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Actividad larvicida de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
(Bacillaceae) combinado con extractos vegetales para el control
biologico de Aedes aegypti (Culicidae)

Larvicidal activity of Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bacillaceae) and plant extracts for
the biological control of Aedes aegypti (Culicidae)

Sebastian Sanabria-Jimenez', Lucia C. Lozano!*

Resumen

El diptero Aedes aegypti es trasmisor de virus causantes de enfermedades como dengue, fiebre amarilla, Zika
y chikungunya; para el control de este vector se utilizan pesticidas quimicos frente a los cuales los mosquitos
han generado resistencia. El control bioldgico con microorganismos y extractos vegetales es una alternativa de
manejo de las poblaciones de insectos vectores efectiva y menos contaminante para el ambiente. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar la actividad larvicida de mezclas de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
(Bti) y extractos de Annona muricata, Ricinus communis y Sapindus saponaria para el control bioldgico de
larvas de A. aegypti. Para ello se obtuvieron extractos etanolicos de semillas o frutos de las tres especies
vegetales y se determinaron las concentraciones letales 50 de los extractos y la bacteria. Posteriormente
se realizaron combinaciones de los extractos con Bti y se evalud el efecto de dichas interacciones. Tanto
la bacteria como los extractos vegetales presentaron actividad larvicida. Se encontré que las mezclas de
Bti con el extracto etandlico de R. communis y S. saponaria generaron un efecto antagonico, mientras que
la combinacién con A. muricata presentd una accion independiente. La adicion del extracto etanodlico de
semillas de A. muricata a cultivos esporulados de Bti se podria considerar una alternativa mas efectiva para
el control biologico de A. aegypti que con cada uno de estos compuestos por separado.
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Abstract

Aedes aegypti transmits viruses that cause diseases such as dengue, yellow fever, Zika and chikungunya.
Chemical pesticides have been used to control this vector, but mosquitoes have developed resistance to
insecticides. Biological control with microorganisms and plant extracts are effective alternatives for the
management of insect vector populations and introduce less pollutants into the environment. The objective
of this research was to evaluate the larvicidal activity of Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) and
extracts of Annona muricata, Ricinus communis and Sapindus saponaria for the biological control of A. aegypti
larvae. For this, ethanolic extracts of seeds or fruits of the three plant species were obtained and lethal
concentrations for 50% mortality of the extracts and bacteria were determined. Subsequently, combinations of
the extracts with Bti were made and the interactions were evaluated. Both bacteria and plant extracts showed
larvicidal activity. Mixtures of Bti with the ethanolic extracts of R. communis and S. saponaria generated an
antagonistic effect, while in combination with ethanolic extracts of A. muricata presented an independent
action effect. Therefore, the addition of the ethanolic extract of A. muricata seeds to sporulated cultures of
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Bti could be considered more effective for the biological control of A. aegypti than with each compound

separately.

Keywords: bioassays, binary mixtures, dengue, mosquitoes, vectors

INTRODUCCION

Segin la Organizacién Mundial de la Salud, el 17%
de las enfermedades infecciosas, a nivel mundial,
corresponden a las causadas por microorganismos
trasmitidos por vectores (OMS, 2017). Entre las mas
importantes y que necesitan vigilancia, prevencion y
control se encuentran el dengue, la fiebre amarilla, la
fiebre por Zika y chikungunya (OMS, 2017). Todas
estas son enfermedades producidas por arbovirus
trasmitidos por el mismo vector, Aedes aegypti, un
diptero hematoéfago perteneciente a la familia Cu-
licidae asociado principalmente a zonas urbanas y
suburbanas (Nelson, 1986).

