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RESUMEN

En el presente trabajo se muestra la susceptibilidad de Aedes aegypti de Los Cabos, Cancin, Lo-
reto e Ixtapa y Culex quinquefasciatus de Los Cabos y Cancun a dos productos comerciales
(Vectobac y Teknar)formulados a base de Bacillus thuringiensis var. israelensis . La susceptibi-
lidad se determiné por medio de bioensayos para obtener la CL,,, cuyos resultados se compararon
con los obtenidos con un producto Estandar (HD-968-5-1983). Por medio de la técnica histologi-
ca también se determinaron los dafios causados por esta bacteria a nivel intestinal, y a través de
micrografias de Microscopio Electronico de Barrido, se observo la morfologia del cristal paraspo-
ral de B. thuringiensis var. israelensis. En el caso de Vectobac, para A. aegypti se obtuvieron los
siguientes resultados (CL50), 0.000104, 0.000124, 0.00013 y 0.000076 UTI/mg para Ixtapa, Lo-
reto, Canciin y Los Cabos respectivamente y en el caso de C. quinquefasciatus 0.00011 y
0.000077 UTI/mg para Canciin y Los Cabos respectivamente. Las poblaciones de Los Cabos tan-
to de A. aegypti como de C. quinquefasciatus resultaron ser las mas susceptibles. Con el pro-
ducto Teknar la CL50 obtenida para las poblaciones de A. aegypti fueron 0.000081, 0.000060,
0.000107 y 0.000078 UTL/mg para Ixtapa, Loreto, Cancin y Los Cabos respectivamente y para
C. quinquefasciatus fueron 0.000055 y 0.000097 UTI/mg para Canciin y Los Cabos respectiva-
mente, resultando la poblacion de Loreto como la mas susceptible para A. aegypti y Cancin para
C. quinquefasciatus. Teknar resultd ser mas agresivo que Vectobac y a su vez ambos productos
resultaron ser mucho mas agresivos que el producto Estandar. Los dafios histologicos ocasionados
en A. aegypti fueron alargamiento y deformacion de las células epiteliales intestinales, desprendi-
miento de estas células de la membrana basal, aparicion de cisternas o cavidades intracelulares, da-
fios en la membrana peritrofica, desintegracion de las microvellosidades y una lisis celular, en el
caso de C. quinquefasciatus, se observo hipersecrecion de las células epiteliales intestinales, sepa-
racion de las mismas de la membrana basal, desintegracion de la membrana peritrofica y microve-
llosidades y lisis celular. El cristal parasporal de B. thuringiensis var. israelensis es de forma
esférica con un tamafio aproximado de 850 a 1300 nm de diametro. Se concluyo que los produc-
tos Vectobac y Teknar a base de B. thuringiensis var. israelensis presentan un alto potencial
como insecticidas microbianos, y suconsideracion para ser utilizadas en un programa de manejo de

enfermedades transmitidas por vectores.



1. INTRODUCCION

El 90% de los casos de malaria, fiebre amarilla, dengue, trypanosomiasis y filariasis en
el mundo ocurre en los trépicos, que ocupa un cuarto de la superficie total de la tierra (Rawlings,
1989). Estas enfermedades son transmitidas por vectores, siendo en este caso los mosquitos, de
la familia Culicidae, Diptera, el grupo mds prominente de las numerosas clases de artrépodos
hematdéfagos que perturban al hombre, otros mamiferos, aves, peces, reptiles y anfibios en los

cuales también actian como transmisores de patégenos (Harwood y James, 1979).

En este grupo sobresalen Aedes aegypti transmisor de fiebre amarilla, dengue y filariasis y

Culex quinquefasciatus, que transmite encefalitis y filariasis, estas dos especies también son

importantes, por su amplia distribucién a nivel mundial (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ejomplos del espectro de resistencia en algunos dipteros de importancia médica asf

como su distribucién mundial. Tomado de Rawlings (1989).

Especie Enfermedad Distribucién Espectro de resistencia
Anopheles albimanus Malaria América Central DDT, OPs, OCs
A. culicifacies Malaria Asia del Este y Sur DDT, OPs, OCs
A. gambie Malaria Africa DDT
A. maculipennis Malaria Europa, Asia DDT, OPs, Ocs
Aedes aegypti Dengue, Todas las zonas DDT, OPs
Fiebre tropicales del mundo
amarilla,
Filariasis
Aedes albopictus Dengue Asia DDT, OPs

Culex quinquefasciatus Filariasis, etc

Trépicos y otras dreas DDT, OPs, OCs

OPs=0Organofosforados
OCs=0rganoclorados

Dada su importancia, se ha despertado el interés en buscar métodos efectivos de control.

En los dltimos 40 afios la utilizacién de insecticidas quimicos ha sido la solucién mds simple y
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econdémica por su rdpida accién (Margalit y Dean, 1985); sin embargo, con la aparicién de
resistencia de muchas especies de mosquitos (Tabla 1) , asi como el negativo impacto ambiental
y el alto costo de ciertos componentes quimicos hacen necesario revisar la situacién del control
biolégico de estos vectores (Rawlings, 1989). Por esta razén se ha incrementado el interés en los
enemigos naturales, haciendo evidente la necesidad de un ag.nte de control que tenga

caracterfsticas similares a un insecticida quimico.

Entre los patdgenos o agentes de control biolégico de vectores se puede mencionar a las
bacterias Bacillus thuringiensis var. israelensis y Bacillus sphaericus, al nemitodo
Romanomermis culicivorax, los hongos Culicinomyces sp., Coelomomyces sp., Lagenidium
giganteum, Leptolegnia sp. y Metharrhizum anisopliae . Los estudios realizados desde su
" hallazgo demuestran, que Bacillus thuringiensis var. israelensis constituye el candidato idéneo

para ser utilizado como agente de control bioldgico.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, y debido a que la mayorfa de los productos
biolégicos comerciales mas conocidos para el control de mosquitos estin formulados en base a
Bacillus thuringiensis var. israelensis, en la presente investigacién se decidié evaluar y conocer
la actividad de dichos productos, y de esta manera aportar informacién que ayude a su utilizacién

a futuro en México.



Objetivo General:
Evaluar la efectividad de dos productos comerciales a base de Bacillus thuringiensis
_ (Berliner) var. israelensis (Teknar y Vectobac) sobre larvas de mosquitos, y determinar su

potencial como bioinsecticida en el control de vectores.

Objetivos especificos:
Determinar las concentraciones letales medias (CL50) para las dos especies procedentes
de las localidades; Los Cabos, Canciin, Loreto e Ixtapa para Aedes aegypti y Los
Cabos y Canciin para Culex gquinquefasciatus.

Comparar la toxicidad de los dos productos comerciales contra el Estandar de B.

thuringiensis var. israelensis HD-968-5-1983.

Observar los dafos histolégicos ocasionados por B. thuringiensis var. israelensis en

larvas de A. aegypti y C. guinquefasciatus



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Bacillus thuringiensis

2.1.1. Historia

La bacteria Bacillus thuringiensis fue descubierta por el bi6logo japonés S. Ishiwata en 1901,
como el agente causal de la enfermedad sotto en gusano de seda, denomindndolo Bacillus sotto.
En 1911 E. Berliner introduce el nombre de Bacillus thuringiensis para describir a la bacteria
" patogénica encontrada en pupas de Ephestia khehniella y otras larvas no identificadas en granos
almacenados en la ciudad de Thuringia (Alemania del este) (Lambert y Peferoen, 1992). A
principios de este siglo, Bacillus thuringiensis fue considerada como un patégeno, que
amenazaba a la industria de la seda, tomé décadas antes de que su potencial como bioinsecticida
fuera considerado. En 1928, un proyecto pionero fue iniciado en Europa, con preparaciones
espora-cristal, producido a baja escala contra el barrenador del maiz europeo Ostrinia nubilalis,
no fue hasta 1938 en Francia en que apareci6 el primer producto comercial de B. thuringiensis
bajo el nombre de Sporeina. Este producto contenia esporas de Bacillus thuringiensis como
agente de control biolégico para Anagasta kuhniella (Heimpel y Steinhaus, 1963). Durante los
anos 60 muchas formulaciones de B. thuringiensis fueron manufacturados en Estados Unidos,
Ex-Union Sovietica, Francia y Alemania (Dulmage, 1970). Un mayor avance ocurrié cuando

Dulmage y Beegle hicieron la primera colecci6n de cepas de B. thuringiensis (Dulmage, 1970).

Para finales de 1970, los laboratorios Abbot y Zandoz Inc. en Estados Unidos
desarrollaron varias formulaciones utilizando un limitado nimero de cepas, ya que hasta 1970
se conocian cepas activas \inicamente contra lepidépteros. En 1977 Goldberg y Margalit aislaron
a partir de larvas muertas y moribundas de Culex pipiens encontradas en forma epizootica en un
depdsito pequeiio en el desierto de Najev, Israel, la cepa de B. thuringiensis que actualmente
conocemos como var. israelensis, que se encontré altamente t6xica para mosquitos y jejenes,
(Margalit y Dean, 1985). Con este hallazgo se estimulé la bisqueda de nuevas cepas con
toxicidad para otros grupos de insectos. Asi en 1983, Krieg et al. (1983) aislaron en Alemania

a partir de Tenebrio molitor, una nueva cepa con toxicidad hacia coleGpteros, denomindndola
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Bacillus thuringiensis var. tenebrionis. Dicha cepa resulté altamente t6xica para Agelastica alni

y Leptinotarsa decemlineata (Lambert y Peferoen, 1992).

Actualmente las ventas de insecticidas se estiman en 600 millones de ddlares, de los

cuales 100 millones corresponden a ventas de Bacillus thuringiensis (Lambert y Peferoen, 1992).

2.1.2. Caracterizacién de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis constituye una especie distinta e independiente de otros bacilos,
como B. cereus (Frankland y Frankland) y B. anthracis (Cohn) de los cuales se distingue
principalmente por la produccién de una toxina durante la esporulacién; esta es toxica para larvas

de lepiddpteros, dipteros o coledpteros (Beegle y Yamamoto, 1992).

Existen actualmente miles de aislamientos de bacterias formadoras de cuerpos
parasporales, por lo que surge la necesidad de tener pardmetros que ayuden a diferenciar y
caracterizar las cepas. Una de las primeras formas de caracterizacion de B. thuringiensis fue
determinar la amplitud de rango de hospederos, esto aunado a la morfologia del cristal permitié
diferenciar las cepas en base a su toxicidad, y con la ayuda de microscopia electrénica de barrido
y de transmisién se han distinguido diferentes formas de cristales (Lépez, 1993). Otro de los
métodos mds usados es el de antigeno H o serotipificacién flagelar, desde que se introdujo en
1963 por De Barjac y Bonnefoi; la serotipificacion a ordenado el grupo de B. thuringiensis
basada tinicamente en el H antigeno y ha contribuido a la identificacién de Bacillus por mas de
25 afios (Navon, 1993). De acuerdo con esta clasificacién existen 34 serotipos de los cuales 22
son activos contra lepidopteros; el serovar 14 israelensis; 4a, 4c, kenyae; 7, aisawai; 8a, 8b,
morrisoni; 9, tolworthi y 11a, 11c, kyushuensis son activas contra dipteros resaltando el primer
serovar por su actividad téxica (Navon, 1993). Otra de las herramientas mds utilizadas ha sido
la caracterizacién bioqufmica, como por ejemplo el patrén de esterasas (Luthy er al., 1982), y
actualmente la forma mas comiin, es por medio del patrén de polipéptidos presentes en el cristal
(Hofte Y Whiteley, 1989). Por su parte De Barjac y Frachon (1990) mencionan que caracterizar

una cepa por medio de reacciones bioquimicas es sélo una herramienta y no una caracteristica
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distintiva. Finalmente la caracterizacién genética, se basa en los pldsmidos de B. thuringiensis
y este tipo de caracterizacién es importante, ya que cada cepa presenta un patrén dnico en su

acomodo de los plasmidos (Ldpez, 1993).

2.1.3. Cristales producidos por Bacillus thuringiensis
B. thuringiensis presenta tres formas bésicas de cristales; cristal bipiramidal, cristal

amorfo y cristal aplanado.

