var. israelensis contra
Anopheles aquasalis. CL; de cada formulacién.

Mortalidad Promedio después de 24 h (%)1

Tipo de Agua
Formulacién Destilada Tuberia Estanque Criadero
CL95
Microencapsulado 93,3+58a 96,2 + 6,1 a 98,3+2,9a 75,0+ 13,5b
Vectobac-G 95,0+50a 92,9 +84a 91,7+29a 98,0+ 13,4a
Teknar 983+29b 99,7+0,0b 100,0 £ 0,0 a 99,7+0,0b
Control * 55+0,0b 83+7,6b 0,0+0,0c 83+76b
CL50
Microencapsulado 76,7 +0,4a 54,6 + 13,7 ab 71,7+29b 51,8+93¢
Vectobac-G 53,3+14,4b 455+95b 65,0 £ 13,2 ab 82,1+13,4a
Teknar 91,7+29a 92,8+32a 96,7 +5,8a 482 +31b
Control * 55+0,0c 83+76Db 0,0+0,0d 83+76Db

(1) Promedios calculados con base a cuatro repeticiones por tipo de agua y formulacién. Columnas con la misma letra no difieren
significativamente (P>0.05) (Test de Comparaciones Multiples de Duncan). *Las mortalidades en los tratamientos Bti mds agua destilada, tuberia
o de cria, fueron corregidas mediante la férmula de Abbott (Abbott 1925).

Larget (1979) y la Organizacién Mundial de la utilizadas. A bajas concentraciones, el efecto
Salud (WHO, 1981). Sin embargo, las razones del tipo de agua fue mds evidente para todas las
por las cuales se utilizé agua de estanque reposada formulaciones, ya que cuando se observaron
fueron explicadas previamente en la metodologia diferencias significativas de otros tratamientos con
y se confirmaron en este bioensayo, ya que 24 h respecto al tratamiento con agua de estanque, la
de exposicién al agua destilada fueron suficientes magnitud de estas diferencias fue mucho mayor que
para producir mas del 5 % de mortalidad en el la encontrada a altas concentraciones (Cuadro 10).
control, lo cual nunca se observé en ninguno de Resultados similares son sefialados por Mulligan et
los bioensayos realizados con agua de estanque, ni al. (1980) e Ignoffo et al. (1981) al evaluar el efecto
en los controles con agua de estanque utilizados en del agua de criadero sobre la efectividad de varias
este experimento (Cuadro 10). concentraciones letales de Bti. Es decir, la eficacia

de la bacteria se reducird de manera proporcional
a como ocurra la reduccién de la concentracién de
Bti; pero en presencia de aguas de poca calidad
(alto contenido de microorganismos, particulas
coloidales, etc), la reduccién de la eficacia es
mucho mds acentuada a medida que disminuye
dicha concentracién. Es importante aclarar que un

En resumen, puede decirse que a altas
concentraciones Vectobac-GyTeknar provocaronel
nivel de mortalidad esperado independientemente
del tipo de agua, mientras que la efectividad del
Microencapsulado si se afecté por el agua de
criadero, obteniéndose porcentajes de mortalidad
menoresalos esperados paralas dos concentraciones
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incremento en el contenido de materia orgénica,
es equivalente a aumentar la disponibilidad de
alimento en la solucién, de manera que se reduce
la proporcién de toxina con respecto al total de
particulas ingeribles por la larva.

Efecto de la radiacién solar sobre la eficacia.
Después de un periodo de exposiciéon de 3
h, la radiacién solar afecté la eficacia de las
tres formulaciones evaluadas, a altas y bajas
concentraciones (Cuadro 11). La mortalidad
en larvas tratadas con Microencapsulado o
Vectobac-G a la CL,, y expuestas a la radiacién
solar, fue significativamente menor (67,5 = 15,6 y
70,5 + 10,8 % respectivamente), que la mortalidad
en larvas mantenidas a la sombra (92,5 + 6,5 y 90,0
+ 8,7 % ; P<0,05). En larvas tratadas con Teknar a
la CL,, la mortalidad fue del 100,0 % en los dos

tratamientos (luz y sombra) (Cuadro 11).

