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Bacillus thuringiensis: Avances y perspectivas en el control bioldgico de

Aedes aegypti

Gustavo Ochoa & Jazzmin Arrivillaga*

Bacillus thuringiensis (Bt) se presenta como una alternativa atractiva para el control de Aedes
aegypti por sus claras ventajas sobre insecticidas quimicos, a saber: alta especificidad, inocuidad
sobre el medio ambiente y lento desarrollo de resistencia. Las nuevas tendencias en formulaciones que
utilizan agentes encapsulantes como almidén, o adsorcion a particulas de arcilla, ayudan a proteger
los productos Bt de factores que afectan su actividad, tales como la radiacion UV, la temperatura y la
degradacién microbiana, mejorando la persistencia del producto, al tiempo que pueden actuar como
fago-estimulantes. No obstante, es necesario evaluar estas propuestas en el contexto del control
de Aedes aegypti, sobretodo en relaciéon a la manipulacion humana de los criaderos y el estado
nutricional de la larva. Bt también ofrece la posibilidad de obtener productos variados que permitan
la alternancia de aplicaciones y, posiblemente, productos que, de ser necesario, se adecuen a las

necesidades especificas de cada region.
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INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (Bt) fue descubierta a
principios del siglo XX en Japon por a partir de larvas
muertas del gusano de la seda (Ishiwata 1902), pero fue
descrita por Berliner en 1911 cuando lo aisl6 a partir de
larvas de Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae) en la provincia alemana de Thuringia.

Bacillus thuringiensis es una bacteria del
suelo, anaerobia facultativa, movil y esporogénica,
perteneciente al grupo de bacterias Gram positivas
conformado por Bacillus cereus y Bacillus anthracis
(Lecadet, 1970). Bacillus thuringiensis se caracteriza
porque luego de la fase de crecimiento exponencial, las
células producen tanto una espora subapical como uno
0 varios cuerpos parasporales: inclusiones compuestas
de una o mas proteinas cristalinas (ICPs) que tienen
actividad insecticida especifica, incluso a nivel de
especie (Lecadet, 1970; Schnepf et al., 1998). En la
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mayoria de las subespecies, la produccion de estas
inclusiones esta acoplada a la esporulacion (Schnepf
et al., 1998, Sedlak et al., 2000).

Las toxinas de Bf comenzaron a utilizarse
comercialmente en Francia en 1938, y para 1958 su
uso se habia extendido a los Estados Unidos. A partir
de los anos 80 Bt se convierte en un plaguicida de
interés mundial (Feitelson et al., 1992). Las toxinas
Bt se utilizan actualmente en los Estados Unidos,
Europa, Argentina y México como control biologico
para numerosos insectos y otros invertebrados
plaga tales como acaros, nematodos, platelmintos y
protozoarios que afectan los cultivos de maiz, papa,
tomate, sorgo, arroz, café, granos, cafia de azlcar, entre
otros (Neppl, 2000). Los productos comercializados
de B. thuringiensis consisten principalmente en
preparados de esporas y cristales, activados o no, que
se rocian sobre los cultivos como si se tratara de un
insecticida convencional. Estos preparados provienen
generalmente de las subespecies kurstaki (Btk) y
tenebrionis (Btt) (Feitelson et al., 1992).

Desde su descubrimiento se han reportado
unas 67 subespecies activas contra un gran nimero
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de invertebrados plaga (Crickmore et al., 2009).
Los grupos se definieron originalmente en base
a caracteristicas bioquimicas y morfologicas, y
a los antigenos flagelares (Schnepf et al., 1998).
Actualmente se usa un sistema complejo que combina
la caracterizacion de los antigenos flagelares, de las
inclusiones cristalinas y sus genes codificantes, con
otros criterios bioquimicos y moleculares tales como el
espectro de toxicidad y el perfil plasmidico (Crickmore
et al., 2009).

A finales de la década de los 70 se identifica
en la ribera de un rio en Israel una subespecie toxica
para varias especies de dipteros. La nueva subespecie,
que se denomind Bt israelensis (Bti) (Goldberg &
Margalit, 1977), comenz6 a usarse con éxito para
el control de poblaciones de especies de moscas y
mosquitos vectores, presentando unos valores de
LC50 de alrededor de 12 ng/mL (Federici et al.,
2003), dando origen a productos comerciales de Bti
utilizados estrictamente para el control de dipteros
como el Vectobac® (desarrollado por Bayer, basado en
preparaciones del serotipo H-14 de Bt var. israelensis)
y el Teknar® (desarrollado por Valent Bioscience,
basado en una variedad no esporogénica de Bt var.
israelensis).