El cristal bipiramidal es la forma més comin en Bacillus thuringiensis, estd presente en
la mayoria de las subespecies; su tamafio varia de 1 a 1.5 um, se encuentra fuera de la espora
y su formacién se da en las fases 2 y 3 de la esporulacién (Figura 1). Estd conformado por una
protoxina de 130 a 140 kd (1 dalton=1g/mol), presenta una alta toxicidad contra insectos del
orden Lepidoptera (Aronson ef al., 1986). Este cristal, al ser ingerido por el insecto es disuelto
por la accion del pH alcalino y las proteasas intestinales, sufriendo un procesamiento
proteolitico, lo que da lugar a una proteina téxica de 60.70 kd, conocido como delta-endotoxina

(Margalit y Dean, 1985). Este cristal constituye el denominado Patotipo I.

El cristal amorfo posee una forma semiesférica, tiene cuatro proteinas localizadas en tres
tipos de inclusiones, los pesos moleculares de estas proteinas son de 27, 65, 128 y 135 kd (Ibarra
y Federici, 1986). El cristal en conjunto posee un didmetro de 0.7 um a 1.2 um y es
caracteristico de B. thuringiensis var israelensis (Insell y Fitz-James, 1988), su actividad es

especifica para mosquitos y jejenes (Patotipo II).

El dltimo cristal o Patotipo III es de forma aplanada y cuadrada, cuyas protefnas pesan
68 kd (Gill er al., 1992). Su presencia es caracteristica de cepas de B. thuringiensis t6xicas

contra coleopteros como son las variedades tenebrionis y san diego.



2.1.4. Toxinas Producidas por Bacillus thuringiensis
2.1.4.1. Alfa-Exotoxina
La alfa-exotoxina es una toxina termoldbil y estable a un pH cuyo rango va de 3.5a 9,
aparece en la fase logaritmica de crecimiento y su mayor actividad es observada a las 10 h de
cultivo (Faust y Bulla, 1982). Es altamente tdxica a ciertos insectos por medio de inoculacién
oral e intrahemocélica, causando degeneracion y lisis de hemocitos (Krieg, 1971), esta toxina es
destruida por la tripsina, urea y un pH arriba de 10 6 menores a 3, caracteristicas que la
| diferencian de la fosfolipasa C, y no como Heimpel habia propuesto, considerando a ambas como
la misma toxina, y el hecho que bacterias que no producen fosfolipasa C produzcan alfa-
exotoxina apoya mds este hecho (Lysenko., 1974). Algunas subespecies de B. thuringiensis
producen esta enzima (fosfolipasa C) pero también es producida por otras bacterias como son
Pseudomonas chlororaphis y Clostridium perfringens, el peso molecular de la enzima varfa con

las diferentes especies.

2.1.4.2. Beta-Exotoxina

La beta-exotoxina es un nucledtido de adenina, el cual inhibe la sintesis de RNA
polimerasa en insectos y otros animales (Aronson ef al. 1986), posee un peso molecular de 701
daltons, y su accién es debida a la competencia que establece con el ATP por el sitio de union
de la enzima (RNA polimerasa), resultado de la similitud existente en la estructura tridimensional
de las dos moléculas (Sebesta er al., 1981). Como consecuencia de esto se observa prevencién
de la pupacion en dipteros y a su vez efectos teratoldgicos como son anormalidades en antenas,
alas, apéndices o estructuras bucales, y los adultos afectados son infértiles o poseen una reducida
fecundidad y longevidad (Tanada y Kaya, 1993).

Esta exotoxina fue detectada por primera vez en 1959 por McConnell y Richards en
cultivos de B. thuringiensis, la cual posefa caracteristicas de termoestabilidad. Posteriormente
en 1960 esta misma toxina fue detectada por Burgerjon y De Barjac, observando que mataba
insectos que la habfan ingerido (Tanada y Kaya, 1993), por otro lado también se comprobé que

su efecto puede ser tanto por inyeccién como por via oral (Sebesta er al., 1981).
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La beta-exotoxina ha sido denominada de varias formas, toxina termoestable, toxina
estable al calor, factor mosca, factor toxina, turingiensina, etc., siendo este ultimo, el nombre
més usado. La beta-exotoxina es formada durante la fase vegetativa de la bacteria y secretada
al medio (Sebesta er al., 1981). La deteccién de esta toxina es realizada tradicionalmente por
medio de bioensayos en Musca domestica debido a la alta susceptibilidad presentada por este
insecto (Lépez, 1993). Por otro lado, se han desarrollado métodos microbioldgicos y bioquimicos
para su deteccidn, el primero estd basado en la inhibicién de la RNA polimerasa bacteriana,
siendo mucho mds precisa que las anteriores (Tanada y Kaya, 1993). Como resultado de su
toxicidad a algunos vertebrados es excluido de todas las cepa usadas para produccién

comercial (Aronson er al., 1986).

© 2.1.4.3. Delta-Endotoxina
Bacillus thuringiensis produce dentro de su fase vegetativa uno o mds cuerpos
parasporales o cristales proteicos. La delta-endotoxina, es una toxina producida en estos cristales

proteicos.

El cristal proteico es desnaturalizado por el calor (Cooksey, 1971), insoluble en agua y
solventes orgdnicos, pero es soluble en sustancias altamente alcalinas (arriba de 12) (Tanada y
Kaya, 1993). Este cristal es formado durante la esporulacién, dicho proceso se da a lo largo de
siete fases (Figura 1) el cristal es detectado durante la fase tres temprana y alcanza su totalidad
en la ultima fase (Bechtel y Bulla, 1976), su formacién coincide con el de 1a espora, y cuando

la pared de la célula es lisada, espora madura y cristal son liberados (Tanada y Kaya, 1993).

~ 2.1.5. Estructura de la Delta-Endotoxina
2.1.5.1. Estructura Primaria

La estructura primaria de la delta-endotoxina est4 representada por los genes que codifican
para esta, de las cuales hasta 1989 se tenian 14 distintos genes, estos estdn clasificados por su
estructura, es decir su secuencia de ADN, asi como su rango de hospederos (Hofte y Whiteley,
1989). De estos 14 genes 13 fueron divididos en cuatro grupos mayores con varias subclases,

caracterizadas por similitudes estructurales y espectro de accién de la proteinas
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Esporangio
no
autolizado

Figura 1. Fases del proceso de esporulacién y formacién del cristal de Bacillus thuringiensis.
Tomado de Lépez, 1993.
Fases 1 y II, célula vegetativa.

Fases 11-VII, periodo de esporulacién o formacién de la espora.
Fases II1-VII, formacién del cristal.
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codificadas, denominandose genes Cry, siendo el primero (Cry I) especifico para lepidépteros,
Cry II especifico para lepid6pteros y dipteros, Cry III especifico para coledpteros y Cry IV
especifico para dipteros. Un gen de B. thuringiensis var. israelensis que exhibe actividad
citolitica contra una gran variedad de células de vertebrados e invertebrados, y sin relacién
alguna con los genes Cry, fue propuesta por Hofte y Whiteley (1989) designdndola proteina Cyt
A. Actualmente se conocen 17 genes Cry y dos genes Cyt, (Cuadro 2) (Adang, 1991).

" Cuadro 2. Genes Cry conocidos hasta la fecha, hospedero original asi como los pesos de las

protoxinas de cada una de ellos. Tomado de Adang, 1991.

Proteina Cry Hospedero Tamaiio de la Protoxina Tamaiio de la toxina
Kda Kda

Cry 1A (a) Lepidoptera 133 60-70
Cry 1A (b) Lepidoptera 131 60-70
Cry 1A (c) Lepidoptera 133 60-70
Cry IB Lepidoptera 138 60-70
Cry IC Lepidoptera 135 60-70
Cry ID Lepidoptera 132 60-70
Cry IE Lepidoptera 130-135 60-70
Cry IF Lepidoptera 130-135 60-70
Cry IIA Lepidoptera y Diptera 71 51
Cry IIB Lepidoptera 71 49
Cry IMA Coleoptera 73 55-65
Cry 1B Coleoptera 7 2
Cry ITIC Coleoptera 74 ?
Cry IVA Diptera 134 65-75
Cry IVB Diptera 128 65-75
Cry IVC Diptera 78 587
Cry IVD Diptera 72 38
Cyt A Diptera/Citolitica 27 22-25
CytB Diptera/Citolitica 25,28 23
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2.1.5.2. Estructura Secundaria

La delta-endotoxina estd empaquetada en inclusiones parasporales visibles al microscopio
de luz (Gill er al., 1992). Su estructura varfa de acuerdo a la subespecie y condiciones de cultivo,
muchas de estas contienen mds de una proteina (Hofte y Whiteley, 1989). Estos cristales
mantienen su estructura, por accién conjunta de diferentes enlaces o uniones como son puentes

de hidrégeno, interacciones hidrofébicas y puentes de disulfuro (Aronson er al., 1986).

2.1.5.3. Estructura Terciaria

Una proteina Cry comprende tres dominios, el dominio I esté en la terminal N y consiste
de un grupo de siete alfa-hélices, el dominio II consiste de tres liminas beta-plegadas y el
dominio III es un emparedado de beta-plegadas que enmascaran a la terminal C (Fig. 2).

DOMA) 10NCT DOMMD (f Usa0M & LA CTLLAA

Figura 2. La Figura ilustra los dominios de una toxina Cry. La protoxina de 130 kd es dividida
por proteasas, lo que resulta en la pérdida de la region terminal C. El fragmento ac-
tivo csta formado por la regién terminal N, este fragmento tiene a | menos dos domi-
nios, los dominios toxico y el de union a la célula.. El dominio de unién a la célula -
consiste en una region variable, que puede estar involucrada con los receptores de la
membrana, y un region conservada de terminal C que puede estar involucrada con
los receptores o con la integridad estructural.

El dominio I forma una superhélice izquierda donde seis de 1a hélices anfipdticas, con sus
centros hidrofébicos hacia el centro rodean a la hélice cinco, este grupo helicoidal se cree que
es responsable de la formacién del poro membranal. El dominio II es una regién hipervariable,

la cual se considera involucrada en los receptores de membrana y por lo tanto con especificidad
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(Pietrantonio ef al,, 1993; Li er al., 1991). El dominio III comprende el residuo de la terminal
C, una porcién de este dominio estd en contacto con el dominio I, por lo cual se asume que juega

un papel importante en la estabilidad e integridad del cristal (Li et al., 1991).

2.1.6. Activacién y Modo de Accién de la Delta-Endotoxina

Las grandes protoxinas requieren de un proceso de activacién (Hofte y Whiteley, 1989),
este hecho esta mediado por un pH alcalino y proteasas del intestino medio del insecto. La
degradacién de la proteina ocurre en una serie de rompimientos, inicidndose con la ruptura de
la region terminal C, y continuando hasta la regién terminal N (Gill er al., 1992). Se conoce
poco acerca del procesamiento de las proteinas tdxicas a dipteros, pero el hecho es que al
procesar la proteina de 135 kda (Cry IVA) da como resultado una toxina activa de 72 kda. La
proteina Cry IVD de B. thuringiensis var. israelensis de manera similar es degradada a una
proteina de 32 kda a 40 kda por proteasas no identificadas (Ibarra y Federici, 1986).

El mecanismo molecular por el cual las endotoxinas de B. thuringiensis causan la muerte
es atn desconocido, se han formulado diferentes hipdtesis acerca de su actividad. En general los
estudios indican que poros transmembranales son formados o activados en las células, las cuales
estdn asociados con el hinchamiento y lisis de las células del intestino medio (Pietrantonio er al.,
1993). Recienteriente se ha demostrado que la toxina posee sitios de unién en las
microvellosidades de éste (Gill et al., 1992) y aparentemente hay una correlacién entre el nimero
de receptores y la toxicidad, es decir a mayor nimero de receptores mayor toxicidad

(Pietrantonio er al., 1993).