A bajas concentraciones de Bti CL_, se observé
una reduccién altamente significativa (P<0,01) en
la mortalidad de larvas expuestas a la radiacién con
respecto a las mantenidas en la sombra para las tres
formulaciones valuadas. (Cuadro 11). La reduccién
en la mortalidad por efecto de la radiacién solar fue
mids acentuada abajas concentraciones de Bti,ya que
la diferencia de los valores obtenidos con respecto
al tratamiento con sombra fue aproximadamente
del 35 %, mientras que a altas concentraciones esta
diferencia no excedié del 25 %, en los tratamientos
con Microencapsulado y Vectobac-G (Cuadro
11).

Durante el tiempo de permanencia a la intemperie,
la temperatura de las soluciones se incrementé de
25,0 £ 0,2 °C (temperatura inicial de todos los
tratamientos preparados en el laboratorio) a 28,0
+ 0,5 °C, tanto en los tratamientos al sol como a la
sombra (temperatura después de 3 h de exposicién
al sol). Sin embargo, los porcentajes de mortalidad
observados a las 24 h en los tratamientos que se
mantuvieron a la sombra, no fueron diferentes a
los esperados para esas concentraciones, las cuales
tueron establecidas previamente en condiciones
de laboratorio. De esta manera, se puede asumir
que la mayor tasa de ingestién de toxina en larvas
mantenidas a la sombra, no estuvo influenciada
por un incremento en la temperatura del agua,
tal y como ha sido ampliamente senalado por
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Garcia y Desrochers (1979), Wraight et al. (1981),
Kramer (1990), Mulla (1990), Tousignant et al.
(1992), y Becker et al. (1992, 1993), tanto para B.

thuringiensis como para B. sphaericus.

La inactivaciéon del B. thuringiensis por efecto
de la radiacién fue tempranamente sefialada por
Cantwel y Franklin (1967) y Burges et al. (1975)
y luego por Becker et al. (1993) y Consoli et al.
(1995) en B. sphaericus. Igualmente, Cohen et al.
(1991) y Putzai et al. (1991) mencionan el mismo
efecto de la radiacién solar sobre B. thuringiensis
var. kurstaki (Btk), aunque se desconocen los
mecanismos por los cuales ésta se produce. Putzai
et al. (1991) y Cohen et al. (1991), al realizar
estudios detallados de la fotoestabilidad del Btk,
formulan diferentes razones para explicar el
mecanismo de fotoinactivacion de la bacteria, pero
coinciden en relacionar a un proceso de destruccién
de los residuos de triptéfano en los cristales de la
d-endotoxina con una menor eficacia del Btk sobre
Heliothis armigera (Hibner) y Bombyx mori L. Sin
embargo, pricticamente no existe informacién
acerca del mecanismo de inactivacién del Bti por
efecto de la radiacién. Probablemente la radiacién
solar actiie de distinta manera, tomando en cuenta
que el Bti se encuentra sobre la interfase agua-
aire 0 mds internamente dentro de la columna
de agua de los criaderos, mientras que el Btk estd
mds expuesto, ya que se aplica directamente en la
superficie de las hojas donde se alimenta la larva.

Portodoloanteriormente expuesto,se puede afirmar
que el Bti Microencapsulado fue la formulacién
que requirié las menores concentraciones para
provocar el 50 y 95 % de mortalidad, ademds de
generar la respuesta mds homogénea en las larvas
tratadas. Sin embargo, la persistencia de esta
formulacién fue menor que la observada para
Vectobac-G y Teknar durante casi todos los dias de
evaluacion y ademds mostré una lenta velocidad de
acci6én durante las primeras 24 h de exposicién. Al
suspender la ingestién de toxina, el efecto residual
en las larvas tratadas con la CL,, de Vectobac-G
y Teknar, fue mds acentuado que la residualidad
mostrada por el Microencapsulado y Vectobac-
AS a la misma concentracién letal. Igualmente, el
Bti Microencapsulado fue la formulacién menos
tavorecida por la ausencia de alimento y la mads
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Cuadro 11. Efecto de la radiacién solar sobre la eficacia de Bacillus thuringiensis var. israelensis contra Anopheles

aquasalis.
Concentracién Mortalidad (%)*
Formulacién CL,, - CL,, (ppm) Luz Sombra
Microencapsulado 0,006 113+75¢ 50,0+5,0d
0,050 67,5+156¢ 92,5+6,5b
Vectobac-G 0,48 150+4,7¢ 56,7+29cd
4,80 70,5 +10,8 ¢ 90,2 +8,7b
Teknar 0,10 13,8 +48¢e 51,6 + 10,4 cd
1,60 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a
Control 0,0+0,0f 0,0+0,0f

(1) Mortalidad promedio + D.S. estimada 24 h después de culminar el periodo de exposicién a la radiacién solar (3 h). Valores con letras iguales no
difieren significativamente (P>0,05) (Prucba de Comparaciones Multiples de Duncan).

afectada por el aumento en la edad y densidad de
las larvas. Asi mismo, el Microencapsulado fue
afectado por la radiacién solar al mismo nivel que
Vectobac-G y Teknar, cuando fue aplicado a bajas
concentraciones.