Sin embargo, la aplicacion de Bti para el
control del mosquito vector urbano Aedes aegypti a
nivel mundial (WHO, 2009) y en Venezuela (PAHO,
2009) no ha sido frecuente, a pesar del desarrollo
biotecnologico que ha generado bioinsecticidas de
varias generaciones de Bt (Bora ef al., 1994; Kalman
etal., 1995; Zhao et al., 2003; Zhu et al., 2006; Huang
etal.,2007)y de su uso en el control biologico de otras
especies de mosquitos acuaticos vectores (Delgado,
2005; Osborn et al., 2007) y plagas agricolas (Stevens
et al., 2004).

Laexistencia de pocos trabajos experimentales
y de evaluaciones en el campo relacionados con el
uso de Bti en el control biologico Ae. aegypti, nos
ha motivado a analizar la informacién disponible, y
exponer los resultados con base a las ventajas del uso
de Bti, caracterizando sus propiedades biologicas,
refiriendo los principales problemas observados en
las aplicaciones y las tendencias que se han venido
evaluando para mejorar el uso de Bti en el manejo
bioldgico de este importante vector urbano.
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Toxicidad de Bt y mecanismo de accion.

Las toxinas cristalinas existen en una
diversidad de formas: bipiramidal, esférica, romboidal,
cuboidal e irregular, entre otras, y son activas contra un
gran nimero de grupos de insectos asi como también
nematodos y protozoarios (Crickmore et al., 2009).
Los genes que codifican estas proteinas residen en
megaplasmidos conjugables (Minnich & Aronson,
1984; Feitelson et al., 1992) y fueron bautizados cry, y
a sus proteinas codificadas se les designo 6-endotoxinas
Cry. Las distintas proteinas Cry se clasifican seglin
su homologia en grupos y subgrupos que guardan
cierta relacion con los organismos sensibles a ellos
(Crickmore et al., 1998). Hoy en dia existen mas de
40 grupos de proteinas Cry (Crickmore et al., 2009).

Las d-endotoxinas Cry son sintetizadas
como pro-toxinas inactivas que son ingeridas por
las larvas al alimentarse de la planta o del detritus
del suelo. Las inclusiones son solubilizadas en las
condiciones alcalinas del tracto digestivo de la larva
y son convertidas, por la acciéon de proteasas del
insecto, en péptidos activos (Schnepf et al., 1998;
Feitelson et al., 1992). La toxina activa es reconocida
por un receptor especifico y se inserta en la membrana
del borde de cepillo del tracto digestivo del insecto
(Gazit et al., 1998; Gerber & Shai, 2000). Alli ocurre
una oligomerizacion que resulta en la formacion de
canales cationicos de 0.5 a 1 nm de diametro (Gerber
& Shai, 2000). Estos poros propician un influjo
inespecifico de iones, principalmente iones K+, que
disipa los gradientes i6nicos y disminuye el pH del
medio provocando una lisis celular osmética que deja
a la larva incapacitada para alimentarse (Schnepf
et al., 1998). Por otra parte, la destruccion tisular
permite la mezcla del contenido del tubo digestivo
con la hemolinfa que, junto con el bajo pH, favorece
la germinacion de esporas bacterianas, conduciendo a
una septicemia que produce la muerte de la larva pocos
dias después de la ingestion de los cristales (Schnepf
et al., 1998; Aranda et al., 1996).

Este mecanismo ocurre de igual manera
para todas las proteinas Cry estudiadas puesto que el
dominio de la proteina responsable de la toxicidad esta
altamente conservado (Crickmore ef al., 2009) y es el
dominio de reconocimiento por parte del receptor el
responsable de la diversidad de blancos (Hofmann et
al., 1988).
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PROPIEDADES DE Bt
Efectos sobre el medio ambiente

Hasta ahora las investigaciones han
demostrado que los productos de Bt no suponen
un riesgo para artropodos no diana, aves, peces ni
mamiferos, observandose, en todos los casos, valores
de toxicidad de muy baja a inexistente y siempre con
dosis mayores a las de uso (EPA, 2008). De hecho, los
unicos efectos dafiinos observados son indirectos por
disminucion de la disponibilidad de alimento para los
depredadores de los organismos diana de Bt. Aunado
a esto, también se ha determinado que los productos
de Bt tampoco tienen efectos negativos sobre el medio
ambiente (EPA, 2008).

En el caso especifico de Bti, un estudio llevado
a cabo en un rio de Pensilvania (EEUU) durante 8
aflos demostro que la aplicacion de Bti no tiene efecto
en la composicion y densidad de las poblaciones de
peces y macroinvertebrados no diana, ni siquiera en
ciertas especies de quironémidos que previamente se
habian reportado como sensibles a Bt. Por otro lado, la
aplicacion de Bti si redujo las poblaciones de la larva
de la mosca negra (Diptera: Simuliidae), uno de los
blancos de esta bacteria (Jackson et al., 2002).

