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Resumen

El objetivo de este estudio fue ensayar una serie de concentraciones de un producto granu-
lado preparado con Bacillus sphaericus, sobre larvas de Culex quinquefasciatus y Anopheles al-
bimanus en condiciones de laboratorio. Se utilizaron once concentraciones (20, 40, 60, 80,
100, 120, 140, 160, 180, 200 y SO0 ppm) sobre larvas de An. albimanus, y ocho concentracio-
nes diez veces menores (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14y 16 ppm) sobre larvas de Cx. quinquefasciatus.
Se utilizaron 60 larvas y un control con 20 larvas por concentracién. El tiempo de exposicion
fue de 48 h, a una temperatura de 28 + 2 °C. Para estimar las concentraciones letales 50 y 95
se utilizé la prueba Probit. Se encontr6 una CLys de B. sphaericus entre 6,45y 7,28 ppm para
larvas de Cx. quinquefasciatus; mientras que en larvas de An. albimanus se observé una CLys
entre 450,56 y 466,76 ppm.

Palabras clave: control bioldgico, microorganismos, mortalidad, mosquitos.

Larval Mortality in Culexquinquefasciatus and Anopheles
albimanus (diptera: culicidae), Caused with a Bacillus
sphaericus (bacteria: bacillaceae) Granulated Product in
Experimental Conditions

Abstract

The purpose of this study was to assay a series of concentrations of a granulated product
prepared with Bacillus sphaericus on Culexquinquefasciatus and Anopheles albimanus larvae in
laboratory conditions. Eleven concentrations (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
500 ppm) were used on An. Albimanus larvae and eight concentrations ten times smaller (2,
4,6,8, 10, 12, 14, 16 ppm) were used on Cx. quinquefasciatus larvae. Sixty (60) larvae and a
control with 20 larvae were used per concentration. The time of exposure was of 48 hours at
a laboratory temperature of 28 + 2 °C. LC,;, and LCys were determined through the Probit
tests. A LCy; of B. sphaericus was found between 6,45 and 7,28 ppm for Cx. quinquefasciatus
larvae; whereas LCyswas observed between 450.56 and 466.76 ppm in An. albimanus larvae.

Keywords: Biological control, microorganisms, mortality, mosquitoes.
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Mortalidade em larvas de Culex quinquefasciatus e Anopheles
albimanus (diptera:culicideos), causada com um produto de
Bacillus sphaericus (bactéria: bacillaceae) em apresentacio
granulada em condigdes experimentais

Resumo

O objetivo deste estudo foi testar uma série de concentragdes de um produto granulado pre-
parado com Bacillus sphaericus, sobre larvas de Culex quinquefasciatus e Anopheles albimanus
em condigdes de laboratério. Utilizaram-se onze concentracdes (20, 40, 60, 80, 100, 120,
140, 160, 180, 200 e S00 ppm) sobre larvas de An. albimanus, e oito concentragdes dez vezes
menores (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 ppm) sobre larvas de Cx. quinquefasciatus. Utilizaram-se
60 larvas e um controle com 20 larvas por concentragio. O tempo de exposi¢do foi de 48h,
a uma temperatura de 28 * 2 °C. Para estimar as concentragdes letais 50 e 95 utilizou-se
o teste Probit. Encontrou-se uma CL, de B. sphaericus entre 6,45 e 7,28 ppm para larvas
de Cx. quinquefasciatus; enquanto que em larvas de An. Albimanus observou-se uma CL,,
entre 450,56 e 466,76 ppm.

Palavras chave: controle biol6gico, micro-organismos, mortalidade, mosquitos.

INTRODUCCION

Se han encontrado en todo el mundo mas de 480
especies del género Anopheles; no obstante, cerca
de 80 especies se han reportado como vectores de
malaria (1).