Vectobac-AS  presenté un comportamiento
similar al mostrado por el Microencapsulado,
en relacion a los tiempos letales obtenidos y a la
mayor homogeneidad observada en las rectas
dosis-respuesta que permitieron determinar las
concentraciones letales; sin embargo, la variacién
en la densidad larvaria no produjo una tendencia
definida en la mortalidad de las larvas tratadas con
esta formulacion.

Vectobac-G 'y Teknar, a pesar de ser dos
formulaciones diferentes (granulada y suspension
acuosa respectivamente), provocaron respuestas
similares en larvas de An. aquasalis con respecto
a los tiempos letales, suspensién del tiempo de
exposicién y presencia-ausencia de alimento.
Vectobac-G, requirié de las mayores CL, y CL,,
y present6 la menor pendiente de las rectas dosis-
respuesta obtenidas, pero fue la formulacién con
la mayor persistencia. Por su parte, Teknar fue
la menos afectada por el aumento en la edad y
densidad larvaria, la variacién en el tipo de agua y
cuando fue aplicada a altas concentraciones, por la
radiacién solar.

En general, los factores biolégicos, ambientales y
aquellos propios de la formulacién evaluados en
este trabajo, afectaron la eficacia y persistencia

229

de las cuatro formulaciones. Sin embargo, la
reducciéon de la efectividad se observé mads
dristicamente cuando los factores introducidos
modificaron el comportamiento alimentario de las
larvas, tales como el incremento en la edad de las
larvas, la interrupcién en el tiempo de exposicion,
la variacién en la densidad larval y la presencia o
ausencia de alimento.

En todos los casos, se afect6 el tipo, cantidad
y velocidad de ingestién de las particulas. Las
larvas de la mayoria de las especies de Anopheles
son colectoras-filtradoras; es decir, al alimentarse,
remueven particulas finas de material orgdnico
(entre 0,45um hasta 1,0 mm) de la interfase
aire-agua, a través de batidos los de los cepillos
laterales de la cavidad pre-oral (Merrit et al. 1992).
Sin embargo, todo parece indicar que existe una
ingestién selectiva de particulas en funcién del
tamafio (Dahl et al. 1993), y de la presencia de
fagoestimulantes que pueden ser reconocidos,
sefialando el potencial o la calidad de alimento que
posee una particula (Dadd el al. 1982, Rashed y
Mulla 1989, Merrit et al. 1992). Otro aspecto a
tomar en cuenta, es la duracién y frecuencia de la
ingestién de alimento. A este respecto, Merrit et al.
(1992), senalan que la tasa de batido no cambia en
presencia de fagoestimulantes, sino la proporcién
del tiempo de batido. Por otra parte, la cantidad
de particula ingerida por individuo, no es afectada
por la densidad larval, sino por la concentracién
de particulas del mismo tipo que se encuentren en
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solucién (Dadd 1971, Aly et al. 1988, Rashed y
Mulla 1989).

De esta manera, la velocidad de ingestién de toxina
estuvo influenciada por las diferentes tasas de
alimentacién observadas en larvas del mismo instar
y por las caracteristicas propias de cada formulacién
tales como: tasa de liberacién de la bacteria,
tamafio y densidad de las particulas, presencia de
fagoestimulantes y tasa de sedimentacién.

Al suspender la exposicion a la bacteria y verificar el
efecto residual 24 h después, el Microencapsulado
y Vectobac-AS fueron menos efectivos a pesar de
que fueron suministrados a altas concentraciones
(CL,,). Resultados similares se obtuvieron al evaluar
el efecto de la ausencia de alimento a altas y bajas
concentraciones de Bti. Esto significa que en larvas
tratadas con Vectobac-AS y Microencapsulado
hubo una baja tasa de ingestion, bien sea porque las
formulaciones poseen una baja tasa de liberacién de
toxina o porque éstas no ofrecen fagoestimulantes
apropiados que incrementen la tasa de ingestién de
la bacteria. De esta manera, y tomando en cuenta
que existen mecanismos que pueden eliminar una
cierta cantidad de toxina por unidad de tiempo,
una dosis puede ser letal si es ingerida de una vez,
pero subletal si es dividida en pequefias cantidades

durante un largo periodo de tiempo (Aly et al.
1988).