También se ha reportado la ocurrencia natural
de Bt en cuerpos de agua dulce de Japon (Ichimatsu et
al.,2000) y Espana (Iriarte et al., 2000), y un porcentaje
considerable (26,7% y 6,6% respectivamente) de
los aislados presentaban actividad contra dipteros.
Considerando que Bfi fue originalmente aislado del
suelo de una ribera (Goldberg y Margalit, 1977) es
logico pensar que B. thuringiensis pueda encontrarse
naturalmente en los sedimentos de cuerpos de agua y
que naturalmente ya se encuentra ejerciendo un control
sobre algunas poblaciones de dipteros.

Especificidad

Bt actua especificamente sobre ciertos
grupos. Tyrell et al. (1979) evaluaron la toxicidad de
las inclusiones cristalinas de Bt subspp. israelensis
(Bti) y kurstaki (Btk) en larvas de Ae. aegypti, Culex
quinquefasciatus (Say, 1823) (Diptera: Culicidae) y
Anopheles albimanus (Wiedemann, 1820) (Diptera:
Culicidae), y el gusano cachon del tabaco Manduca
sexta (Linnaeus, 1763) (Lepidoptera: Sphingidae).
Encontraron que los cristales purificados de Bti
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resultaban toxicos para las larvas de dipteros a
concentraciones del orden de 102 y 10 pg/mL,
mientras que dosis de 300 pg/mL no tenian efecto
alguno sobre el gusano del tabaco M. sexta. De forma
analoga, para obtener un 50% de mortalidad en
Ae. aegypti con los cristales purificados de Btk, fue
necesaria una dosis 10* veces mayor de la LC, para
M. sexta.

Esta especificidad se debe, principalmente, a
una gran plasticidad genética que propicia, no sélo una
amplia diversidad de toxinas, sino que ademas permite
la ocurrencia de cepas con diferentes combinaciones
de éstas. Las causas de la especificidad dependen del
tipo de proteinas presentes en diferentes cepas de Bt.
La nomenclatura actual de las toxinas Cry las agrupa
como: 1) Proteinas toxicas a lepidopteros grupos Cryl,
Cry2 y Cry9; 2) Toxinas activas contra coledpteros
grupos Cry3, Cry7 y Cry8; 3) Proteinas con actividad
dual grupos Cry1B y Cry1I; 4) Proteinas con actividad
nematicida, grupos CryS5, Cryl2, Cryl13 y Cryl4; 5)
Proteinas toxicas a dipteros, grupos Cry2, Cry4, Cry10,
Cryll, Cryl6, Cryl7, Cry19 y las Cyt (Crickmore et
al., 2009). No obstante, los receptores de membrana
que reconocen y unen las toxinas, también juegan un
papel importante en la especificidad del B#i (Hofmann
et al., 1988; Pigott y Ellar, 2007).

Susceptibilidad y resistencia

La aplicacion de Bt en el control de insectos,
no esta exenta de la aparicion de resistencia, de hecho,
muchas de las plagas agricolas que eran controladas
por algunas subespecies de Bf como Bt kurstaki, ahora
presentan resistencia a sus efectos (Neppl, 2000). Sin
embargo, a pesar de que Bt. israelensis se ha usado
durante afios, los niveles de resistencia detectados
en campo son minimos (Wirth et al., 2005). Esto
parece tener su explicacion en la composicion de la
inclusion cristalina de Bti: el cristal de Bt israelensis
esta compuesto por cuatro toxinas diferentes: Cry4Aa,
Cry4Ba, Cryl1Aay Cytl Aa (Crickmore et al., 2008).
Las toxinas citoliticas Cyt (Schnepf et al., 1998,;
Feitelson ef al., 1992), que al igual que las proteinas
Cry estan codificadas por genes plasmidicos (Feitelson
et al., 1992). Georghiou & Wirth (1997) evaluaron la
respuesta de Cx. quinquefasciatus frente a complejos
de toxinas y toxinas individuales de Bt israelensis,
encontrando que la combinacion de toxinas podia
reducir la resistencia a las toxinas individuales hasta
en 1000 veces. Estos investigadores crearon lineas
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resistentes de Cx. quinquefasciatus por seleccion
artificial, mediante la exposicion de varias generaciones
de larvas a diferentes combinaciones de toxinas de Bfi.
Al comparar la susceptibilidad de estas lineas con la
de la cepa parental no seleccionada observaron que
la resistencia aparecia mas lentamente cuanto mayor
numero de toxinas se utilizaron para la seleccion.