Basados en la estructura terciaria de la proteina, tenemos que al ser activada, esta posee
tres dominios, el primero (dominio I), que se encuentra en la regién terminal N, contiene siete
alfahélices, seis de los cuales forman una hélice anfipdtica con sus centros hidrofébicos hacia el
centro, rodeando a la hélice cinco. Este grupo helicoidal, se considera el formador del poro; una
" vez unido a su receptor, hay un aparente cambio en la conformacién de la toxina quedando las

superficies hidrofébicas de las hélices hacia el exterior y por lo tanto la toxina puede penetrar
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la membrana celular, los pares 4 y 5 6 6 y 7 son los posibles candidatos para iniciar la insercién
a la membrana celular (Pietrantonio et al., 1993); el dominio II o regién hipervariable, se cree
involucrada con los receptores de membrana y puede ser considerada la responsable de la
especificidad de lepidépteros y dipteros (Li et al., 1991). Por dltimo el dominio III se considera
que juega un papel importante en la estabilidad e integridad del cristal por estar en contacto con
el dominio I y también puede estar relacionado con la especificidad de membrana, aunque en

menor grado (Li et al., 1991).

Por el contrario la toxinas Cyt de B. thuringiensis también con actividad hacia
mosquitos, presentan un mecanismo diferente de interaccién con la membrana (Tomas y Ellar,
1983; Knowles, 1989), la uni6n inicial se da a un monomero, sin embargo, bajo continua
exposicion, se dan agregados de toxinas de aproximadamente 300 a 400 kda. Este agregado juega
un papel importante en la formacién del poro (Knowles, 1989; Pietrantonio er al., 1993). Las
regiones hidrofébicas de Cyt agrupadas en un paquete de alfa-hélices, facilita la insercion de la
toxina en la membrana. Los poros formados son canales monovalentes selectivos de cationes, y
por consecuencia la toxina Cyt aparentemente actia de manera similar a otras toxinas (Cry),
(Knowles, 1989; Pietrantonio e al., 1993).

La formacién de estos poros, da como resultado el rompimiento o pérdida de la
regulacién ionica de las células epiteliales del intestino medio; es importante mencionar que en
el intestino medio de los insectos es eléctricamente positivo a ambos lados de la célula (Harvey
et al., 1987). Este potencial de membrana es resultado del transporte activo de iones K* a través
de la membrana apical de las células epiteliales (Wieczorek er al., citado por Pitrantonio er al.,
1993). Se han propuesto dos mecanismos de rompimiento de esta regulacidn; la primera hip6tesis
menciona que las toxinas incrementan la permeabilidad selectiva de K* preexistentes o forma
nuevos canales de K* (Harvey, 1987); la segunda hipdtesis menciona que la toxina al insertarse
en la membrana forma canales no especfficos de cationes y aniones (Knowles y Ellar, 1987). El
modelo mds aceptado y con el que se trabaja, es la formacién de poros no especificos, una vez

que la toxina se inserta en el plasma de la membrana, da como resultado poros no especificos
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que son permeables a iones pequefios y moléculas, causando una pérdida de osmoregulacién lo

que conlleva al hinchamiento y finalmente a la lisis de las células.

2.2. Bacillus thuringiensis variedad israelensis
2.2.1. Importancia de Bacillus thuringiensis var. israelensis

Muchas especies importantes de vectores como son los del género Aedes, Culex y
Anopheles, han desarrollado resistencia muiltiple a diferentes insecticidas qufmicos, causando
alarma especialmente en paises subdesarrollados, aunado a esto la contaminacién causada por
estos insecticidas y el precio elevado de algunos de estos (Margalit y Dean, 1985), hicieron
pensar en nuevas alternativas tales como el uso de un agente biolégico con caracteristicas de
. insecticida quimico, que fuese altamente téxico a los mosquitos, capaz de ser producido en forma
masiva a nivel industrial, (Hertlein er al., 1981), caracteristicas que hacen a B. thuringiensis var
israelensis, el candidato ideal para ser utilizado como agente de control microbiano de vectores.
Este fue descubierto en 1977 por Tahori y Margalit en Israel, causando una epizootia en
poblacidnes de Culex pipiens, afectando de igual manera a pupas y adultos, quienes flotaban en
la superficie. Posteriormente, la Dra. H. de Barjac, la identificé como Bacillus thuringiensis
var. israelensis serotipo H-14 (Margalit y Dean, 1985). Desde su primer hallazgo como patégeno
ha sido sujeto a experimentacién, evaludndolo contra varias especies de dipteros como son Aedes
aegypti, Culex quinquefasciatus y Anopheles albimanus (Ignoffo et al, 1981; Goldberg er al,
1977, Lawrence et al, 1982; Tyrell er al, 1981, Harshod er al, 1991), resultando B.
thuringiensis var. israelensis altamente téxico para estas especies, en condiciones de laboratorio.
En campo por otro lado, se han logrado buenos resultados como los obtenidos por Zaim et al.,
(1992), donde en depdsitos naturales en Israel, aplicaron un producto formulado de B.
" thuringiensis var. israelensis con una concentracién comercial de 1000 UTI/mg, y aplicando
2ce/m? donde lograron mortalidades del 93 al 96% en anofelinos y 97% en culicidos después
de 24 h, también observaron que después de 48 h mantiene su actividad, los autores afirman que,
con cinco dias seguidos de tratamiento se evitaria la pupacién. Por su parte Jones y Lloyd en
1985 evaluaron este mismo formulado en un drea de 208 m? de un depdsito natural, aplicando
0.9 mg/lt y obtuvieron una mortalidad del 100% en larvas del género Aedes después de 24 h de
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exposicién. Con base en lo anterior y las caracteristicas anteriormente mencionadas hacen
considerar a B. thuringiensis var. israelensis como uno de los agentes de control microbiano

* mas eficaces y de mayor uso potencial en el control de vectores.

2.2.2. Ciclo de vida de Bacillus thuringiensis var. israelensis
' B. thuringiensis var. israelensis cominmente se encuentra en forma natural en ambientes

donde abundan los insectos. Es una bacteria gram-positiva, aerébica en forma de varilla con
flagelos peritricos, formadora de esporas subterminales, se reproduce generalmente por fisién
binaria (Martin y Travers, 1989). La formacién de las esporas ocurre cuando los nutrientes son
escasos 0 el medio es adverso (Lambert y Peferoen, 1992), durante esta fase de esporulacién B.
thuringiensis produce proteinas que se cristalizan formando el cristal, el cual generalmente se
localiza independiente de la espora (Martin y Travers, 1989), y son liberados al ambiente cuando
las paredes de la célula se degradan al final de la esporulacién, siendo este cristal, el que posee
las propiedades insecticidas (Fig. 3).
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Figura 3. Reproduccién de Bacillus thuringiensis

2.2.3. Rango de hospederos
Bacillus thuringiensis var. israelensis ha tenido un uso extensivo, se ha evaluado en
muchas especies, y presenta una alta toxicidad para casi todas las especies de mosquitos y
jejenes; en forma general se reportan 21 especies de Anopheles, 21 de Aedes, 17 de Culex, cinco
. de Culiseta, dos de Uratoenia y una sola especie en cada uno de los siguientes géneros:

Psorophora, Mansonia, Amnigeres, Trichoprospon y Coquillettidia (Margalit y Dean, 1985).
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Por otro lado también se probo en 22 especies de Simulium, como ejemplo estdn los trabajos
realizados por Malloy er al.,(1986), quienes probaron B. thuringiensis var. israelensis contra
Simulium verecundum y S. vittatum en diferentes estados, y encontraron que son mads
susceptibles los estados tempranos; Undeen er al.(1979) trabajaron con S. domnosum y S.

verecundum, en donde obtuvieron mortalidades de hasta el 100%.

Colbo y Undeen (1980), al evaluar el efecto de B. thuringiensis var. israelensis, en un
rio con una alta poblacién de simulidos, asi como de otros insectos nativos, aplicaron soluciones
con una concentracién de 1 x 10° cel/ml, observaron que no habia decremento en la mayorfa
de los insectos nativos, y por otro lado interesantemente, obtuvieron mortalidades de hasta un

93% en simulidos.

2.2.4. Histopatologia

Bacillus thuringiensis var. israelensis es un patdgeno que necesita ser ingerido, por lo
cual al ser este un bioinsecticida estomacal, afecta principalmente al intestino medio que carece
de cuticula, mds especificamente la zona posterior de éste, esta zona posee abundantes
microvellosidades (Lahkim er al., 1983), y como consecuencia se asume que aqui ocurre la
mayor absorcién de la toxina. De manera general el dafo se inicia cuando la bacteria es
ingerida, posteriormente, las secreciones del intestino medio asi como las proteasas, solubilizan
el cristal, convirtiendo las protoxinas en una toxina de 65000 kd de peso (Margalit y Dean,
1985). Esta toxina produce lesiones en el epitelio del intestino medio del insecto (Cooksey, 1971)
inicidndose con el hinchamiento, ruptura de las microvellosidades presentes en la superficie del
epitelio intestinal, produce el agrandamiento del espacio intracelular e intercelular del epitelio,
desaparicién del material granular entre la membrana peritréfica y células epiteliales, una
separacién de las células del intestino medio de la membrana basal y una liberacién de estas al
lumen del intestino medio (Lahkim er al., 1983; Aronson er al., 1989; Gill er al., 1992),
consecuentemente una lisis celular y por iiltimo la completa desintegracién del epitelio intestinal
(Lahkim er al., 1983).
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Un aspecto importante en la actividad de B. thuringiensis var. israelensis es el tiempo
de accion, ya que trabajos realizados con larvas de Aedes aegypti de 2do y 4to estado, indican
que los primeros sintomas, como son falta de movilidad y cese de la alimentacién, son
registrados a los 7 minutos aproximadamente, el pico mdximo de mortalidad se encuentra entre
los 30 y 37 minutos (Lahkim er al., 1983; Gill et al., 1992), cabe mencionar que esto dependerd
enteramente del estado de desarrollo de la larva, ya que generalmente, los estados tempranos son

mas susceptibles, asi como de la concentracién de la suspensién utilizada.

2.2.5. Patogenicidad de Bacillus thuringiensis var. israelensis en vertebrados

Hasta la fecha no hay evidencia de que B. thuringiensis var. israelensis sea patdgena
para vertebrados ya sea por aplicacion oral o topical. Sin embargo, existen algunos casos en
don.de se mostraron efectos patoldgicos al inyectarla a mamiferos, pero se debié a la presencia
de la beta-exotoxina en estas cepas, toxina que como se mencioné anteriormente, es téxica para

ciertas lineas celulares tanto de vertebrados como de invertebrados (Tanada y Kaya, 1993).

En el caso de la delta-endotoxina parace ser totalmente inocua a vertebrados y a cultivos
de tejidos de vertebrados normales. Siegal y Shodduck (1990), inyectaron preparaciones de las
bacterias B. thuringiensis var. israelensis y B. sphaericus en conejos y ratones, los cules no
presentaron evidencia de enfermedad, por lo que concluyeron que ambas bacterias pueden ser
usadas con seguridad en medios donde el hombre estd expuesto. Por su parte Siegal er al.,
(1987), hicieron preparaciones de B. thuringiensis var. israelensis administridndolas por via oral
y aerosol en ratas, ratones y conejos, y ninguna muerte se registrd, sin embargo al administrarlo
intraperitonealmente produjeron una muerte substancial (26/42), subsecuentes experimentos no
mostraron los mismos resultados. B. thuringiensis var. israelensis puede persistir en el bazo del
raton durante siete semanas, pero no hay evidencia de multiplicacién; el uso de B. thuringiensis
en polvo causa irritaciones minimas en ojos de conejos por lo que concluyen que Bacillus
thuringiensis var. israelensis no es patogénico a mamiferos (Siegal er al, 1987), y por lo tanto

es seguro para ser utilizado en el control de vectores .
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2.3. Bioensayo

Una vez comprobada la patogenicidad de un insecticida microbial en un insecto, es
necesario conocer cual es la cantidad minima necesaria para poder matar al insecto, puesto que
mientras menos sea la cantidad necesaria mds agresivo o virulento es el bioinsecticida. Para
determinarla existe un conjunto de procedimientos que nos medird la fuerza de un agente o

estimulo mediante la respuesta de un organismo, que en este caso es la muerte.