La falta de vacunas para la mayoria de los virus
transmitidos por A. aegypti genera que los esfuerzos
se concentren en el control de las poblaciones del
vector y, aun con la implementacién de vacunas, se
debe continuar un enfoque integrado con la investi-
gacién en el control de vectores, para alcanzar tasas
elevadas de cobertura en las comunidades con mayor
riesgo (Espinal et al., 2019). Desde hace méas de 50
anos se intensificé el uso de insecticidas quimicos a
base de compuestos organofosforados, para controlar
larvas y adultos de A. aegypti (Jayaraj et al., 2016;
Soborio et al., 2019) y, como consecuencia de esto,
las poblaciones de mosquitos fueron sometidas a una
intensa presién de seleccién; en 1999 se reportaron
poblaciones de Aedes resistentes a dichos compuestos
alrededor de todo el continente americano (Rodri-
guez et al., 2010). Igualmente ocurrié con el uso
de compuestos piretroides (Da-Cunha et al., 2005),
encontrando resistencia a estos insecticidas en al
menos 21 especies de Aedes (Fonseca y Quinones,
2005). Asi también, se reporta la resistencia cruzada
de estos mosquitos a otros insecticidas (Rodriguez et
al., 2003).

Debido al aumento en el ndmero de brotes de las
arbovirosis transmitidas por A. aegypti (OPS, 2017)

y a la pérdida de la eficacia de los insecticidas qui-
micos, cuyos compuestos son altamente téxicos para
el ambiente, los organismos no blanco y la salud
humana (Cardenas et al., 2005), es necesario buscar
nuevas estrategias para el control de A. aegypti.

El control biolégico se propone como una alternativa
al uso de los insecticidas quimicos y uno de los
organismos méas utilizados es la bacteria Bacillus
thuringiensis subsp. israeliensis (Bti) El mecanismo
de accién de este microorganismo es la produccion
de toxinas Cry y Cyt, especificas para las larvas de
especies de estos dipteros, causando la lisis de las
células epiteliales del intestino y finalmente la muerte
del insecto (Mendoza-Almanza et al., 2020; Ritchie
et al., 2010). El principio activo de los formulados
comerciales de Bti son las toxinas Cry4Aa, Cry4Bb,
CryllAay la CytlAa; las cuatro actiian en conjunto
disminuyendo la ocurrencia de poblaciones de insec-
tos resistentes en condiciones de campo, pero, en
laboratorio, ya se han registrado cepas de A. aegypti
resistentes a una sola de las toxinas Cry (Silva-Filha
et al., 2021).

También se han evaluado los extractos vegetales
obtenidos a partir de frutos de Ricinus communis,
Sapindus saponaria, Melia azedarach, Carica papaya,
Annona muricata y la especie Gliricidia sepium, para
los cuales se ha demostrado actividad larvicida en
A. aegypti (Bobadilla et al., 2005; Corradine et al.,
2014; Gomez, 2015; Prophiro et al., 2008; Rojas et
al., 2015; Sharma et al., 1998).

Se propone que la aplicacién de mezclas de com-
puestos con actividad insecticida con diferente mo-
do de accién es una alternativa para minimizar la
generacion de resistencia y mejorar el control de
los estadios inmaduros de dipteros (Chang et al.,
2014). Asi mismo, en las mezclas, los compuestos
activos pueden interactuar presentando efectos aditi-
vos, sinérgicos potenciando la actividad insecticida o
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antagonicos causando una disminucién en la eficacia
de los compuestos en comparacion con el uso de cada
uno por separado (Lemes et al., 2014).

Teniendo en cuenta lo anterior, cobra mayor rele-
vancia el estudio de mezclas de insecticidas biol6-
gicos en bajas dosis que minimicen la posibilidad
de generacién de resistencia en las poblaciones de
los organismos blanco. En este estudio se evalué el
efecto individual de Bti y de los extractos etandlicos
de A. muricata, R. communis y S. saponaria y el
de combinaciones binarias sobre larvas de A. aegypti
con el fin de determinar entre éstos el tratamiento
antivectorial més eficaz.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los extractos etanolicos