Estudios posteriores al respecto demuestran
que la proteina Cyt juega un papel importante en este
retraso o reduccion de la aparicion de resistencia.
Pérez et al. (2005) evaltan la participacion de las
toxinas Cryl1Ay Cytl Ay la interaccion de ambas en
el desarrollo de la resistencia a dichas toxinas. Para
esto, determinaron la concentracion de una mezcla
de ambas toxinas que se necesitaba para mantener
un nivel determinado de mortalidad en lineas de Cx.
quinquefasciatus sometidas a seleccion artificial con
Cryl1A, Cytl A o una combinacion de ambas toxinas.
Estos autores hallaron que la linea seleccionada con
ambas toxinas requeria concentraciones de toxina
mas bajas que las lineas seleccionadas con una unica
toxina, en otras palabras, mantenia altos niveles de
susceptibilidad a lo largo de las generaciones.

Lo que parece suceder es que, dada su afinidad
por fosfolipidos de membrana (Butko, 2003), Cytl A
act@ia como un receptor de membrana para otras
proteinas Cry, como por ejemplo Cryl1A, facilitando
la insercion independientemente de los receptores
propios del insecto. De esta manera se reduce la presion
selectiva, dificultando la aparicion de mecanismos de
resistencia (Pérez et al., 2005).

Adicionalmente, se ha visto que esta seleccion
artificial no induce resistencia cruzada con otras toxinas
Cry. Por ejemplo, 3 lineas de Cx. quinquefasciatus
seleccionadas con CryllA, Cry4A y Cry4B y la
inclusién purificada de Bti, presentaron iguales
niveles de susceptibilidad a la accion de Cry19A de
B. thuringiensis subsp. jegathesan, otra variedad con
actividad antidipteros. Los valores de LC50 oscilaron
entre 1,15y 1,97 pg/mL, en comparacion con los 0,98
pg/mL de la linea parental no seleccionada (Wirth
et al., 2001). No deja ser interesante verificar estas
observaciones para Ae. aegypti.

Persistencia

La accion residual de los productos de Bti
depende de la formulacion y de las condiciones de la
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aplicacion. Por ejemplo, Lee y Zairi (Lee & Zairi, 2005)
evaluaron la persistencia de la formulacion comercial
granulada Vectobac WDG® (Abbott Laboratories,
Australia) con y sin recambio de agua en condiciones
de laboratorio. El ensayo se llevo a cabo en recipientes
de vidrio de 2 litros, y segun las instrucciones de
aplicacion del producto. Semanalmente, desde el
primer dia se colocaban 20 larvas de tercer o cuarto
instar y se registraba la mortalidad a las 24 y 48
horas. Diariamente se sustituian 300 mL del agua
de los envases para simular el uso de los recipientes
Ccaseros.

Los resultados arrojaron valores de mortalidad
para Ae. aegypti de mas de 95% hasta por 45 dias en el
tratamiento con recambio de agua, 10 dias mas que para
el tratamiento sin recambio, lo cual puede deberse a la
resuspension de la toxina en el recipiente. No obstante,
se observo que la actividad decayd mas rapidamente en
el tratamiento con recambio de agua, probablemente
por variaciones en la concentracion del producto.

Por otro lado, Lima et al. (2005), trabajando
con Ae. aegypti, estudiaron la persistencia de otras
dos formulaciones comerciales: Aquabac G® (Becker
Microbial Products Inc.) y Vectobac G® (Abbott
Laboratorios do Brasil Ltda.), en el laboratorio y
simulando condiciones de campo. En el laboratorio se
utilizaron tanques de aluminio de 40 L en los que se
aplico el producto. Semanalmente se tomaron muestras
de agua donde posteriormente se colocaron larvas de
tercero o cuarto instar y se registro la mortalidad a las 24
horas. Para la simulacién de las condiciones de campo
se usaron tanques de concreto de 100 L situados al aire
libre. Cada 3 a 6 dias unas 100 larvas eran expuestas al
agua del tanque tratada con el producto y se registraba
la mortalidad a las 24 horas. Los resultados oBtenidos
indican que en condiciones de laboratorio, Vectobac
G® puede mantener una actividad del 95% hasta por
100 dias, mientras que la persistencia de Aquabac G®
es de aproximadamente la mitad. Sin embargo, en
condiciones de campo la actividad de Vectobac® se
reduce a un maximo de 25 dias (Lima et al., 2005).