Cuando un organismo individual es estimulado, los efectos observados pueden ser de dos
tipos, gradual o cudntica. Si la respuesta es graduada un resultado cuantitativo es observado; la
respuesta cudntica o respuesta de todo o nada, es clasificada a un tiempo de la estimulacién, es
decir, si responde o no al estimulo, siendo este un fenémeno cualitativo. Para este tipo de
pruebas, a fin de que los resultados sean repetibles y cientificamente interpretables, la respuesta
necesita ser definida, el evaluador debe ser capaz de diagnosticar objetivamente, de tal manera
que pueda evaluar uniformemente en varias ocasiones y estar de acuerdo con otros observadores;
. en el caso de bioinsecticidas, por ejemplo, un insecto puede ser considerado como muerto si no

presenta movimientos espontdneos, o no se mueve al ser tocado.

Otro punto importante que hay que considerar, es asegurarse de que las respuestas de los
diferentes miembros de un grupo sean independientes unas de otras, una posible solucién es no
ponerlos juntos, siendo ideal el confinamiento individual, lo cual es poco practicado. Si ocurre
una respuesta dependiente una de otra, el andlisis estadfstico de los resultados junto con el
estandar es invalidado (Hewlett y Planckett, 1979).

Un problema que con frecuencia se presenta es la mortalidad en el testigo, lo cual nos
indica que existe un factor externo que causa mortalidad en los organismos del testigo y por lo
tanto esta afectando a los organismos tratados, lo que representa un problema para reconocer si
la mortalidad se debe al estimulo aplicado o a un factor externo, si partimos del supuesto que
- ambos son fisioldgicamente independientes, entonces este factor externo se puede eliminar por
medio de la formula de Abbot, y el resultado de esta expresion matemdtica nos refleja

tinicamente la mortalidad causada por el estimulo que uno aplicé.
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% Mort. Trat.- % Mort. Test.
% Mort. Corregida= X 100
100 - % Mort. Test.

El tamafio de muestra a emplear es otro aspecto que no ha sido tratado con frecuencia,
pero esto se rige con la premisa de que se requiere optimizar los recursos econémicos y
materiales. El método a emplear para el bioensayo y el tiempo de exposicién dependerd del
insecto y sobre su respuesta, es recomendable probar un minimo de cinco diluciones, los cuales

deber4n ser seleccionadas de tal manera que la CLs, deberd caer en la mitad del rango.

La combinacién de caracteristicas del bioensayo deberdn proporcionar un método capaz
de detectar pequeias variaciones en susceptibilidad, ser reproducible, facil de realizar y requerir
materiales y reactivos baratos y ficiles de conseguir (Vazquez, 1993).

2.3.1. Concentracién Letal Media (CLs)

Los primeros intentos en caracterizar la efectividad de un estimulo en relacién a una
respuesta cudntica, se hacfan con referencia a una dosis minima efectiva, que se definfa como
aquel estfmulo suficiente para matar al miembro menos resistente de la especie; sin embargo, no
se tomaba en cuenta, la variacién de la tolerancia de una poblacién. Es obvio que algunas
concentraciones son tan bajas que ningin sujeto responderia y otras tan altas que serian fatales
para toda la poblacién, pero existen serias dificultades para poder determinar los limites de estos
rangos, bdsicamente por la gran variabilidad de susceptibilidad de una poblacién. Por lo que se
sugiere una caracterfstica mds definida como es la Concentracién Letal Media (CLy) , la cual
resulta en una respuesta del 50 % de individuos en una poblacidn, esta puede ser estimada con
mayor exactitud al experimentar con un nimero total de individuos. Estadisticamente es mds
confiable puesto que para este estimador, el intervalo de los limites fiduciales es mds estrecho
que el de la CL; o la CLys , ya que mientras mds estrecho sea el intervalo mds preciso y

confiable es el estimador (Finney, 1976).
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El andlisis de la relacién estimulo-respuesta, es facilitado por la transformacién de estos
valores a valores probit (Finney, 1976), haciendo que esta relacion sea representada por una linea
recta, la cual facilita su andlisis, pero a su vez exige el control de factores externos que en un
momento dado alteran los resultados, dando lugar al establecimiento de un testigo, el cual nos
afirmard que la respuesta no estd siendo influenciada por factores externos (Vizquez, 1993).

Al conjunto de procedimientos estadisticos para el andlisis de la relacién estimulo-
respuesta, se conoce con el nombre de anilisis probit (Finney, 1976), que da como resultado,
la ecuacién de la linea de regresién, relacionando datos transformados de concentracién y
respuesta por medio del método de mdxima verosimilitud. Por otro lado este tipo de andlisis
. genera informacién importante como es el valor de X? y la pendiente (Vdzquez, 1993); en donde
la X2 mide el ajuste de los datos al modelo lineal obtenido por la transformacién probit, un valor
alto (arriba de 5) indica una pobre correspondencia entre estimulo y respuesta. La pendiente es
otro pardmetro de importancia relevante ya que valores altos de la pendiente indican una
homogeneidad en la susceptibilidad de los individuos, por el contrario, valores bajos indican que
dentro de nuestra muestra hay un porcentaje alto tanto de individuos altamente susceptibles asi
como organismos con una menor susceptibilidad (V4zquez, 1993; Lépez, 1993).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Ubicacién y condiciones del trabajo

El presente estudio se realizé en el Centro de Entomologfa y Acarologia del Colegio de
Postgraduados, Montecillos Edo. de Méx., como parte del proyecto "Manejo de mosquitos en
desarrollos turisticos”, financiado por FONATUR. La cria de mosquitos se mantuvo a una
temperatura de 25°C + 2°C y una humedad relativa de 45% + 5%, con un fotoperiodo de 12

horas luz.

3.2. Poblaciones de Aedes aegypti y Culex quinguefasciatus

Los organismos empleados para los bioensayos, de las diferentes poblaciones de ambas
especies se obtuvieron a partir de una cria permanente el cual se mantuvo en el drea de
Toxicologia del Colegio de Postgraduados. Las poblaciones de A. aegypti con las que se
trabajaron procedian de Los Cabos, Cancin, Ixtapa y Loreto, y las poblaciones de C.
quinguefasciatus de Los Cabos y Canciin, colectas que fueron realizadas por el personal del

drea de Toxicologfa.

Se trabajo con estas especies por la importancia que representan estas en esas localidades,
y en el caso de Culex quinugefasciatus solo se trabajé con estas dos localidades debido a que
esta especie es altamente susceptible y no se pudieron establecer crias de laboratorio para los

bioensayos.

3.3. Productos utilizados
Se usaron dos productos comerciales en emulsién acuosa; y un Estandar grado técnico;

polvo humectable; su concentracién y tipo de formulacién se anotan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Productos comerciales y Estandar de B. thuringiensis var. israelensis.

Nombre Formulacidn Compaiiia Concentracion
Vectobac Emulsién Abbot 600 UTVmg
Teknar Emulsidn Zandos 1504 UTlrmg
Estdndar .| Polvo humectable * 4740 UTlVmg

* El producto Estandar fue obtenido con anterioridad a través del Departamento de Agricultura  de los Estados Unidos,

en Brownsville, Texas.

3.4. Procedimiento de bioensayo
3.4.1. Manejo de los mosquitos

La cria masiva de los mosquitos para ambas especies se realizé primeramente colocando
a los adultos en una jaula entomolégica de 60x50x50 cm, ahi los adultos disponian de aziicar con
pasas para los machos y la hembra se alimentaba de sangre que succionaba de pollos de
aproximadamente 15 a 20 dias de edad, la oviposici6n se realizaba en recipientes con agua los
cuales se encontraban dentro de la jaula, posteriormente se colectaban los huevecillos y se
colocaban en bandejas de pldstico circulares de 35 cm de didmetro donde eclosionaban después
de 3 a 4 dias, a las larvas se les proporcionaba un alimento preparado a base de spirulina, el
periodo larval duraba aproximadamente 15 dias hasta llegar al estado de pupa donde al formarse
estas se colectaban y depositaban en un recipiente con agua que se introducia en la jaula
entomoldgica hasta la emergencia de los adultos. La cimara de cria se tuvo a 25°C + 2°C y un

fotoperiodo de 12 h luz.

Para las pruebas se seleccionaron larvas del 3er instar temprano, dicha seleccién se basé
en el tamario del cuerpo pero sobre todo en el de la cdpsula cefélica, caracteristica distintiva para

el reconocimiento de los diferentes instares larvales.

3.4.2. Preparacién de las suspensiones
Las diferentes diluciones de los bioinsecticidas se obtuvieron a partir de una solucién

madre, esta se prepar6 tomando 2 ml del insecticida microbiano, aforando con agua filtrada hasta
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100 ml. Las diluciones se realizaron con un factor de dilucion de 0.5, obteniéndose las soluciones
al 0.0001, 0.00005, 0.000025, 0.0000125, 0.00000625 hasta 0.00000312 %, con las que se

determing el rango de mortalidad entre O y 100 % para cada bioinsecticida.

Se prepararon 100 ml de solucidn para cada concentracion a utilizar. Se intercalaron
concentraciones logaritmicas entre las concentraciones que produjeron 0 y 100 % de mortalidad.
Se manejaron de 6 a 9 concentraciones mas el testigo. Las suspensiones fueron preparadas cada
vez que se corria un bioensayo. Las diferentes concentraciones se realizaron con la ayuda de una

formula (ver Apéndice, pag. 81) la cual facilitd la obtencién de las mismas.

3.4.3. Exposicién al téxico
Los bioensayos fueron realizados en vasos de pldstico del nimero cinco, en cada vaso se

colocaba la cantidad de agua y solucién madre necesarias para preparar 100 ml de la dilucién.

Para los bioensayos, solo se utilizaron larvas de tercer instar. Cada vaso contenfa 15
larvas, lo que constituyé una repeticién; se realizaron un minimo de tres repeticiones por
concentracién, que cumplieran con los criterios fijados para un buen bioensayo (Ibarra y
Federici, 1987), cada repeticién fue realizada en un dia diferente. Se utilizé un testigo para cada
serie de concentraciones de un bioinsecticida por dia, al cual solo se le aplicé agua. La
mortalidad se registrd a las 24 h, se consideré como muerto aquella larva que no reaccionaba

cuando se le moviera con un pincel.
3.4.4. Anailisis estadisticos
Los porcentajes de las diluciones se transformaron a UTI/mg de producto aplicado por

vaso, para lo cual se tomé en cuenta la concentracién del insecticida respectivo.

Si en el testigo se registraba una mortalidad mayor de cero, pero menor o igual al 10 %

en los tratamientos se corregia la mortalidad mediante la ecuacién de Abbot (Abbot, 1925).

Los bioensayos que no cumplieran con los siguientes pardmetros fijados para ser
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considerados como vilidos, se anularon y repitieron.

- Mortalidad natural en el testigo menor al 10%.

- Valor de la pendiente entre 1.5 y 6.

- Valor de la ji-cuadrada menor de 5.

- El cociente entre los limites fiduciales superior e inferior no debe ser mayor de 2.

- Al menos 4 de los valores de mortalidad deben estar entre el 10 y 90%.

- El valor de la CLy, debe estar ubicado entre la segunda y quinta concentracién en un total de
seis concentraciones.

- Tener un minimo de tres repeticiones que cumplan los requisitos anteriores y con un

coeficiente de variacién menor al 20%.

La mortalidad corregida se procesé mediante el programa PCProbit (Camacho, 1990) en
el cual se obtuvieron las lineas de respuesta dosis-mortalidad con su respectiva ecuacién de

regresion, los valores de las CLs; y sus limites de confianza al 95 %.

Posteriormente se realizé un andlisis de varianza de un factor con las Cly, de las diferentes
localidades de A. aegypti para determinar si habia diferencias entre ellas (Infante, 1991) y por
medio de una prueba de separacién de medias (Tukey), se determind las diferencias significativas
(Martinez, 1988). En el caso de las poblaciones de C. guinguefasciatus se realizé una prueba
de "t" de student para muestras independientes y determinar si habia o no diferencia entre ambas

poblaciones, esto se realizé para cada producto.

3.5. Histopatologia
Para determinar el efecto de Bacillus thuringiensis var. israelensis en larvas tratadas de

mosquitos se procedio a realizar cortes histoldgicos de larvas infectadas y sanas.