Se utilizaron 500 g de material vegetal de cada es-
pecie, los cuales fueron seleccionados por su dispo-
nibilidad en plazas de mercado, donde fueron adqui-
ridos comercialmente. Dicho material correspondié
a semillas de A. muricata y frutos completos de
R. communis y S. saponaria. Cada material fue
secado, triturado y sometido a extraccién exhaustiva
mediante percolacién con etanol al 95%. Posterior-
mente, el extracto se filtré6 y concentré mediante
destilacion a presion reducida en un rota-evaporador
a una temperatura controlada de 40 °C. Finalmente,
el material obtenido fue almacenado en botellas de
vidrio color &mbar para su posterior uso (Carrion y
Garcia, 2010). Se evalud la solubilidad de los extrac-
tos vegetales en agua destilada y Tween 80 al 0,05%
y 0,1%.

Cultivo de Bacillus thuringiensis subsp. israelen-
sis

Se sembré una colonia de la cepa AM65-52 de Bti en
caldo nutritivo y se incubé a 30 £ 2 °C y 150 rpm
por 16 h; posteriormente, se realizé6 un subcultivo
en 30 ml de NSYM (caldo nutritivo 8 g, extracto
de levadura 0,05%, MnCly 5 x 107> M, MgCl, 1 x
1073 M, CaCly 7 x 10~* M) y se incubé a 30 °C sin
agitacién por siete dias. Se tomo6 1 ml de cultivo, el
cual se centrifugdé a 12.000 rpm por 5 minutos, se
adicioné 1 ml de solucién salina (NaCl 0,85%) y se
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volvio a centrifugar con las mismas condiciones. Pos-
teriormente se descarté el sobrenadante y se secaron
las células a 50 °C por 48 h para determinar el peso
seco.

Mantenimiento de la colonia de Aedes aegypti

Las larvas de A. aegypti, se obtuvieron del insectario
del Departamento de Ciencias Bésicas de la Univer-
sidad de La Salle. La colonia se mantuvo a 25—30
°C de temperatura, 38—50% de humedad relativa
y fotoperiodo de 12 h dia:12 h noche. Las larvas se
colocaron en recipientes plasticos con agua reposada
y se alimentaron con purina pulverizada.

Bioensayos de toxicidad

Para la determinacién de la actividad larvicida indi-
vidual del Bti y los extractos vegetales se evaluaron
cinco concentraciones de cada una como se describe
a continuacién: 1) Bti cepa AM65-52: 33 x 1073
mg/ml, 33 x 10~* mg/ml, 33 x 107° mg/ml, 33 x
1075 mg/ml y 33 x 1077 mg/ml, 2) A. muricata:
0,001 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml
y 0,5 mg/ml y 3) R. communis y S. saponaria:
0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1,5 mg/ml y 3
mg/ml. Para la elaboracién de las mezclas binarias se
utilizaron combinaciones de aquellas concentraciones
que presentaron valores de mortalidad de larvas de
entre 30% y 60% para cada compuesto aplicado en
forma individual.

Para descartar la actividad larvicida del emulsio-
nante, se adicioné Tween 80 al 0,05% y 0,1% en
recipientes con 100 ml de agua destilada y 20 larvas
de tercer estadio de A. aegypti; como control negativo
se utilizé solo agua destilada.

Se realizaron tres bioensayos (repeticiones) y en cada
uno se utilizaron tres unidades experimentales por
tratamiento y concentracién. Las unidades experi-
mentales consistieron en vasos de precipitado previa-
mente esterilizados en autoclave, cada uno con 20
larvas de A. aegypti de tercer estadio y un volumen
final de 100 ml entre agua destilada y cada extracto,
Bti o una mezcla binaria. Para la realizacién de las
mezclas, se seleccionaron concentraciones tanto de
Bti, como de los tres extractos vegetales que fueran
inferiores a la concentracién letal 50 (CL5g) y asi po-
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der evaluar si la interaccién entre estos componentes
era sinérgica, aditiva o antagonica.