También se tiene evidencia de que algunas
formulaciones de Bti presentan un efecto residual
menor que los larvicidas quimicos como por ejemplo
Temefos. Soares et al. (2005) evaluaron la persistencia
de dos presentaciones comerciales de Temefos
(Larvell®y Larvyn®) frente a la presentacion comercial
de Bti Vectobac WDG®. La persistencia se estimé
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determinando los porcentajes diarios de mortalidad
para Ae. aegypti: cada dia se contabilizaban las larvas
muertas y se introducian 25 nuevas larvas de tercer
instar; el 80% del agua de los recipientes era renovada
diariamente. Con el larvicida Temefos se obtuvieron
valores de mortalidad de mas del 90% hasta 50 dias
después de la aplicacion del producto en condiciones
de laboratorio, sin embargo, con Bti esta tasa de
mortalidad se registrd por apenas 35 dias.

En general, se observa que la persistencia
dependera de la formulacion y las condiciones de
aplicacion, y esto tiene algunas implicaciones que se
discutiran mas adelante.

PERSPECTIVAS EN EL USO DE Bt PARA EL
CONTROL DE Ae. aegypti.

Son muchos los factores que pueden afectar
la actividad de las toxinas de Bt y la informacion
en cuanto a Ae. aegypti es escasa. En primer lugar
podria colocarse la importancia que ha tenido el
estudio de las aplicaciones de Bt para el control de
lepidopteros, probablemente por su asociacion al
area de la agricultura y la seguridad alimentaria, dado
que las principales plagas de cultivos pertenecen al
orden de los lepiddpteros. Asi pues, la mayor parte
de la investigacion en B¢ se ha desviado, por decirlo
asi, hacia el estudio de variedades y el desarrollo de
productos para este fin, y esto aplica también para
las nuevas estrategias en formulaciones que seran
abordadas mas adelante.

Sin embargo, se sabe que las toxinas Cry
de Btk y Bti son muy parecidas entre si (Thorne et
al., 1986, Hofte & Whiteley, 1989) y que presentan
mecanismos de accion practicamente idénticos
(Schnepf et al., 1998; Hofte & Whiteley, 1989). Asi
pues, muchos de los adelantos en la aplicacion de Btk
para el control de lepiddpteros pudieran ser aplicables
a Bti para el control de dipteros.

En segundo lugar, es posible que la aparente
baja efectividad de Bt en cuanto a accion residual
y la disponibilidad de productos quimicos hasta el
momento eficientes en este aspecto, enmascaren la
necesidad de tales estudios.

Ahora bien, en cuanto al area de control de
lepiddpteros se ha discutido la susceptibilidad de las
toxinas de Bt a la accion de factores ambientales como
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la radiacion ultravioleta (UV) (Putzai et al., 1991) y
la temperatura (Cokmus & Elgin, 1995) que pueden
inactivarlas. La radiacion UV cobra importancia en
el contexto del control de Ae. aegypti ya que muchos
de los criaderos, como toneles, cauchos y otros
recipientes, se encuentran al descubierto y expuestos
a la radiacion solar (Barrera ef al., 2002); asimismo,
el aumento en la temperatura seria una consecuencia
indirecta de la exposicion al sol.

En Venezuela se han realizado algunos estudios
en el area de control mosquitos y se ha determinado que
los factores que tienen que ver con las conductas de la
larva también afectan la actividad. Por ejemplo, Delgado
(2005) estudia el efecto sobre Anopheles aquasalis
(Curry) (Diptera: Culicidae) de 4 formulaciones
de Bti: Vectobac AS®, Vectobac G®, Teknar® y un
micro-encapsulado, en relacion a algunos factores que
proporcionan informacion sobre el comportamiento
alimenticio de la larva como la densidad de la poblacion
de larvas, la duracion del cuarto instar y la presencia de
alimento. También se evalta el efecto de la radiacion
UV y la temperatura. Seglin los resultados obtenidos,
los factores mas influyentes en la efectividad de estas
formulaciones de Bti son la exposicion a la radiacion
UV y aquellos que tienen que ver con las conductas
alimentarias de la larva.

Aunque estos estudios se llevaron a cabo
en An. aquasalis, que presenta habitos alimentarios
muy distintos a los de 4e. aegypti, es probable que se
llegue a conclusiones similares. La toxina de Bt ejerce
su accion en el intestino medio por lo que su actividad
depende, en una gran medida, de que sea ingerida por
el insecto blanco. Sin embargo no deja de ser necesario
evaluar estos resultados en Ae. aegypti.

Otro aspecto a considerar tiene que ver con la
flotabilidad o la capacidad de las formulaciones para
mantenerse en suspension (Delgado, 2005). En el caso
de Anopheles spp., por ejemplo, la flotabilidad del
producto podria ser importante, considerando que su
estrategia de alimentacion es la filtracion de particulas
en suspension (Dahl ef al., 1993). Sin embargo, para
Ae. aegypti esto quizas no represente un problema,
dado que esta especie puede sumergirse y raspar-filtrar
particulas depositadas (Dahl et al., 1993).