La especie Culex quinquefasciatus se encuentra
ampliamente en zonas tropicales y subtropicales.
Esta especie estd implicada en la transmision de
las filarias Wuchereria bancrofti y Dirofilaria immi-
tis (2, 3). Ademds, es vector de varios virus: virus
del Nilo occidental y de los virus causantes de la
encefalitis de San Luis y la encefalitis equina vene-
zolana (4). En Colombia, C. quinquefasciatus est4
ampliamente distribuida desde las zonas costeras,
llanos orientales, Amazonas, Chocé y las zonas
altoandinas (S, 6). En la Sabana de Bogota se ha
constituido en un problema de salud publica pues-
to que su picadura causa alergias y molestias origi-

nadas en la alta densidad de sus poblaciones (6).

La especie Anopheles albimanus presenta una gran
distribucion geografica en la zona tropical de las
Américas y es vector efectivo de malaria (7-9).
En zonas con altas densidad en las poblaciones de
esta especie, las hembras adultas se alimentan con
sangre humana o de animales domésticos desde las
primeras horas de la noche hasta la medianoche
(10, 11). En Colombia se han encontrado aproxi-
madamente 4S5 especies de Anopheles, de las cuales
son consideradas vectores de malaria: Anopheles
albimanus, An. darlingi y An. nuneztovari; en cuanto
alos departamentos en los cuales se ha encontrado
mayor presencia de malaria se senalan: Antioquia,
Narifio, Cérdoba, Choc6, Meta, Guaviare y Putu-
mayo (12).

La utilizacion de insecticidas organosintéticos para
el control de insectos vectores y plagas de cultivos
ha generado resistencia en las poblaciones natu-
rales de estos insectos (13). El control bioldgico
utiliza un agente con capacidad para reducir el ta-
marfio de una poblacion de insectos vectores o pla-
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gas y se ha considerado como una alternativa para
minimizar poblaciones de estos insectos. El agente
biolégico puede ser un patdgeno, un depredador,
un competidor o una toxina derivada de microor-

ganismos o de plantas (14).

Bacillus sphaericus es una bacteria que se encuentra
en forma natural en todo el mundo. Esta bacteria
fue registrada por la Agencia de Proteccién Am-
biental (EPA, por su sigla en inglés) para ser usada
como larvicida en diferentes especies de mosqui-
tos. Las larvas de mosquitos ingieren esta bacteria
que se libera en el intestino y la toxina se adhiere
a sus células, las cuales contienen receptores espe-
cificos para la misma, y los mosquitos mueren por
intoxicacién. Los mamiferos no contienen recep-
tores para esta toxina (15).

Desde que se descubri6 que B. sphaericus presenta-
ba toxicidad para larvas de mosquitos (16) se han
descrito varias cepas de esta bacteria con propiedades
larvicidas. La cepa B. sphaericus-2362 fue aislada
de adultos de Simulium damnosum en Nigeria y
mostré alta toxicidad en larvas (17), desde enton-
ces ha sido la mas ensayada y utilizada como alter-
nativa para el control de mosquitos. Varios autores
han demostrado que la cepa 2362 de B. sphaericus
presenta alta efectividad toxica en los géneros Ano-
pheles, Culex y Psorophora, y para algunas especies
del género Aedes; mientras que en las especies
Ae. aegypti'y Ae. albopictus no encontraron efecti-
vidad (18-25).

Davidson et al. (26) reportaron que B. sphaericus es
efectivo contra especies de los géneros Anopheles y
Culex, y menos efectivo contra especies del género
Aedes; ademas, presenta actividad tdxica y alta per-
sistencia en aguas contaminadas (21). Vilarinhos
et 4l. (27) demostraron que B. sphaericus-2362 es
efectivo contra larvas de Ae. aegypti a concentra-
ciones de 1580 ppb, y Melo et 4l. (28) encontraron

una mortalidad del 70% en Ae. aegypti en una con-
centraciéon de 1 g/L de B. sphaericus. Las ventajas
que presenta B. sphaericus son las siguientes: baja
toxicidad ambiental dada la alta especificidad de
sus toxinas, altos niveles de eficacia y persistencia en
el ambiente (14). La actividad téxica de B. sphaeri-
cus sobre larvas de mosquitos ha sido ampliamente
estudiada en el mundo (23, 24,27,29-45).