En este proceso se expusieron larvas de 3er instar a una suspensién de B. thuringiensis,
se determind el tiempo en que las larvas eran afectadas antes de que ocurriera la muerte,

evitando asf la degradacién de tejidos por accién de agentes externos.
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La preparacién histolégica de estos materiales fue realizada en el laboratorio de
Morfologia de Insectos del centro de Entomologia y Acarologfa. Las larvas infectadas y sanas
fueron fijadas en forma independiente en Dubosq-Brasil por 48 h, deshidratdndose posteriormente
en alcohol al 90,96 y 100 % por un periodo de 2 h cada uno, se pasaron a benceno durante 4
h, iniciando la inclusién de parafina con un cambio de 50-50 de benzol-parafina, colocdndolos
- finalmente en parafina por 24 h. Se realizaron cortes histol6gicos de 7 um de espesor que fueron
tefiidos con hemalumbre de mayer y eritrocina (Prado y Valdez, 1985). Se realizé una

comparacién microscopica sobre cortes de larvas danadas y sanas.

3.6. Morfologia del Cristal de Bacillus thuringiensis var. israelensis

La forma del cristal de B. thuringiensis es una de las caracteristicas de clasificacién mds
importantes siendo la mds conocida la del patotipo I, es decir el cristal de forma bipiramidal,
téxica a lepiddpteros. En este trabajo, se utilizé a B. thuringiensis var. israelensis cuyo cristal
pertenece al patotipo II, téxico a dipteros, por lo cual se llevé a cabo un breve estudio acerca

de su morfologfa por medio de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

Para este estudio se tomé una muestra de Vectobac y se sembré en agar nutritivo 25°C
+ 2°C por 72 h hasta la autdlisis, posteriormente se preparé una suspensién de la bacteria
sembrada en agua desionizada en aproximadamente 100 ml esta se distribuyé en 4 tubos de
centrifuga y se centrifugé durante 10 min a 5000 rpm en una centrifuga Internacional IEC
modelo K, en este paso se logré una separacién parcial de las esporas y otros materiales, la
pastilla resultante se resuspendié en agua desionizada, y se procedié a darle una serie de tres
lavadas por centrifugacién, mediante este proceso la muestra se fue enriqueciendo con cuerpos
parasporales. Finalmente una gota de la suspensién se colocé sobre un portaobjetos para MEB.
Las muestras fueron puestas en una cdmara de vacio con el fin de evaporar el exceso de
humedad, sometiéndolas a un bano de oro en un ionizador de oro JEOL-4C durante 10 minutos.
Las observaciones y micrografias se realizaron en un Microscopio Electrénico de Barrido JEOL-
35C, con un voltaje de aceleracion de 10KV. El montaje y observacién de estas muestras se

realizé en el drea de Microscopia Electrénica del Colegio de Postgraduados.
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4. RESULTADOS

4.1. Susceptibilidad de A. aegypti y C. quinquefasciatus a los bioinsecticidas
Los rangos de respuesta de A. aegypti y C. quinguefasciatus tratados con Vectobac,
Estandar y Teknar (Cuadros 1, 2, 3 y 4 del apéndice) permitieron determinar el rango de

concentraciones en que se tenfa respuesta.

En el Cuadro 4 se indican las concentraciones porcentuales empleadas en el bioensayo y
su equivalencia para los productos y el Estandar en Unidades Téxicas Internacionales por mg

(UTI/mg), unidades en las que viene especificada la concentracién de cada producto comercial.

Cuadro 4. Concentraciones empleados en la determinacién de la respuesta bioldgica y su
equivalencia en UTI/mg para cada producto.

Concentracién % Vectobac UTU/mg Teknar UTV/mg Estandar UTI/mg
0.0001 % 0.0006 0.0015 0.599
0.00005 % 0.0003 0.00075 0.299
0.000025 % 0.00015 0.000375 0.1497
0.0000125 % 0.000075 0.000187 0.0748
0.00000625 % 0.0000375 0.0000937 0.0374
0.00000312 % 0.0000187 0.0000468 0.0187

4.2, Susceptibilidad de Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus al bioinsecticida Vectobac
Los resultados de los bioensayos realizados contra A. aegypti con Vectobac se presenta
en los Cuadros 5 a 8, en cada caso se muestran el total de bioensayos realizados para cada una

de las localidades de colecta asf como los estadisticos utilizados en el andlisis probit.

En la poblacién de A. aegypti procedente de Ixtapa, se estimé una CLg, promedio de
0.000104 UTI/mg con un coeficiente de variacién de 14.4 % y una desviacién estandar de
0.000015. En el caso de la poblacién de A. aegypti procedente de Loreto la CLy, fué de
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0.000124 UTI/mg (Cuadros 5 y 6), mientras que la CLy, para la poblacién de Cancin y Los
Cabos correspondié a 0.00013 y 0.000076 UTI/mg respectivamente (Cuadros 7 y 8). La
poblacién de A. aegypti que mostré mayor susceptibilidad al producto Vectobac fué la procedente
de Los Cabos, ya que requirio menor dosis para matar al 50% de la poblacién, seguido por la
poblacién de Ixtapa, Loreto, y Cancin (Figura 4). Estas observaciones fueron corroboradas
mediante un an4lisis de varianza, al comparar las medias se observé que lka poblacién de Canciin
tiene una respuesta diferente a las poblaciones de Ixtapa y Los Cabos (Cuadro 9).

Cuadro 5. Bioensayos realizados para estimar la CLs, de A. aegypti de Ixtapa con Vectobac,
valores expresados en UTI/mg.

Fecha CLg CLg Limites de confianza (x=0.05) x? Pendiente
20-06-93 * 0.000102 0.00024 0.00009 0.000126 4.1665 4.5640
24-06-93 * 0.00012 0.00028 0.000102 0.00015 2.8955 4.4712
22-08-93 * 0.00009 0.00021 0.000072 0.000108 0.6186 4.4436
20-09-93 - - - - - -
CL,, promedio= 0.000104 D.S.= =.000015 C.V.= 14.4% E.R.= Y= 25.714808 + 4.34987230 (b)

* Bioensayos utilizados para estimar la CLg,
CLg= Concentracién Letal Media

CL,,= Concentracién Letal del 95%

LFI = Limite Fiducial Inferior

LFS = Limite Fiducial Superior

X?* = Ji-Cuadrada

D.S.= Desviacidn estandar
C.V.= Coeficiente de variacién
E.R.= Ecuacién de regresidn

- = no significativo
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Cuadro 6. Bioensayos realizados con Vectobac para determinar la CLy, en A. aegypti de la
localidad de Loreto. Valores expresados en UTI/mg.

Fecha CL, CL,, Limites de confianza («=0.05) X Pendiente
20-7-93 * 0.000126 0.000684 0.000084 0.000168 2.6256 2.2162
21-7-93 * 0.000126 0.00044 0.00009 0.000162 3.5060 2.9792
24-7-93 * 0.00012 0.000354 0.00009 0.00015 2.7086 3.4828

0.000126 0.00044 0.00009 0.000162 3.5060 2.9792
29-7-93 0.00009 0.000264 0.000066 0.000114 2.4612 3.5519
CLg promedio= 0.000124 D.S.= 0.0000034 C.V.=2.7% E.R.=Y = 18.078128 + 2.788276 (b)

Para las abreviaturas ver Cuadro 5

Cuadro 7. Bioensayos realizados para la obtencién de la CLy, para A. aegypti de la localidad de
Canciin con el producto Vectobac. Valores expresados en UTI/mg.

Fecha CL, CL,, Limites de confianza («=0.05) e Pendiente
22893 * 0.000132 0.000276 0.000114 0.00015 1.2308 4.9575
22893 2 5 = = = 5
25-8-93 * 0.000126 0.00039 0.000102 0.00015 0.9832 3.2940
26-8-93 = 2 : < . :
27993 * 0.000132 0.000348 0.000108 0.00015 2.0235 3.7238
CLy, promedio= 0.00013  D.S.= =.0000034 C.V.=2.6% ER.=Y = 23.69609 + 3.995297 (b)

Para las abreviaturas ver Cuadro §
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Cuadro 8. Bioensayos realizados para la obtencién de la CLs; en A. aegypti de la localidad de

Los Cabos con Vectobac. Valores expresados en UTI/mg.

Fecha CL, CLy Limites de confianza (e=0.05) X2 Pendiente
13-8-94 5 5 N N )
14-8-93 - - = w
22-893 * 0.000078 0.000396 0.000054 0.000102 2.1939 2.3287
25-8-93 * 0.000078 0.000306 0.00006 0.000102 1.9406 2.7345
26-893 * 0.000072 0.000384 0.000054 0.000102 2.9272 2.3231
CLy, promedio= 0.000076 D.S.= 0.0000034 C.V.= 4.4% E.R.= 21.177295 + 3.490927 (b)

Para ver las abreviaturas ver Cuadro §

Cuadro 9. Andlisis estadistico por medio de la prueba de separacién de medias para las cuatro
localidades de A. aegypti tratadas con Vectobac y detectar diferencias significativas

Poblacidén CLg, Promedio UT/mg Desviacidn estandar | Coeficiente de Variacidn DM.S. *
Canciin 0.00013 0.0000034 2.6 % A
Loreto 0.000124 0.0000034 2.7 % AB
Ixtapa 0.000104 0.000015 14.4 % B
Los Cabos 0.000076 0.0000034 4.4 % C

D.M.S. = Diferencia Minima significativa * = CL, con la misma letra indica similitud estadistica

En el caso de Culex quinquefasciatus los resultados obtenidos en los bioensayos (Cuadros
10 y 11) mostraron mayor susceptibilidad de la poblacién procedente de Los Cabos (CLs, =
0.000072 UTL/mg) seguida por la poblacién de Cancin (CLy, = 0.00011UTI/mg).

En la Figura 5 se representan las rectas log. ddsis-mortalidad de las ecuaciones de

regresién obtenidas a partir de los resultados de los bioensayos para Culex quinquefasciatus
para cada una de las localidades. La respuesta més heterogénea a Vectobac la presenté la

poblacién de Loreto en el caso de A. aegypti y la poblacién de Los Cabos en el caso de C.
quinquefasciatus (Fig. 6 y 7).
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Cuadro 10. Bioensayos realizados para la determinacién de la CLs, de C. guinguefasciatus de
Canctin tratados con Vectobac. Valores en UTI/mg.

Fecha CLg CLgs Limites de confianza (x=0.05) x? Pendiente
2-6-93 - - - - &
6-6-93 0.000132 0.000258 0.000114 0.000156 5.0 5.810
2-793 0.000348 0.00188 0.000234 0.000126 3.2905 2.2299
8-793 * 0.000126 0.000318 0.000102 0.00015 0.4252 4.04
20-7-93 0.000198 0.00045 0.000162 0.000246 4.2274 4.5399
21-7-93 * 0.000108 0.000246 0.00009 0.000126 1.5438 4.6140
26-7-93 * 0.000102 0.000216 0.000084 0.00012 0.2227 4.9247
CL promedio= 0.00011 D.S.= 0.000012 C.V.= 1090 E.R.=Y = 23.085305 + 3.867883 (b)

Para la abreviaturas ver Cuadro 5

Cuadro 11. Bioensayos realizados para la obtencién de la CLy, de C. quinguefasciatus de Los
Cabos tratados con Vectobac. Valores en UTI/mg.

Fecha Cly CL, Limites de confianza (a«=0.05) X Pendiente
8-7-93 * 0.000078 0.000504 0.00006 0.000114 3.0144 2.0598
21-793 * 0.00006 0.000276 0.000048 0.000084 1.1428 2.5275
26-7-93 * 0.000078 0.000426 0.00006 0.000108 0.000108 2.2745
2-6-93 - -

6-6-93 0.000036 0.000126 0.000054 0.000048 0.000048 3.0452
CL,, promedio= 0.000072 D.S.= 0.000010 C.V.= 13.8% ER.=Y = 16.065116 + 2.253681 (b)

Para las abreviaturas ver Cuadro §
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4.3. Susceptibilidad de Aedes aegypti y Culex quiquefasciatus al bioinsecticida Teknar

Los bioensayos realizados con el bioinsecticida Teknar indican que tanto A. aegypti como
C. quinquefasciatus fueron susceptibles a este producto, sin embargo la respuesta en las
poblaciones de ambas especies de mosquitos mostraron diferencias en su respuesta (Cuadro 12
a 18). En el caso de A. aegypti, la poblacién mds susceptible o en que menos dosis fue requerida
para matar el 50% de la poblacién corresponde a la de Loreto (CLs, promedio = 0.000060
UTI/mg), seguida por la poblacién de Ixtapa (CLs, = 0.000081), Los Cabos (CLs, = 0.000091)
y Canciin (CLy, = 0.000107), (Figura 8). Mediante el andlisis de varianza y la prueba de medias
realizadas se demostré que la poblacién de Loreto mostré diferencias significativas con respecto

a la poblaci6én de Canciin pero no con las otras dos poblaciones de A. aegypti (Cuadro 16).