Del trabajo de Delgado (2005) también se
infiere la importancia de facilitar el consumo de la
toxina por parte de la larva. Al evaluar la influencia
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de la presencia de alimento en la actividad de las
formulaciones se encontré que en presencia de
alimento se obtuvo un porcentaje de mortalidad mayor
al esperado (Delgado, 2005). En este caso, y dada la
naturaleza filtradora de Anopheles, la presencia de
alimento parece haber facilitado el consumo de la
toxina, en el sentido que al filtrar el agua, las larvas
tomaron conjuntamente particulas de alimento y
particulas de las formulaciones. Se especula entonces
que este mecanismo de facilitacion también pueda ser
relevante para Ae. aegypti.

Otro factor que se ha determinado pudiera
influir en la actividad y la persistencia de los productos
de Bt en el ambiente es la acciéon microbiana. Los
microorganismos que pudieran estar presentes en el
suelo, en el filoplano y en los cuerpos de agua bien
podrian degradar las toxinas de Bt (Koskella & Stotzky,
1997).

En vista de lo expresado en los ultimos
parrafos acerca de los factores que afectan la accion
biocida de Bt, una buena parte de la investigacion se
ha dirigido a desarrollar estrategias para atacar los
principales factores adversos a su actividad larvicida.
Las nuevas estrategias de aplicacion buscan proteger
las toxinas contra las altas temperaturas y la exposicion
a la radiacion UV, para mejorar asi la persistencia
de la toxina en el ambiente, y estimular su consumo
por parte de la larva, para aumentar su actividad. A
continuacion se describen algunas de estas tendencias
y estrategias.

Proteccion ante el efecto de la temperatura

Para esto se ha buscado encapsular las toxinas
en materiales que las protejan de las altas temperaturas.
Por ejemplo, Cokmus & Elgin (1995) expusieron el
efecto protectivo que tiene la carboximetil-celulosa
sobre las inclusiones cristalinas de Bti ante la
temperatura. El experimento consistidé en exponer
a 50° C hasta por 60 dias dos formulaciones: una
de esporas/cristales encapsuladas con carboximetil-
celulosa y otra no encapsulada a modo de control, para
luego probar su toxicidad sobre larvas de tercer instar
de Culex sp. Encontraron que la toxina encapsulada
mantenia una actividad del 100% atin si se exponia
por 60 dias a temperaturas de 50° C. Sin embargo, la
actividad de la toxina libre se reducia a un 70% bajo
estas condiciones.
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Proteccion ante el efecto de la radiacion UV

Ragaei (1999) resume algunas de las
estrategias que se han estudiado para proteger las
toxinas de Bt del efecto adverso de la exposicion a
los rayos ultravioleta. Algunas de ellas consisten en
afiadir a las formulaciones pigmentos fotoprotectores
como Rojo Congo, Rodamina o Acriflavina e incluso
melanina. Por otra parte, Vilas-Bdas et al. (2005)
reportan la construccion de un mutante de Bt. var.
thuringiensis que sintetiza melanina, el cual seria
un candidato para producir formulaciones de B¢ con
proteccion ante los rayos ultravioleta. Otras tendencias
consisten en la encapsulacion de los cristales en
almidones o harinas que los protegerian de la luz
ultravioleta (Ragaei, 1999).

Elementos fago-estimulantes

Ademas de proteger contra la radiacion
ultravioleta, las harinas y almidones podrian ejercer
un efecto fago-estimulante, mejorando el consumo de
la toxina por parte de la larva. Por ejemplo, Ramirez-
Suero et al. (2005) llevan a cabo la evaluacion de
un formulado de Bti encapsulado en particulas de
maltodextrina, almidon y harina de maiz. Para esto
prepararon extractos de esporas y cristales y los
trataron con los distintos agentes para luego obtener
un producto solido. Al aplicar los productos en larvas
de 3er instar de Ae. aegypti encontraron que, en el caso
del almidon la actividad aumentaba alrededor de un
8% respecto a la de la toxina libre, y hasta en un 81%
para el caso de la encapsulacion en harina de maiz.