Por su parte, en cada bioensayo se realizaron tres
réplicas para los controles, los cuales fueron agua
destilada o el solvente utilizado para cada extracto
vegetal. Las unidades experimentales se distribuye-
ron al azar en un cuarto con temperatura controlada
a 25 °C y fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. A
las 24 y 48 h se registr6 la mortalidad de larvas, con-
siderando que una larva estaba muerta si al tocarla
con un palillo de madera no presentaba movimiento.

Analisis estadistico

La determinacién de la CLsgg se realizé a partir del
numero de larvas vivas y muertas en cada uno de
los ensayos, mediante el uso del programa TRAP
version 3.la. Para el andlisis de las interacciones
en las mezclas se realizé utilizando la Hipétesis de
Accion Independiente, en la cual se asume que, en
la mezcla cada uno de los biocontroladores actia de
forma independiente y por lo tanto, cada uno tiene su
propia probabilidad de causar la muerte de las larvas
(Drescher y Boedeker, 1995; Lemes et al., 2014) y se
calcul6 de acuerdo con la formula utilizada por Lemes
y colaboradores (2014):

P=1—(1-P1)(1—-P2)

Donde P1 y P2 representan las proporciones de larvas
muertas para los compuestos 1 y 2 de las mezclas
(Bti y el extracto vegetal). La diferencia entre la
mortalidad esperada y la observada se estimé por
medio del programa R (R Core Team, 2020) versién
3.6, a partir de la prueba de distribucién de Pearson
(chi?) con un nivel de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS

El extracto etandlico de frutos de S. saponaria fue
soluble en agua destilada, mientras que el solvente
adecuado para el extracto semillas de A. muricata
fue Tween 80 al 0,05% y para el extracto de frutos
de R. communis fue Tween 80 al 0,1%. El Tween
80 en ambas concentraciones evaluadas no causé
mortalidad en larvas.

Los resultados obtenidos en la evaluacién de la ac-
tividad larvicida de todos los compuestos en forma
individual, demuestran su efectividad para el control
de larvas de A. aegypti (tabla 1). Los valores de
toxicidad mas altos los presenté Bti, seguido de los
extractos etandlicos de A. muricata, S. saponaria y
R. communis (tabla 1).

En los bioensayos realizados con la mezcla de Bti y el
extracto etandlico de semillas de A. muricata, se ob-
servé mayor mortalidad en larvas de A. aegypti que
cuando se adicioné solo la bacteria o solo el extracto
vegetal (tabla 2), pero al comparar la mortalidad
observada con la esperada con esta combinacién,
no se observé significancia estadistica (p>0,05), lo
cual indica que en la mezcla binaria los compuestos
actian de forma independiente.

Los resultados obtenidos a partir de las mezclas de
B. thuringiensis con R. communis y la bacteria con
S. saponaria, mostraron una diferencia significativa
entre los porcentajes de mortalidad observados y es-
perados (con un p<0,05). Sin embargo, se evidencié
que el valor de la mortalidad observado fue menor al
esperado, indicando la presencia de una interaccién
antagoénica entre los compuestos (tabla 2).

Tabla 1. Concentracion letal media (CLsg) de B. thuringiensis subsp. israelensis y
extractos etanolicos sobre larvas de A. aegypti a las 48 horas de exposicion.

Tratamiento CLso (mg/ml) Intervalo de confianza (mg/ml)
B. thuringiensis subsp. israelensis 0,002 0,0005-0,0778

A. muricata 0,01 0,01-0,02

R. communis 0,5 0,45—1,58

S. saponaria 0,12 0,11-0,13
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Tabla 2. Interaccion de mezclas de extractos vegetales y B. thuringiensis subsp. israeliensis para el control

de larvas de A. aegypti.