En el caso de C. guinquefasciatus (Cuadro 17 y 18) la respuesta en los diferentes
bioensayos realizados demostré6 que para C. quinquefasciatus procedente de Canclin se
requiriéron concentraciones menores para matar el 50% de la poblacién (CLs, = 0.000055
UTI/mg) comparada con los mosquitos procedentes de Los Cabos (CLs, = 0.000097). De
acuerdo a las lineas de respuesta dosis-mortalidad (Figura 9) la poblacién de Canciin tuvo una

respuesta mds homogénea denotada por la cercania de los puntos experimentales a las calculadas.

Cuadro 12. Bioensayos realizados con Teknar. para la obtencién de la CLs, en A. aegypti para
Ixtapa Valores expresados en UTI/mg.

Fecha CLy CL,, Limites de confianza (a=0.05) x Pendiente
20-7-93 * 0.000076 0.00027 0.000045 0.000091 0.9784 2.8102
26-7-93 * 0.000076 0.00021 0.000060 0.000091 1.5745 3.4179
3-8-93 + 0.000091 0.00033 0.000076 0.00010 1.9653 2.9029
7-7-93 - - - = - z
CL,, promedio= 0.000081 D.S.= 0.0000086 C.V.= 10.61% E.R.= Y = 20.849407 + 2.991408 (b)

Para las abreviaturas ver Cuadro 5



Cuadro 13. Bioensayos realizados para la obtencién de la CLy, de A. aegypti de la poblacién
de Loreto con Teknar. Valores expresados de UTI/mg.

Fecha CLy €l Limites de confianza («=0.05) | X? Pendiente
7-7-93 * 0.000076 0.00021 0.000055 0.000091 | 2.7966 3.8748
20793 * 0.000060 0.00025 0.000045 0.000091 | 2.0355 2.7845
8-9-93 * 0.000045 0.000152 0.000030 0.000060 | 1.2420 3.0380
26-6-93 - - - - - <
3-8-93 . - - - . .
28-7-93 - a . . :
CL,, promedio= 0.000060 D.S.= 0.000015 C.V.= 25 % E.R.= 21.326220 + 3.033989 (b)

Para las abreviaciones ver Cuadro 5

Cuadro 14. Bioensayos realizados para obtener la CLy, de A. aegypti, poblacién de Canciin.
Valores expresados en UT1/mg.

Fecha CLy ClLys Limites de confianza (o =0.05) xX? Pendiente
26-6-93 * 0.00010 0.00036 0.000091 0.00013 1.2358 3.1766
28-6-93 * 0.000121 0.00039 0.000091 0.00015 1.3446 3.2014
6-7-93 * 0.00010 0.00038 0.000091 0.00013 1.5110 3.0946
7-793 - - = - _
20-7-93 - - . . "
CL promedio= 0.000107 D.S.= 0.0000121 C.V.= 113 % E.R.= 21.128632 + 3.141590 (b)

Para la abreviaciones ver cuadro §
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Cuadro 15. Bioensayos realizados para la obtencién de la CLy, de A. aegypti de Los Cabos.
Valores expresados en UTI/mg.

Fecha CLg CL,, Limites de confianza (e=0.05) X2 Pendiente
26-6-93 * 0.00010 0.00056 0.000076 0.00013 0.7361 2.1961
20-7-93 * 0.000076 0.00022 0.000060 0.000091 1.1866 3.4950
3-893 * 0.000060 0.00022 0.000045 0.000091 0.9333 3.0947
7-7-93 0.000060 0.00015 0.000045 0.000076 15.4081 4.0506
4-8.93 - - - - - -
3893 0.000091 0.00024 0.000060 0.00010 4.8005 3.5099
CL, promedio= 0.000091 S.D.= 0.000020 C.V.= 25.64 E.R.= 20.127250 + 2.860513 (b)

Para las abreviaturas ver Cuadro 5

Cuadro 16. Andlisis estadistico, Prueba de Separacién de medias de Tukey para las cuatro
localidades de A. aegypti con Teknar.

Poblacién Cly, promedio (UTI/mg) | Desviacién Estand. Coefici Pendi DMS*
de Variacién | Promedio
Canciin 0.000107 0.0000121 11.3 % 3.1575 A
Ixtapa 0.000081 0.0000086 10.6 % 3.04 AB
Los Cabos 0.000078 0.000020 256 % 4.2788 AB
Loreto 0.000060 0.000015 25 % 3.2324 B

D.M.S. = Diferencia minima significativa
. = CLy, con la misma letra, indica similitud estadistica

Los valores obtenidos en los bioensayos con Teknar contra C. quinguefasciatus tanto
para Canciin como Los Cabos presentan una CLs, de 0.000055 UTI/mg y 0.000097 UTI/mg
respectivamente (Cuadros 17 y 18). En este caso la polbacién de Canciin resulté mds susceptible.
tratados con Teknar, respectivamente, para cada una de sus localidades. La respuesta al
bioinsecticida fue muy homogénea en las poblaciones de ambas especies, principalmente en el
caso de A. aegypti en donde las poblaciones (Fig. 10) mostraron mayor pendiente que las

poblaciones de Culex. quinquefasciatus (Fig.11)
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Cuadro 17. Bioensayos realizados para la estimacion de 1a CLy, de C. quinquefasciatus, de la
localidad de Canciin con Teknar. Valores expresados en UTI/mg.

Fecha CLg CL,, Limites de confianza (a=0.05) x? Pendiente
20-7-93 * 0.000060 0.00031 0.000045 0.000076 1.5059 2.2051
26-7-93 * 0.000060 0.00041 0.000030 0.000076 0.9823 1.9071
3-8-93 * 0.000045 0.00027 0.000030 0.000076 1.1012 2.3097
6-8-93 0.000045 0.00041 0.00001 0.000060 0.8525 1.5886
CL,, promedio= 0.000055 D.S.= 0.0000086 C.V.= 15 % E.R.= 16.529180 + 2.119945 (b)

Para las abreviaciones ver Cuadro 5

Cuadro 18. Resultados de los bioensayos realizados para la obtencién de la CLg, de
C.quinguefasciatus de la poblacién de Los Cabos. Valores expresados en UTI/mg.

Fecha CLy CL, Limites de confianza (a=0.05) X2 Pendiente
20-7-93 * 0.000091 0.00047 0.000060 0.00012 1.0133 2.2889
26-7-93 * 0.00010 0.00050 0.000076 0.00015 1.8459 2.4803
3-8-93 * 0.00010 0.00050 0.000076 0.00013 2.5635 2.3819
6-8-93 0.000076 0.00077 0.000045 0.00012 0.8734 1.6759
CL, promedio= 0.000097 D.S.= 0.0000051 C.V.=525 % E.R.= 17.297948 + 2.372578 (b)

Para las abreviaciones ver Cuadro §

4.4. Comparacién de la susceptibilidad de A. aegypti y C. quinquefasciatus a dos insecticidas
microbianos y una formulacién Estandar

Un aspecto importante al medir la virulencia de un bioinsecticida es compararlo con un
parametro estable; en el caso de Bacillus thuringiensis se utilizan Estandares o productos en
donde se ha demostrado su toxicidad y que al probarse en forma simultdnea con los productos
experimentales, con la misma poblacién de insectos permiten inferir el comportamiento en
cuanto a virulencia de los productos comerciales. De esta manera al comparar la CLg, de los
mosquitos tratados con Vectobac (Figura 12 y 13) observamos que estos valores fueron menores

que los obtenidos con el Estandar (Cuadro 19). De igual manera las poblaciones de A. aegypti
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y C. quinquefasciatus tratadas con Teknar mostraron ser més susceptibles al producto comercial
que al Estandar (Cuadro 20), la linea de regresion de este producto cde del lado derecho
indicando que sus CL,, fueron mds altas que las observadas con los productos comerciales
(Figura 14 y 15).

Cuadro 19. Comparacién de la CLy, (UTI/mg) promedio para cada poblacién de A. aegypti y
C. quinquefasciatus tratadas con Vectobac y el Estandar.

Aedes aegypti Culex quinquefasciatus
Poblacién Vectohac Estandar Poblacién Vectobac Estandar
Ixtapa 0.000104 0.091 Canciin 0.00011 0.045
Loreto 0.000124 0.085 Los Cabos 0.000072 0.063
Canciin 0.00013 0.103
Los Cabos 0.000076 0.0673

Cuadro 20. Comparacién de la CLg, (UTI/mg) promedio para cada poblacién de A. aegypti y
C. quinquefasciatus tratadas con Teknar asf{ como con el producto Estandar.

Aedes aegypti Culex quinguefasciatus
Poblacién Teknar Estandar Poblacién Teknar Estandar
Ixtapa 0.000081 0.0779 Canciin 0.000055 0.044
Loreto 0.000060 0.085 Los Cabos 0.000047 0.061
Canciin 0.000107 0.103
Los Cabos 0.000078 0.077

La posici6n de las lfneas de regresién que en este caso sefialan los valores significativos
para la CL;, CLy y CLss reflejan la agresividad del producto, esto nos sirve para fines de
comparacién tanto de comportamiento como de suceptibilidad de las poblaciones hacia los
productos probados. En las Figuras 10 y 11, se presentan las lineas de regresién para las
diferentes localidades tanto de A. aegypti y C. quinquefasciatus obtenidos con Teknar, en ellas
se puede observar que la respuesta de A, aegyp#i fué mas uniforme y homogénea, que en Culex

quinquefasciatus.
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4.5, Histopatologfa

La observacién de los daiios histolégicos a nivel intestino medio tanto para A.aegypti
como para C. quinquefasciatus, as{ como los tiempos de accién de la bacteria, se realizaron
utilizando una suspencién de Bacillus thuringiensis var israelensis obtenida del producto
Vectobac, a una concentraciéon de 0.0006 UTI/mg , Las anormalidades en conducta se
empezaron a registrar a los 5 a 6 minutos observindose la mixima mortalidad a los 35 minutos.
Los primeros sintomas consisten en movimientos anormales, posteriormente solo se observa
movimientos repentinos a manera de estertores seguidos de un lapso amplio de inmovilidad hasta
que finalmente mueren. Una caracteristica muy visible es que en el caso de A. aegypti, las larvas
al morir presentan enegrecimiento a nivel del intestino medio, ademas se van a la superficie y
se agrupan en una orilla; en C. quinguefasciatus las larvas no siguen un patrén definido
observandose en el fondo del vaso o en la superficie de este; los tiempos de mortalidad para
ambas especies resultaron semejantes. Una vez obtenido el tiempo total de accién de la bacteria
sobre las larvas, se consideré necesario trabajar con larvas cercanas a la muerte en donde ain
no ocurria destruccién por otras causas externas, por lo cual se tomaron larvas con un tiempo

de exposicioén a la bacteria de 30 minutos aproximadamente.

La histologia de las larvas, revelé, en ambas especies, que el dafio ocurre a nivel del
intestino medio, morfol6gicamente ambas especies son un poco diferentes en el sentido de que
A. aegypti posee mayor cantidad de células epiteliales en el intestino medio que C. quiquefascia-
tus (Figuras 16(A), 17(A)). En cortes realizados de intestino medio de larvas tratadas de A.
aegypti, se observa a diferencia de los cortes de larvas sanas, una deformacion y alargamiento
de las células epiteliales intestinales, desprendimiento de estas de la membrana basal, y aparici6n
de cisternas o cavidades intracelulares (Figura 16B). Los efectos en C. quiguefasciatus fueron
semejantes en cuanto al sitio de accién (intestino medio), y tiempo de accién de la bacteria, pero
con variantes en los dafios a nivel celular, se observa primeramente (Fig. 17 B) un
desprendimiento de las células epiteliales de la membrana basal, esta mismas células liberan su
contenido citoplasmdtico al espacio existente entre estas y la membrana peritréfica. Las células
epiteliales sufren tambien un fenémeno denominado citomegalia, caracterizado por el
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agrandamiento de la célula, la cual da como consecuencia la ruptura de sus paredes celulares y
la desintegracién de las mismas, tambien se puede ver que existen nicleos picnéticos, que son
niicleos necrosados, los cuales posiblemente provienen de células ya destruidas que provienen
de planos superiores ya que los cortes realizados fueron tranversales, consecuencoa de esto
tambien son los restos celulares que se observan dentro de la luz del intestino junto con el
contenido estomacal. Al igual que en A. aegypti el dafio causado por B. thuringiensis var.
israelensis es muy contrastante y evidente en C. quinquefasciatus.