Estos investigadores atribuyen esta mejoria
en la actividad a la posibilidad de que las harinas y los
almidones funcionen como agentes “dietéticos” que
estimulen el consumo por parte de la larva y de esta
manera mejoren la llegada de la toxina a su sitio de
accion (Dahl et al., 1993; Ramirez-Suero et al., 2005).
Adicionalmente, este efecto estimulante puede deberse
al contenido calorico de las harinas, lo que estimula
la alimentacion de las fases larvarias de de. aegypti
(Briegel, 2003). Adicionalmente, los carbohidratos
son ingeridos a una tasa de asimilacion y catabolismo
alta, lo que aumenta la cinética de consumo de Bti
cuando esta asociada al carbohidrato, sin embargo, los
investigadores no discuten esta posibilidad

En este sentido, Ochoa et al. (articulo en
preparacion), han realizado ensayos utilizando dos

tipos de suspensiones acuosas de esporas y cristales de
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Bti nativo de Venezuela. Estos ensayos han mostrado
que las larvas raspan las particulas depositadas,
observandose también que el efecto larvicida perdura
por mas tiempo cuando se acoplan las inclusiones
cristalinas a los granulos de almidon provenientes del
medio de cultivo, obteniéndose resultados similares a
los sefialados por Ramirez-Suero et al. (2005) pero a
partir de un mecanismo diferente de acoplamiento.

Proteccion ante la accion de microorganismos

Lainvestigacion a este respecto se ha llevado
a cabo principalmente en el area del control de
lepidopteros. En este caso se ha estudiado la adsorcion
de las toxinas a particulas de arcilla a fin de minimizar
su utilizacion por otros microorganismos que pudieran
encontrarse en el suelo o en el filoplano (Koskella &
Stotzky, 1997).

El experimento consistié en permitir que
las toxinas se adsorbieran a particulas de arcilla
(montmorilonita o kaolinita) en solucion tamponada
hasta obtener complejos de arcilla-toxina estables, es
decir, que la toxina adsorbida no se desprendiera con
los lavados. Luego estas particulas fueron utilizadas
como fuente de energia para un cultivo bacteriano
mixto obtenido de una suspension de suelo en agua
corriente. Para esto la mezcla bacteriana se cultivo en
un medio minimo suplementado con la toxina de Btk
libre o adsorbida a particulas de arcilla, y se compard
la tasa de consumo de oxigeno de estos cultivos con la
de un cultivo suplementado con pepsina. Los resultados
demuestran la escasa utilizacion de la toxina como
fuente energética cuando se encuentra adsorbida a las
particulas de arcilla.

Adicionalmente, los investigadores verificaron
la actividad larvicida de la toxina adsorbida. Para esto
primeramente incubaron preparaciones de toxina libre y
adsorbida a arcilla durante 40 dias en suelo no estéril. Las
toxinas recuperadas se afladieron a un medio solidificado
para el gusano cachon del tabaco M. sexta (L) donde,
posteriormente, se cultivaron larvas de segundo instar
de esta especie. Los resultados muestran, por una parte,
que la adsorcion de la toxina no afecta negativamente
su actividad; por otro lado, ain cuando la incubacion
en suelo no estéril disminuye la toxicidad (LC,) de la
proteina en general, la potencia de la toxina adsorbida
resulta mayor en relacion a la de la toxina libre (LC,,
toxina libre /LC, toxina adsorbida).
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Mejoramiento de la persistencia en el ambiente

Los almidones y las arcillas también podrian
mejorar la persistencia en general de las toxinas de Bt
en el ambiente. Por ejemplo, Singh y colaboradores
(Singh et al., 2007) reportan un aumento significativo
en la persistencia de la actividad ante la larva de
la polilla Helicoverpa armigera (Hiibner, 1805)
(Lepidoptera: Noctuidae), de una formulacion de Btk
y almidon respecto a una formulacion comercial. Se
encontrd en ensayos de campo, que luego de 72 h de
la aplicacion la actividad del formulado comercial
descendia en un 50% mientras que la formulacion
con almidon mantenia una actividad del 70% de
mortalidad.

En cuanto a las arcillas, la estrategia se ha
estudiado en el campo de control de mosquitos por
Lee et al. (2003). Estos investigadores obtuvieron
complejos de toxinas de Bt y particulas de arcilla
segun lo descrito por Kozkella & Stotzky (1997) pero
utilizando las toxinas de Bti. Luego, alicuotas de estos
complejos y de la toxina libre se mantuvieron hasta
por 45 dias en agua no estéril. Estas preparaciones
se utilizaron para bioensayos de toxicidad con
Culex pipiens (Say, 1823) (Diptera: Culicidae). Los
resultados demuestran que la adsorcion a particulas
de arcilla mejora la persistencia de las toxinas de Bti
en condiciones de laboratorio, puesto que luego de 45
dias de incubacion, la mortalidad con la toxina libre es
de 25 £+ 12,5%, mientras que la de la toxina adsorbida
alcanza el 63 + 12,7% (Lee et al., 2003).