Tratamiento Concentracion Mortalidad Mortalidad v p
(mg/ml) esperada (%) | observada (%)
B. thuringiensis subsp. israelensis 33x10°* 43

A. muricata 0,001 35

R. communis 0,1 43

S. saponaria 0,1 - 60 - -
Bti + A. muricata 33 x 10~* + 0,001 52,3 55 0,28 0,59
Bti + R. communis 33x107* + 0,1 43,8 8,3 51,14 8,6 x 10713
Bti + S. saponaria 33x107% + 0,1 56 18,3 57,75 3x 10714

DISCUSION

En este trabajo se evalué la actividad larvicida de
B. thuringiensis subsp. israelensis y los extractos
etandlicos de A. muricata, R. communis y S. sapona-
ria sobre cepas de laboratorio de A. aegypti. En los
ensayos de actividad larvicida individual, las CLsg
obtenidas en este estudio, indican que los extractos
fueron maéas efectivos para el control de las larvas
que las reportadas previamente. Parra et al. (2007)
obtuvieron una CLsg de 0,9 mg/ml con extracto de
semillas de A. muricata y una CLsg de 0,86 mg/ml
con el extracto de frutos de R. communis. Bobadilla
et al. (2005) reportaron una CLsy de 0,02 mg/ml
con el extracto de semillas de A. muricata, siendo
este muy cercano al encontrado en la presente inves-
tigacién. Por otra parte, autores como Amariles et
al. (2013) obtuvieron una CLsg de 0,5 mg/ml, con
extractos de frutos de S. saponaria.

Por otro lado, la CLgy observada en este estudio con
Bti AM65-52, es similar a la CLjso de 0,004 mg/ml
obtenida con la cepa BtMA-750 de Bti aislada de un
suelo de Brasil (Vieira-Neta et al., 2021) e inferior a
las CL5p de 0,0068 mg/ml y 0,018 mg/ml reportadas
con la preparacién de esporas y cristal de Bti LBIT-
1250L y de Bti IPS-82 (Garcia et al., 2021).

Teniendo en cuenta los valores de CL5g obtenidos en
este estudio, los tres extractos vegetales y la cepa
AMG65-52 de Bti son considerados promisorios para
el control biolégico de larvas de A. aegypti. Pero
los que presentaron individualmente mayor actividad
larvicida fueron la bacteria, seguido por el extracto

etandlico de semillas de A. muricata y por lo tan-
to serian los recomendados para realizar estudios
posteriores con larvas recolectadas en campo o en
condiciones semicontroladas.

La mezcla de Bti y el extracto de semillas de A. mu-
ricata; no presento una diferencia estadistica entre la
mortalidad observada y la esperada, indicando que
cada biocontrolador actia de forma independiente y
los dos presentan diferentes lugares o mecanismos de
accién (Abendroth et al., 2011; Drescher y Boedeker,
1995); este tipo de efecto también ha sido llamado ce-
ro interaccién o aditivo (Abendroth et al., 2011). Se-
ria interesante realizar estudios adicionales en donde
se analice la aplicacion de esta mezcla binaria en una
sola formulacion, lo cual podria ser ventajoso porque
cada uno podria estar a concentraciones subletales y
ademads se podria facilitar su aplicacién en campo,
al poder utilizar los dos biocontroladores en un solo
producto.

Sumado a esto, seria favorable la utilizacién de la
mezcla entre la cepa AM65-52 de Bti y el extracto
etandlico de A. muricata, debido a que la bacte-
ria y el extracto presentan mecanismos de accién
diferentes. Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
presenta las toxinas Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa y
CytlAa, las tres primeras toxinas se unen a recep-
tores de membrana de las células del intestino de
la larva, mientras que Cyt1lAa presenta afinidad por
fosfolipidos no saturados de membrana (Ben, 2014).
Las moléculas biolégicamente més activas de las
plantas del género Annona, en larvas de mosquitos,
son las acetogeninas bistetrahidrofuranicas y mono-
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tetrahidrofurdnicas, especificamente muricatacina y
anonnacina presentes en las semillas de A. muricata
(Rieser et al., 1991; Rupprecht et al.1990).