En ambas especies se observa un daio parcial o total de las microvellosidades, en A.
aegypti (Fig. 16 B) se pude onservar un dafio en la membrana peritréfica, hecho que no es muy
evidente en C. quinquefasciatus (Fig. 17 B), una lisis celular y por ende el intercambio del
contenido alcalino del intestino medio con la hemolinfa, lo cual producird cambios que

induciran a la muerte.

4.6. Morfologia del Cristal de Bacillus thuringiensis var. israelensis

Como resultado del estudio de Microscopfa Electrénica de Barrido (MEB) del cristal
podemos observar (Figura. 18), que el cristal es de forma irregular con tendencia a la forma
esférica, con un tamafo aproximado de 850 a 1300 nm. En la Figura 19 se observa una vista
general de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis var. israelensis, 1a barra representa |
pum. En la Figura 19 podemos observar un complejo en donde se encuentra espora y cristal, esta
muestra se obtuvo a partir del producto Vectobac, lo cual hace evidente que este producto esta
conformado por un complejo espora-cristal y no tinicamente por el cristal como se maneja para

su comercializacion.
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Figura 16. Cortes histologicos realizados en larvas de Aedes aegypti. A) larva sana B) larva
enferma , observe la deformacion, alargamiento de las células epiteliales, desprendi-
miento de estas de la membrana basal, dafio de las microvellosidades y membrana
peritrofica CE=Células epiteliales, MB= Membrana basal, MV=Microvellosidades,
MP=Membrana peritrofica.
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Figura 17. Cortes histologicos realizados en larvas de Culex quinquefasciatus. A) larva sana, B)
larva enferma, observe la liberacion del contenido citoplasmatico de las células
epiteliales, en las larvas enfermas, desprendimiento de éstas de la membrana basal,
dafios en las microvellosidades, se puede observar tambien nicleos picnéticos, asi
como citomegalia en las células epiteliales. CE=Células epiteliales, MB=Membrana
basal, MV=Microvellosidades, NP=Nuclecos picnoticos.
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Flgura 18. Acercamiento de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis var. israelensis, existe
cierta diferencia en el tamafio, resultado de la erosion por el agua y centrifugacion
durante el proceso de obtencion. E=Espora, CR=Cristal. Barra=1 ym

Figura 19. Vista general de conjunto de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis var.
israelensis. E=Espora, CR=Cristal. Barra=10 pm.
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5. DISCUSION

5.1. Determinacién de la Respuesta Bioldgica (RB)

Es muy claro como se observa en los Cuadros 1, 2, 3 y 4 (Ver apéndice) que la RB es
importante para determinar como responde una poblacién a un estimulo y mds importante atn,
para determinar la respuesta de cada una de las poblaciones tratadas, puesto que cada una
proviene de diferentes condiciones ecol6gicas y por ello es de esperarse que presentara diferente

susceptibilidad y por ende diferente CLs,.

Como ya se menciond, la determinacién de RB es el paso previo a la realizacién de los
bioensayos, método por el cual obtendremos la CLy, para las diferentes poblaciones, y
productos, la RB nos dice las concentraciones donde obtendremos el 0 y el 100% de mortalidad,
y por medio del método del papel probit obtendremos las demés concentraciones, considerando
que para la determinacién de la CL, haya un minimo de cinco concentraciones, dos por arriba

y abajo de la CLy, estimada.

Un aspecto importante en la realizacién de bioensayos es, el manejo de las dosis (Cuadro
4) ya que si usamos concentraciones porcentuales estas van a contener diferente cantidad de
producto activo, en el caso de B. thuringiensis var. israelensis es conveniente considerar las
UTI/mg que son las unidades en las que viene expresada la concentracién de cada producto, lo
cual permite definir mayores diferencias en susceptibilidad entre las diferentes especies y
poblaciones. Esto nos da pauta para enfatizar el uso de un método estandarizado para determinar
las concentraciones, como es el manejo de UTI/mg para asi facilitar la comparacién de

resultados con cualquier otro trabajo similar.

5.2. Determinacién de la Concentracién Letal Media (CLg,)
Al observar los Cuadros 5 hasta el 17 nos percatamos que para la obtencién de la CLs,
el nimero de bioensayos realizados es variable, esto nos indica que cada poblacién a pesar de

pertenecer a la misma especie, posee un comportamiento diferente, cabe mencionar que este
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punto es medido estadisticamente, el cual lo discutiremos mas adelante, obviamente no podemos
descanar’el hecho de un mal manejo, ya sea al seleccionar los organismos, asi como en la
preparacién de las soluciones. Es por esto que en los Cuadros anteriormente mencionados (5 al
17) se especifica ademds de la CLy,, la CLys, los limites de confianza del 95%, los valores de
péndienle y ji-cuadrada, estos dos tltimos son de suma importancia y que pocas veces son
tomados en cuenta, el valor de pendiente minimo aceptado es de 1.5, valores mas bajos nos
indican una gran heterogeneidad en la poblacién, es decir que en esa poblacién existe un gran
porcentaje de individuos con una alta susceptibilidad y con una baja susceptibilidad a la misma,
siendo necesarios cambios drdsticos en los valores de las concentraciones para que exista una
cambio significativo en la mortalidad (Lépez, 1993).

Los valores de ji-cuadrada se consideran aceptables cuando es menor de cinco, este valor
nos indica que tan confiable es el estimador, ya que valores altos por arriba de cinco de ji-
cuadrada sefialan poca correlacién entre los valores esperados y los experimentados. Basado en
estos puntos, es mds sencillo el analizar los resultados (Ibarra y Federici, 1987).

_ En el caso de Vectobac con A. aegypti todas las poblaciones se comportaron
estadisticamente diferentes (Cuadro 9), siendo la mas susceptible la poblacién de Los Cabos
seguida por Ixtapa, Loreto y resultando como la menos susceptible la poblacién de Canciin. Esto
nos demuestra de alguna manera , los cambios de susceptibilidad inherentes a cada poblacidn.
En el caso de Teknar la mayoria de las poblaciones se comportaron de igual manera, tinicamente
diferencidndose la poblacién de Loreto como mas susceptible, de la menos susceptible, Canciin,
pero la tendencia fue a la homogeneidad (Cuadro 16), resultados que no se asemejan con los
obtenidos con Vectobac. A pesar de que ambos productos son a base de Bacillus thuringiensis
var. israelensis, sus diferentes formulaciones las hacen mas o menos eficaces posiblemente
Teknar posea una formulacién mas efectiva y esto se ve reflejado en la homogeneidad de su
respuesta, apoyado también con las CL,, (UTI/mg) mas bajas obtenidas en comparaci6n con
Vectobac (Cuadros 9 y 16).
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Para el caso de C. quinquefasciatus se observo el mismo fenémeno, ambas poblaciones
con Vectobac resultaron ser diferentes de acuerdo a una prueba de "t" de student , e iguales al
evaluar Teknar, asumiendo las mismas causas antes mencionadas en A. aegypfi. Para el caso de
Vectobac con Culex guinguefasciatus, la poblacién de Los Cabos resulté ser mas susceptible
con una CLg, de 0.000022 UTI/mg y Canciin como la menos susceptible con una CLg, de
0.00011 UTI/mg. Al evaluar Teknar en estas mismas poblaciones dio como resultado una CLg,
para Cancin de 0.000055 UTI/mg y para Los Cabos 0.000077 UTI/mg y si comparamos las
CL,, obtenidas con Vectobac y Teknar observamos que Teknar es mds agresivo que Vectobac.

Como se observé, existen diferencias de susceptibilidad dentro de las diferentes
poblaciones de una misma especie, obviamente si comparamos las dos especies Aedes aegypti
y Culex quinquefasciatus obtenemos diferencias en susceptibilidad. En el Cuadro 17 podemos
observar que la diferencia es minima, resultando mas susceptible C. guinquefasciatus tanto en
Cancin como en Los Cabos para Vectobac, para el caso de Teknar, C. quiguefasciatus de
Canciin resulté ser mas susceptible que A. aegypti de la misma localidad, pero en el caso de Los
Cabos, A. aegypti resulté ser mas susceptible que C. quinquefasciatus (Cuadro 18). Si
analizamos en conjunto los resultados estos seiialan a C. quinquefasciatus como mas susceptible
a B. thuringiensis var. israelensis que A. aegypti lo cual concuerda con lo reportado por
Lawrence y Singer (1982), donde encontraron a C. guinguefasciatus como mas susceptible con
una CLs, de 0.0015 ppm y Aedes con un CL, de 0.941 ppm, las unidades que estos autores
manejan, no pueden ser comparables con los obtenidos en este trabajo, ya que ellos emplearon
\inicamente el complejo espora-cristal, obtenido por medio de cultivo en medios artificiales y
liofilizaci6n, y en nuestro caso se empleo un producto ya formulado. Volviendo al caso de C.
quinquefasciatus y Aedes aegypti de Los Cabos con Teknar donde A. aegypti resulté ser mas
susceptible que C. quinquefasciatus, esto se podria atribuir a que las poblaciones como ya se
menciono estdn sujetas a cambios de susceptibilidad repentinas mediadas por las caracteristicas
ambientales, apoyando este hecho podemos citar los resultados obtenidos por Tyrell et al (1979),
quien obtuvo una mortalidad del 93% en Aedes y el 90% en Culex, siendo mas susceptible
Aedes a Bacillus thuringiensis var. israelensis a una concentracién de 107 upm/ml. Esta
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diferencia se atribuye, no tinicamente a cambios en las condiciones de trabajo, pudiendo influir
los h4bitos alimenticios y sobre todo como VanEssen y Hembree (1980) mencionan, esta
variabilidad en la respuesta, es esperada por que dos entidades vivientes y por lo tanto variables

estdn involucradas, el hospedero y el patégeno.

Hasta ahora hemos analizado que tan agresivo es un producto frente a otro, en base a la
respuesta de las larvas, y observamos que todo sefiala a Teknar como mas agresivo en
comparacién con Vectobac. Esta diferencia la podemos apreciar en las Figuras 20 y 21, donde
se grafica dnicamente las lineas de regresién obtenidas por medio del andlisis probit, es
importante sefialar que una lfnea de regresién mientras mas a la izquierda o cercana al origen
se encuentre mas agresivo resulta un producto, entonces si analizamos estas figuras observamos
que Teknar es mas agresivo que Vectobac por la posicién de la linea de regresion en todas las
poblaciones de A. aegypti (Figura 20), encontrdndose resultados semejantes en la poblacion de

C quinquefasciatus procedente de Canctin (Figura 21).