En Colombia se han realizado varios estudios sobre
actividad toxica de Griselesf B. sphaericus en formu-
lacién liquida sobre larvas de mosquitos Cx. quin-
quefasciatus, Ae. taeniorhynchus y An. albimanus bajo
condiciones de campo en Buenaventura (46), y en
sumideros de Cali se ha utilizado VectoMax para el
control de larvas de mosquitos (47). En Medellin
se realiz6 una investigacion para la introduccion de
genes de B. thuringiensis dentro de B. sphaericus con
la finalidad de aumentar la efectividad de esta dltima
contra larvas de mosquitos (48).

La presente investigacién procura contribuir a la
comprension de alternativas para el control de
mosquitos, que sean amigables con el medioam-
biente y que tengan alto potencial para minimizar
el uso de insecticidas quimicos.

MATERIALES Y METODO
Colecta y cria de mosquitos

Se realizaron recolecciones de adultos y larvas de
Cx. quinquefasciatus en la vereda San Antonio en
Villavicencio, Meta (4° 07" 38,21°'N; 73° 31’
09,34"'W, elevacién 341 m) y en el embalse del
Muna en Sibaté, Cundinamarca (4° 31" 0,2"" N;
74° 15" 05" 'W, elevacién 2568 m), y se traslada-
ron al laboratorio de Entomologia del Instituto
Nacional de Salud para su mantenimiento y colo-
nizacion. Se realizaron observaciones de los espe-
cimenes bajo estereomicroscopio, y para la deter-
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minacién taxondémica dela especie se utilizaron las
claves taxonémicas de Cova-Garcia et al. (49).

Las colonias An. albimanus utilizadas en los ensayos
se originaron de colecciones realizadas en Barran-
quilla y Cartagena en 1978, establecidas y manteni-
das en el Laboratorio de Entomologia del Instituto
Nacional de Salud, y determinadas con las claves
taxonémicas de Cova-Garcia y Sutil (50).

Se utilizdé una cdmara climdtica Sherer con las si-
guientes condiciones ambientales: temperatura 28
* 2 °C, humedad relativa 62 + 5%, y fotoperiodo
12:12 h (luz/oscuridad) para el mantenimiento de
las colonias de ambas especies, tanto larvas como
adultos. Los adultos se mantuvieron dentro de jau-
las Gerber (polipropileno y angeo fino 30x30x30 cm,
provistas de una manga de muselina para introdu-
cir los mosquitos) y se les proporcioné glucosa al
30% en motas de algodon. Para la alimentacién de
las hembras con sangre se les colocé dentro de la
misma jaula un ratén (Mus musculus, colonia ICR,
Bioterio de Produccion del Instituto Nacional de
Salud) anestesiado con pentotal sédico (10 mg/kg
de peso del animal) cada tercer dia y por una hora.
Para la oviposicion se les proporciond un recipiente
de pléstico (1000 ml) con 500 ml de agua destilada.
Las posturas fueron transferidas a bandejas plasticas
(ancho22x22 cmyalto 10 cm) parala cria de larvas
las cuales se alimentaron con rodentina pulverizada.

Bioensayos

Los bioensayos fueron realizados en el Labora-
torio de Entomologia del Instituto Nacional de
Salud de Bogota con base en la cantidad del in-
grediente activo (B. sphaericus) contenido en el
producto granulado; se preparé un litro de solu-
cién stock (500 ppm) y a partir de esta solucién se
prepararon las diluciones para los bioensayos. En
larvas del cuarto estadio de An. albimanus se ensa-
yaron once concentraciones (20, 40, 60, 80, 100,

120, 140, 160, 180, 200 y SO0 ppm), y en larvas del
cuarto estadio de Cx. quinquefasciatus se ensayaron
ocho concentraciones (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14y 16
ppm). Para ensayar cada concentracién se utiliza-
ron cuatro recipientes plasticos (6 cm alto x 8 cm di4-
metro); en tres recipientes se vertieron 100 ml de
la concentracién correspondiente y se colocaron
20 en cada uno, y en el recipiente control se vertie-
ron 100 ml de agua destilada y 20 larvas. Luego, los
recipientes con los ensayos se llevaron a la cdmara
Sherer con las mismas condiciones ambientales
anotadas anteriormente. Las larvas tratadas se re-
visaron a las 24 y 48 horas, se registré el nimero
de larvas muertas y se determind el porcentaje de
mortalidad causada por el biolarvicida.