El antagonismo observado en las mezclas de B.
thuringiensis con R. communis y con S. sapona-
ria, también ha sido reportado para otras mezclas
por autores como Murugan et al. (2002), quienes
encontraron esta interaccién al realizar mezclas de
Bti y aceites de Pongamia pinnata, para el control
de larvas de Culex quinquefasciatus. Otro ejemplo
son los resultados obtenidos por Chang et al. (2014)
quienes también observaron antagonismo al realizar
mezclas de cinamaldehidos con eugenol contra larvas
de Anopheles sinensis, al igual que en mezclas de
cinamaldehidos con anetol y de eugenol con anetol
contra larvas de A. albopictus y An. sinensis, sien-
do los componentes de las mezclas los principales
constituyentes de aceites esenciales de Cinnamomum
cassia, Syzygium aromaticum e Illicium verum.

Hasta el limite de nuestro conocimiento, no se ha re-
portado el mecanismo que causa el efecto antagénico
observado en mezclas binarias de Bti con R. com-
munis y con S. saponaria, ni tampoco en resultados
antagoénicos obtenidos por Murugan et al. (2002), ni
por Lemes et al. (2014). Una posible explicacién al
antagonismo observado es que una molécula de los
extractos interactide con una toxina de la bacteria,
afectando el modo de acciéon de alguno de estos
compuestos 0 que se unan a un mismo receptor del
intestino del vector; pero dichas hipétesis necesitaran
ser comprobadas con experimentos futuros.

En este trabajo se observé que B. thuringiensis
subsp. israelensis presenta diferencias en su interac-
cién con los extractos etandlicos de A. muricata, R.
communis y S. saponaria; de forma similar, Lozano
y Dussén (2017) reportaron que la mezcla entre la
proteina de Capa S de Lysinibacillus sphaericus y la
toxina binaria, puede ser aditiva o sinérgica frente
a larvas de C. quinquefasciatus, dependiendo de la
cepa de la que se obtuvieran estas proteinas. También
se observo que hay un efecto aditivo o antagoénico
entre Beauveria bassiana y B. thuringiensis para el
control de ninfas de Bemisia tabaci, dependiendo
de la concentracién de cada agente biocontrolador
(Somoza-Vargas et al., 2018).
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Dado que, en los bioensayos realizados en este estudio
se evaluaron extractos etandlicos, una alternativa que
podria mejorar la actividad larvicida de las mezclas
de estos con Bti es la realizacién del fraccionamiento
de estos extractos o directamente la purificacién de
los metabolitos responsables de la actividad larvi-
cida. Algunos autores como Chang et al. (2014),
realizaron mezclas entre B. thuringiensis y los princi-
pales constituyentes de tres aceites esenciales para el
control de An. sinensis y A. albopictus, obteniendo
un efecto sinérgico en las tres mezclas; de igual
manera, Murugan et al. (2002), reportaron un efecto
sinérgico entre B. thuringiensis y el aceite de Aza-
dirachta indica, sobre larvas de C. quinquefasciatus.
Otra alternativa serfa la evaluacion de la aplicacion
secuencial de Bti con los extractos evaluados en este
estudio.

En conclusién, la mezcla entre el extracto etandlico
de semillas de A. muricata y B. thuringiensis subsp.
israelensis, presenté un efecto independiente entre
los compuestos, permitiendo considerarla viable para
el control de larvas de A. aegypti, al estar conformada
por dos principios activos diferentes. Por su parte, las
mezclas realizadas a partir de extractos etandlicos
de R. communis y S. saponaria combinados con Bti
produjeron un efecto antagdénico entre ellas. Por lo
anterior, seria recomendable aplicar estos extractos
de forma independiente o secuencial. De igual forma,
se resalta la importancia de continuar la realizacion
de estudios, enfocados en el andlisis de interacciones
entre extractos vegetales y microorganismos, para el
control de mosquitos vectores de microorganismos
patogenos, con el fin de obtener las formulaciones
mas adecuadas para el manejo de resistencia y a futu-
ro poder desarrollar nuevos productos que generen la
minima toxicidad a organismos no blanco y al medio
ambiente.
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