Estos dos productos son efectivos, pero es necesario compararlas con un pardmetro
independiente al testigo o Estandar, el cual nos dice si el producto es o no agresivo pero con
respecto a una respuesta ya estudiada y asf aseguramos de tomar en cuenta la variabilidad de
1a poblacidn, ya que tanto el producto como el Estandar son evaluados en forma simultdnea, y
bajo las mismas condiciones. Esta variabilidad es observada en los Cuadros 9 y 16 para A.
aegypti con Vectobac y Teknar respectivamente, donde vemos que los coheficientes de variacién
son muy diferentes entre cada poblacién y los valores tan altos de este, en ciertas poblaciones
nos indica que la respuesta en cuanto al nivel de susceptibilidad varfa diariamente, a pesar de
que la homogeneidad de cada poblacion es casi la misma, lo cual es reflejada por los valores de
pendiente semejantes, este mismo comportamiento es observado con C. quinquefasciatus con
ambos productos, en los Cuadros 10 y 11 para Vectobac , para cada localidad (Canciin y Los
Cabos) y los Cuadros 17 y 18 con Teknar para ambas localidades.
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Tomando en cuenta tinicamente los niveles de susceptibilidad (CLs,), con respecto al
Estandar para Vectobac y Teknar, Cuadros 19 y 20 respectivamente, podemos percatarnos que
la diferencia en virulencia va desde 400 a 900 veces mds . En el caso de Vectobac, esta
diferencia la podemos apreciar aiin mas observando las Figuras 12 y 13 para A. aegypti y C.
quinguefasciatus respectivamente, estas grificas nos demuestran en base a la posicién de la linea
de regresién que Vectobac en ambas especies es mucho mas agresiva que el Estandar ,
sucediendo lo mismo con Teknar (Figuras 14 y 15). En las Figuras 22 y 23 observamos que no
hay traslape entre los limites fiduciales al comparar Vectobac contra el estandar, por lo que
decimos que son estadfsticamente diferentes. En las Figuras 24 y 25 vemos que tampoco hay
traslape entre Teknar y Estandar para A. aegypti y C. quinguefasciatus respectivamente, en
todas sus poblaciones siendo estadisticamente diferentes. Estas diferencias se puede considerar
que se deben a la formulaci6n, el Estandar no es un producto formulado. Los productos por
medio de su formulacién pueden hacer que B. thuringiensis var. israelensis sea més efectivo
con menor cantidad de ingrediente activo, es posible que estas formulaciénes posean
fagoestimulantes, mayor proteccién para persistir en el medio y mejorar su caracteristica de su
rdpida sedimentacién lo cual no es favorable por los hébitos de las larvas. En el caso del
Estandar, que como ya se mencioné anteriormente no estd formulado, pero nos permite
determinar que tan potente es el producto bajo estudio y sus posibilidades como un buen

insecticida microbiano.
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5.3. Histopatologia

De acuerdo a los resultados, observamos que tanto en C. quinquefasciatus y A. aegypti
la bacteria actiia a nivel intestino medio, esta zona es rica en microvellosidades, y es aqui donde
se lleva a cabo la mayor absorcion de nutrientes y por ende de la toxina bacteriana. Los tiempos
tan cortos de accién que se registraron, donde los primeros efectos se observaron a los 5 a 6
minutos y la mdxima mortalidad a los 30 a 35 minutos, concuerdan con los resultados obtenidos
por Lahkim et al, (1982), quienes mencionan que la mdxima mortalidad ocurre a los 37 minutos,
esto refleja que la accién principal es debida a la delta-endotoxina, activada por el contenido
alcalino del intestino medio. En A. aegypti al igual que en C. guinquefasciatus ocurre em
ﬁﬁmer lugar, una deformacidn y alargamiento de las células epiteliales, lo cual es mas marcado
en A. aegypti mientras que en C. quinquefasciatus el efecto mas visible es la liberacién del
contenido citoplasmético de las células epiteliales intestinales, (Figura 26). A pesar de estas
diferencias el resultado es el mismo dando en ambas especies la ruptura de la pared intestinal
(Figura 27) permitiendo el paso del contenido alcalino al mesenteron y viceversa. En ambos
casos se observé una separacion de las células epiteliales intestinales de la membrana basal, una
destruccién de la membrana peritréfica y las microvellosidades (Figuras 16 y 17). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Lahkim er al.,(1982), en donde ademds estos
autores realizaron una diferenciancion de zonas del intestino medio y afirman que la parte
posterior del intestino medio es la mas afectada, lo cual puede ser consecuencia de la mayor
cantidad de microvellosidades existentes en esta zona, las otras zonas son también afectadas pero

en menor grado.

Observando las Figuras 16 y 17 vemos que hay un mayor daio en A. aegypti que en C.
quinquefasciatus, esto puede deberse a que como se observa en la Figura 28. A. aegypti posee
mayor cantidad de microvellosidades, no quiere decir que en forma general sea asf, sino que
posiblemente el corte histolégico en A. aegypti se haya hecho cerca del drea posterior del
intestino medio y de acuerdo a Lahkim er al, (1982) esta zona posee mayor cantidad de

microvellosidades y por lo tanto ocurre mayor absorcién provocando un dafio mds severo.
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Se recomienda realizar un trabajo en donde se efectie un estudio diferencial sobre el

~
efecto de B. thuringiensis var. israelensis en las diferentes zonas del intestino medio, asi como
diferentes tiempos de exposicién a la bacteria, para determinar en forma general el avance del

dano en el intestino medio del insecto.

5.4. Morfologia del cristal de Bacillus thuringiensis var. israelensis

De las observaciones hechas en las micrografias en el MEB, del cristal de la bacteria,
se puede mencionar que es el cristal es de forma irregular con tendencia esférica (Figura 18),
lo cual concuerda con lo obtenido por Ibarra y Federici (1986) e Insell y Fitz-James (1988), su
tamarfio varia de 850 a 1300 nm, existiendo similaridad con los resultados obtenidos por Ibarra
y Federici (1986), en donde estos autores mencionan que registraron un didmetro del cristal de
700 a 1200 nm. Esta variacién en tamaiio puede deberse bdsicamente a que durante el proceso
de purificacion y obtencién del cristal , este es erosionado por el agua, la centrifugacién etc. lo
cual ocasiona una reduccién de su tamaiio y forma original. Esta forma de cristal es
caracteristica del Patotipo II la cual es t6xica para dipteros, y esta conformada por tres
inclusiones, que desafortunadamente no son visibles al MEB, para esto se sugiere realizar

Microscopfa Eletrénica de Transmisidn para poder diferenciar las inclusiones.

En la preparacién del material observamos que hay tanto esporas como cristales, lo cual
indica que este producto posee no solo el cristal, como se maneja y denomina ingrediente activo

sino que es el complejo espora-cristal.



Figura 26. Comparacion del efecto de Bacillus thuringiensis var. israelensis sobre las células
epiteliales intestinales, se observa cierta diferencia entre las dos especies, pero ambas

severamente dafadas. A) Aedes aegypti, B) Culex quinquefasciatus. Comparar con
la Figura 28.
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Figura 27. Ruptura de la pared intestinal consecuencia de una lisis celular, uno de los efectos
finales de la accion de la bacteria sobre el intestino medio de las larvas enfermas A)
Aedes aegypti, B) Culex quinquefasciatus.
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Figura 28. Acercamiento de la pared celular del intestino medio, detalle de la diferencia en la
cantidad de microvellosidades en larvas sanas de A) Aedes aegypti y B) Culex
quinquefasciatus. MC=Microvellosidades
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6. CONCLUSIONES

- Los productos Vectobac y Teknar a base de Bacillus thuringiensis var. israelensis son
altamente téxicos para larvas de dipteros en condiciones de laboratorio con base a la CL;, mas

bajas obtenidas en comparacién con el estandar en condiciones de laboratorio.

-La CLy, obtenida en UTI/mg con Vectobac para las cuatro localidades de Aedes aegypti de la
mas a la menos susceptible fueron 0.000076, 0.000104, 0.000124 y 0.00013 para Los Cabos,
Ixtapa, Loreto y Canciin respectivamente, resultando mds susceptible la poblacionde Los Cabos.

- La CL,, obtenida en UTI/mg con Vectobac para las dos localidades de Culex quinquefasciatus
fueron 0.000072 y 0.00011 para Los Cabos y Canciin respectivamente, resultando mas
susceptibles la poblacién de Los Cabos.

- La CL, obtenida con Teknar expresadas en UTI/mg para las cuatro localidades de Aedes
aegypti de la mas a la menos susceptible fueron 0.000060, 0.000078, 0.00008 y 0.000107, para

Loreto, Los Cabos, Ixtapa y Canciin respectivamente.

- La CL4, obtenida con Teknar expresada en UTI/mg para las dospoblaciones de Culex
quinquefasciatus fueron 0.000047 y 0.000055 para Los Cabos y Canciin respectivamente,

resultando mas susceptible la poblacién de Canciin.

- El producto Teknar resultd ser mas agresivo contra las especies evaluadas, que el producto

Vectobac, sin embargo ambos productos resultaron ser mucho mds agresivo que el estandar.

- Al realizar el estudio histolégico en larvas de Aedes aegypti observamos que presenta
deformacidn y alargamiento de las células epiteliales intestinales, desprendimiento de estas
células de la membrana basal, aparicién de cisternas o cavidades intracelulares, daio de la

membrana peritréfica, desintegracién de las microvellosidades y lisis celular,
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- Con las !arvas de Culex quinguefasciatus se observa citomegalia en las células epiteliales, la
liberacién de su contenido citoplasmdtico, desprendimiento de estas de la membrana basal,

desintegracién de las microvellosidades y una lisis celular

- El cristal parasporal de Bacillus thuringiensis var. israelensis ingrediente activo de estos dos

productos es de forma irregular esférica, con un diametro que va de 850 a 1300 nm.

- Las formulaciones de Bacillus thuringiensis var. israelensis evaluadas en este estudio
presentan un alto potencial como bioinsecticidas para un control efectivo de dipteros de
importancia medica, como se manifiesta por el corto periédo reuqerido para causar mortalidad.
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Cuadro 1. Ventana de Respuesta Biolégica para A. aegypti hacia Vectobac y el producto

Estandar.
Porcentaje de Mortalidad
Concentracién
Ixtapa Loreto Canetin Los Cabos
% v E v E v E v E
0.0001 % 100 100 100 100 100 100 100 100
0.00005 % 100 100 80 933 100 80 86.6 80
0.000025 % 93 66.6 26.6 60 66.6 53.3 46.6 80
0.0000125 % 33 333 20 40 26.6 133 13.3 66.6
0.00000625 % 13.3 6.6 0 13.3 0 6.6 0 26.6
0.00000312 % 6.6 0 0 6.6 0 o 0 26.6
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0
V= Vectobac
E= Estandar

Cuadro 2. Respuesta Bioldgica de C. quinguefasciatus hacia Vectobac y el producto Estandar.

Concentracion %

Porcentajes de Mortalidad

Canciin Los Cabos
Vectobac Estandar Vectoba Estandar

0.0001 % 100 100 100 93.3
0.00005 % 100 93.3 86.6 80
0.000025 % 86.6 80 80 66.6
0.0000125 % 60 80 60 53
0.00000625 % 40 333 20 20
0.00000312 % 6.6 0 0 0
Testigo 0 0 0 0
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Cuadro 3. Respuesta biolGgica de A. aegypti al producto Teknar asi como el producto estandar.

Concentracién Ixtapa Loreto Canciin Los Cabos
Porcentajes de Mortalidad
% T E T E T E T E
0.0001 % 100 100 100 100 100 100 100 100
0.00005 % 100 100 100 933 100 80 100 80
0.000025 % 100 66.6 100 60 93.3 533 100 80
0.0000125 % 80 333 93.3 40 533 333 93.3 66
0.00000625 % 53.3 6.6 40 13.3 40 6.6 40 26.6
0.00000312 % 26.6 0 20 6.6 13.3 0 20 26.6
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0
T= Teknar
E= Estandar

Cuadro 4. Porcentajes de mortalidad obtenidos en la VRB para C. quinquefasciatus hacia
Teknar y el producto estandar.

Concentracion % Canciin Los Cabos
Porcentajes de Mortalidad
Teknar Estandar Teknar Estandar

0.000! % 100 933 100 100
0.00005 % 100 80 100 93.3
0.000025 % 100 66.6 93.3 20
0.0000125 % 80 53.3 86.6 733
0.00000625 % 533 20 40 333
0.00000312 % 46.6 0 333 20
Testigo 0 0 1] 0




9

Expresién matemdtica empleada para la obtencidn de concentraciones intermedias a partir de una

solucidn madre.

AxB=C
DxE=F
GxH-=I

Donde:

La cantidad de la solucién madre necesaria para la nueva dilucién

Concentracién de la solucién madre
Es producto de A x B

Cantidad del solvente para la nueva dilucién

Factor de toxicidad del solvente
Producto de D x E

I

Es la suma de A y D y representa la cantidad total de la solucién que se desea preparar

IO T myY 0w >
I

= Concentracion de la solucion que se desea preparar
I = Producto de G x H
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