Analisis estadistico

El test Probit se realizé segin McCullagh y Nelder
(51), y la evaluacién de la significancia estadis-
tica de los pardmetros del modelo Probit se hizo
siguiendo a Cox y Hinkley (52). Las concentracio-
nes letal 50 y letal 95, y sus respectivos intervalos
de confianza al nivel del 95% se determinaron se-
gun Hosmer y Lemeshow (53).

Resultados

Enlatabla 1 se observa que el porcentaje de mortali-
dad en larvas de cuarto instar de las dos colonias An.
albimanus fue bajo a las 24 y a las 48 horas, en con-
centraciones desde 20 hasta 200 ppm la mortalidad
estuvo por debajo del 50%, mientras que a S00 ppm
la mortalidad estuvo entre el 86,7 y el 100%.

Enlatabla 2 se observa que el porcentaje de mortali-
dad en larvas de cuarto instar de las dos colonias Cx.
quinquefasciatus por efecto del producto granulado
de B. sphaericus estuvo entre el 18,3 y 80% de mor-
talidad a las 24 horas; mientras que alas 48 horas, en
concentraciones desde 2 ppm hasta 10 ppm la mor-
talidad estuvo entre el 73,3 y el 100%.
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Tabla 1. Efecto del producto granulado de Bacillus sphaericus sobre larvas de Anopheles albimanus después de 24 y 48 horas
de exposicién. Larvas expuestas por concentracién (n = 60).

Larvas muertas a las 24 horas (%) Larvas muertas a las 48 horas (%)
Concentraciones en ppm
Colonia Barranquilla Colonia Cartagena Colonia Barranquilla Colonia Cartagena

20 1,7 3,3 16,7 15,0

40 3,3 0,0 33,3 28,3

60 5,0 6,7 36,7 36,7

80 3,3 1,7 36,7 36,7

100 3,3 0,0 35,0 25,0

120 11,7 3,3 33,3 28,3

140 0,0 1,7 40,0 35,0

160 3,3 6,7 36,7 33,3

180 6,7 6,7 46,7 45,0

200 5,0 0,0 48,3 43,3

500 86,7 90,0 100,0 100,0

Control (agua destilada) 0 0 0 0

Tabla 2. Efecto del producto granulado de Bacillus sphaericus sobre larvas de Culex quinquefasciatus después de 24 y 48 horas
de exposicion. Larvas expuestas por concentracion (n = 60)

Concentraciones en ppm

Larvas muertas a las 24 horas (%)

Larvas muertas a las 48 horas (%)

Colonia Sibaté

Colonia Villavicencio

Colonia Sibaté

Colonia Villavicencio

2 18,3 20,0 76,7 73,3
4 33,3 31,7 93,3 86,7
6 28,3 31,7 80,0 81,7
8 73,3 76,7 96,7 93,3
10 70,0 63,3 100,0 98,3
12 81,7 88,3 100,0 100,0
14 65,0 70,0 100,0 100,0
16 80,0 70,0 100,0 100,0
Control (agua destilada) 0 0 0 0

La tabla 3 muestra valores altos en el error estindar
para el pardmetro PO, lo cual demuestra alta varia-
bilidad en los datos. Sin embargo, el test de signifi-
cancia para el pardmetro p1 permite determinar que
el producto granulado de B. sphaericus tuvo efecto

estadisticamente significativo sobre la mortalidad
delaslarvas de An. albimanus en las colonias Barran-
quilla y Cartagena, y sobre las larvas de Cx. quinque-
fasciatus en las colonias Sibaté y Villavicencio, dado
que los valores de P fueron menores a 0,05.
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Tabla 3. Estimativos de los parametros del modelo Probit para la mortalidad de larvas de Anophleles albimanus y Culex
quinquefasciatus, ocasionada por el producto granulado de Bacillus sphaericus, después de 48 horas de exposicién