Un estudio mas reciente propone la
inmovilizacion de las toxinas en matrices de alginato
(Prabakaran & Hoti, 2008). Los investigadores evaltan
la toxicidad de una preparacion de esporas y cristales
de Bti inmovilizada en alginato de sodio sobre larvas
de Cx. quinquefasciatus, y discuten sobre las ventajas
de aplicar esta formulacién en aguas expuestas a la
radiacion UV y variaciones de temperatura (Prabakaran
& Hoti, 2008).

OTROS ASPECTOS: LA DINAMICA
POBLACIONAL DE A4e. aegypti Y LA
MANIPULACION DE LOS HABITATS

Se ha visto que para Ae. aegyptila competencia
intraespecifica y la limitacion del alimento son
importantes factores reguladores de las poblaciones
del mosquito en sistemas urbanos (Arrivillaga &
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Barrera, 2004). De este modo, un tratamiento que no
elimine la mayoria de los individuos puede favorecer
a los sobrevivientes en términos de competencia por
el alimento, conllevando a la produccion de adultos
de mayor talla y mayor capacidad vectorial, al tiempo
que favorece la seleccion direccional de poblaciones
resistentes segun lo discutido previamente (Wirth et
al., 2005).

Un lento decaimiento en la actividad de la
formulacion puede propiciar este escenario. En efecto,
la manipulacién humana de los habitats, por ejemplo,
la frecuencia de uso del agua y recambio de esta, puede
alterar la disponibilidad del agente controlador. Un
ejemplo es el trabajo de Lee & Zairi (2005), donde se
obtienen tiempos de decaimiento de actividad diferentes
segun la frecuencia de recambio de la columna de agua.
Segln este experimento, en un criadero con poco
recambio de agua la toxina de Bti esta disponible
durante mas tiempo, pero también hay un periodo de
actividad suboptima mas prolongado que en uno con
alta frecuencia de recambio. Esto puede propiciar
la ocurrencia de subpoblaciones nutricionalmente
favorecidas, con todos los inconvenientes que se
discutieron previamente.

Asipues, es necesario evaluar estos parametros
en cualquier formulacion de Bt que pretenda mejorar la
persistencia, de modo que el producto ofrezca maxima
efectividad durante el mayor tiempo posible, pero
asegurando que la pérdida de la actividad sea rapida o
que la formulacion sea consumida en su totalidad.

CONCLUSIONES

En general, todas estas propuestas buscan
mejorar la actividad de las formulaciones de Bt, en
funcion de los problemas que se han observado en
las distintas areas de su aplicacion. Sin embargo, no
deja de ser necesario validarlas para el caso particular
de Ae. aegypti. En el contexto de Ae. aegypti estas
estrategias podrian resultar muy convenientes tomando
en consideracion que esta especie es principalmente
urbana, ya que la aplicacion de formulaciones
conteniendo almidones, harinas o arcilla supondrian un
riesgo minimo para el ambiente o para el hombre, dada
su inocuidad. Ademas, la naturaleza particulada y poco
soluble de estas formulaciones resulta conveniente
para Ae. aegypti que es capaz de alimentarse raspando
particulas depositadas (Dahl et al., 1993).
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No obstante, seria necesario evaluar el efecto
de estas formulaciones en el contexto de la manipulacion
humana de los habitats, ya que la frecuencia, tanto en
el uso como en el recambio del agua de los recipientes,
y en el suministro de agua en paises latinoamericanos,
afectan la densidad larval y el consumo de la toxina,
por lo que estas variables pudieran interferir en la
actividad larvicida de Bti. Estudios en relacion a esto
han evidenciado la necesidad de conocer la dinamica
del vector en relacion a los parametros antropicos
del foco de transmision de Dengue antes de realizar
cualquier aplicacion de Bti.

Bacillus thuringiensis: Advances and
perspectives in the biological control of Aedes

aegypti

SUMMARY

Bacillus thuringiensis is an attractive alternative
for the control of Aedes aegypti for its clear advantages
over chemical insecticides, high specificity, safety on the
environment and slow development of resistance. New
trends in formulations using encapsulating agents such
as starch, or adsorption to clay particles that help protect
the products of Bt factors affecting their activity, such as
UV radiation, temperature and microbial degradation,
enhance the persistence of the product, which can act
as phage-type stimulants. However, it is necessary to
evaluate these proposals in the context of the control
of Ae. aegypti, especially in relation to the human
manipulation of breeding sites and nutritional status
of the larva. Bt also offers the possibility of obtaining
products that enable a variety of alternate applications,
and possibly products, if necessary, to suit the specific
needs of each region.

Key words: Aedes aegypti, Dengue, control, Bacillus
thuringiensis.
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