La tasa de liberacién de toxina y el patrén de
distribucién de las bacterias adheridas al material
inerte, pueden ser inferidas al analizar los resultados
del ensayo de persistencia en soluciones filtradas
y no filtradas; al filtrar, se eliminaron particulas
de tamafio superior a las 0,43 p constituidas
basicamente por material inerte mds bacterias
esporuladas y cristales libres. El efecto del filtrado
en el Microencapsulado se observé a partir de
soluciones de cinco dias, lo cual indica que la
liberacién inicial de bacterias tanto en soluciones
filtradas como no filtradas, se produjo de particulas
de material inerte con tamafo menor a las 0,43 p.
Vectobac-G filtrado produjo una menor mortalidad
s6lo durante las primeras 48 h post-preparacién y
luego en soluciones de 15 dias; esto sugiere que la
liberacién de la bacteria se produjo inicialmente
en particulas de mds de 0,43 p. El efecto del
filtrado en Teknar (compuesto por material inerte
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y cristales libres), sélo fue evidente en soluciones
de dos y cinco dias, por lo que probablemente los
cristales son liberados inicialmente (0-24 h post-
preparacién), de particulas con tamafio superior a

las 0,43 .

De esta manera, conocer la dindmica de liberacién
del Bti y el tamano de las particulas a las cuales
se encuentra adherido, es de suma importancia
ya que buena parte de la efectividad de una
formulacién depende de estas caracteristicas; sobre
todo, tomando en cuenta que las especies de los
géneros Aedes, Culex y Anopheles, poseen habitos
alimentarios distintos que se manifiestan en una
seleccion diferencial del tamafno de particulas

(Dahl 1988, Merrit et al. 1992).

Por otra parte, al variar la densidad larval se produjo
una reduccién en la eficacia de las formulaciones
evaluadas, debido probablemente a un rdpido
agotamiento de la disponibilidad de la toxina. Aly
(1988), en un estudio comparativo sobre la tasa
de filtracién de estos tres géneros, sefialan que
la tasa de ingestién de particulas no varia con el
incremento en la densidad larval, sino en funcién
de la concentracién de particulas en suspension.
Asi, mientras mayor es esta concentracién, mayor
es la tasa de ingestién. Luego, al determinar la
DLS50 es decir, la cantidad de toxina que produce
el 50 % de mortalidad en larvas si ésta es ingerida
de una sola vez (Aly et al. 1988), se podria
establecer la cantidad exacta de toxina que debe
aplicarse, tomando en cuenta la densidad larval y
no la superficie del criadero, como normalmente se
realiza en las aplicaciones de Bti a gran escala.

En consecuencia, se hacen necesarios estudios
sobre el comportamiento alimentario de larvas
de An. aquasalis a fin de establecer qué tipo y
en qué proporcién son ingeridas las particulas
alimenticias y cémo es el ritmo o dindmica de
ingestion diaria tomando en cuenta factores como
el tipo o composicién del alimento, temperatura
del agua, hora del dia, luminosidad y densidad
o estado de agregacién larval. Delgado (1998),
sefial6 la importancia del comportamiento
gregario para la sobrevivencia de larvas de An.
aquasalis. Observaciones personales sobre el modo
de alimentacién en larvas de esta especie, sugieren
que la frecuencia de ingestion de particulas por
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larva, muchas veces es el resultado de una reaccién
en cadena que se produce cuando las larvas estdn
muy proximas entre si. Es decir, cuando una de las
larvas de un grupo comienza a alimentarse, las mds
préximas hacen lo mismo, observindose el tipico
movimiento de rotacién de la cabeza en 180° y
los batidos de los cepillos laterales de la cavidad
pre-oral, tal y como ha sido descrito para el género
Anaopheles por Jones (1960). Sin embargo éste es
otro aspecto del comportamiento alimentario el
cual debe ser estudiado con detenimiento, no sélo
en An. aquasalis sino también para otras especies
de culicidos de importancia médica.
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