Especies Parametro Estimativo Error Estandar Test P-valor
Anopheles albimanus B, -1,060 0,087 -12,120 <0,001
(COlOl’lla Barranqunla) Bl 0,006 0,001 9,890 <0,001
Anopheles albimanus B, -1,156 0,088 -13,130 <0,001
(Colonia Cartagena) B, 0,006 0,001 10,140 <0,001
Culex quinquefasciatus B, 0,743 0,141 -5,249 <0,001
(Colonia Sibaté) B, 0,370 0,038 9,701 <0,001
Culex quinquefasciatus B, -0,175 0,135 -5,283 <0,001
Colonia Villavicencio B, 0,324 0,032 10,096 <0,001

En la tabla 4 se aprecia que las CL50 y CL9S pre-
sentaron valores mds bajos para larvas de An. al-
bimanus colonia Barranquilla comparados con la
colonia Cartagena; mientras que para larvas de C.

quinquefasciatus las CLS0 y CL9S presentaron va-
lores mds altos en larvas de la colonia Villavicencio
comparados con la colonia Sibaté.

Tabla 4. Concentraciones letales discriminativas del efecto de un producto granulado de Bacillus sphaericus sobre larvas
de Anopheles albimanus y Culex quinquefasciatus

Especies
Pardmetros Anopheles albimanus Anopheles albimanus Culex quinquefasciatus Culex quinquefasciatus
(Colonia Barranquilla) (Colonia Cartagena) (Colonia Sibaté) (Colonia Villavicencio)
CL,, (ppm) 176,6 192,73 2,0 2,2
IC 159,4-193,8 174,25-211,2 1,58-2,43 1,7-2,7
CL,, (ppm) 450,5 466,7 6,4 7,3
IC 393,3-507,8 408,8-524,7 5,7-7,2 6,5-8,1

CL, = concentracion letal 50, IC = Intervalo de Confianza a 95%, CL,; = concentracion letal 95.

Discusion

En un primer ensayo se probaron concentraciones
entre 5y 200 ppm del producto granulado B. sphae-
ricus, y a las 24 horas se observo que todas las lar-
vas de Cu. quinquefasciatus habian muerto y todas
las larvas de An. albimanus permanecian vivas. Por
esta razon, fue necesario ajustar las concentraciones
diez veces menores para Cx. quinquefasciatus y subir
las concentraciones para An. albimanus. Al respec-

to, Singh y Prakash (54) utilizaron concentraciones

diferentes para evaluar B. sphaericus en larvas de An.
stephensi'y Cx. quinquefasciatus. Tal como se observa
enlas tablas 1,2 y 4; laslarvas de Cx. quinquefasciatus
fueron més sensibles a concentraciones bajas entre 8
y 12 ppm del producto granulado de B. sphae-
ricus comparadas con las larvas de An. albimanus las
cuales mostraron alta toxicidad a concentracio-
nes altas (500 ppm). Estos resultados son acordes
con lo reportado por varios autores (18, 20, 26-28,
44, 55, 56), quienes observaron similar accién larvi-

cida de B. sphaericus 2362 y otras cepas, sobre larvas
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de Cx. quinquefasciatus comparadas con larvas de
otras especies de mosquitos.

En el presente trabajo se encontraron valores de
CLy; entre 6,4 y 7,3 ppm del producto granulado
de B. sphaericus para larvas de Cx. quinquefasciatus;
mientras que en larvas de An. albimanus se encon-
tré una CLy; entre 450,5 y 466,7 ppm. Similar ten-
dencia encontraron Vilarinhos et 4l. (27) para lar-
vas de Cx. quinquefasciatus con CLg,= 2,15 ppb de
B. sphaericus 2362; mientras que en larvas de An.
albimanus encontraron una CLg, = 38 ppb; estas
observaciones confirman la tendencia diferente de
toxicidad de los productos de B. sphaericus en las
dos especies de mosquitos.

Los resultados de este estudio muestran que las
CLs, y CLys presentan valores ligeramente mas al-
tos para larvas de An. albimanus colonia Cartagena
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