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RESUMEN. La bacteria Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) posee una toxicidad selectiva alta en el control de
mosquitos y genera un impacto muy bajo en el ambiente. El objetivo fue evaluar la eficacia de Bti para el control de
larvas de mosquito de diferentes estadios, en diferentes calidades de agua de la Ciudad de San Luis Potosi. Los
bioensayos se realizaron con agua potable (AP) y agua residual en tratamiento (AT) de una laguna de estabilizacién.
La recoleccion de larvas de mosquito se realiz6 en la laguna de estabilizacion. Los parametros fisico-quimicos medidos
fueron pH, conductividad, cloro total, turbidez y oxigeno disuelto (OD). Las larvas de primero (L1) y segundo (L2)
instar fueron las mas susceptibles (n = 60, p < 0.0001). El analisis Probit indicé una CLso de 0.028 mg/L y CLgs de
0.831 mg/L para las L2 en AT y concentraciones de 0.048 y 1.093 mg/L para CLso y CLgs, respectivamente, para L1
en AP. En ambas calidades de agua, la CLso ¥ CLgs indicaron que L4 fueron menos susceptibles debido a su menor
actividad alimenticia. El cloro total (n = 8, P = 0.0002) es el parametro fisicoquimico que se presentdé en mayor
concentracion en agua potable y que puede limitar la efectividad de Bti.
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Control of mosquito larvae with Bacillus thuringensis var. israelensis in treated wastewater

ABSTRACT. The bacterium Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) has a high selective toxicity and generates a
very low impact on the environment. The objective was to evaluate the efficacy of Bti for the control of mosquito
larvae of different stages, in different water qualities from the metropolitan area of San Luis Potosi. Bioassays were
carried out with drinking water (DW) and wastewater in treatment (WT) from a stabilization lagoon. Mosquito larvae
were collected from the stabilization lagoon. The physicochemical parameters measured were pH, conductivity, total
chlorine, turbidity and dissolved oxygen (DO). First (L1) and second (L2) instar larvae were the most susceptible (n =
60, p <0.0001). Probit analysis showed a LCsp 0f 0.028 mg/L and LCgs of 0.831 mg/L for L2 in WT, and concentrations
0f 0.048 and 1.093 mg/L for LCso and LCgs for L1 in DW, being the more susceptible. In both water qualities, the LCso
and LCgs indicated that L4 were the least susceptible due to its lower dietary intake. The total chlorine (n =8, P =
0.0002) was the physicochemical parameter that was present in a higher concentration in drinking water and that may
limit the effectiveness of the bacteria.
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INTRODUCCION
Los mosquitos constituyen un grupo de insectos de gran importancia, debido a que muchas de

sus especies, ademas de causar diversas molestias, son vectores de agentes causales de
enfermedades humanas con gran importancia en salud publica como dengue y paludismo (Pérez-
Pacheco et al., 2004). Hasta el momento se han descrito cerca de 3,000 especies de mosquitos, de
éstas, los vectores constituyen una baja proporcion (Travi y Montoya, 1994 y Salazar y Moncada,
2004). Culex es un género de mosquitos hematdfagos, su ciclo de vida consta de cuatro estadios
larvarios, después del cuarto estadio se transforman en pupa, para finalmente emerger como adulto.
Las larvas de los mosquitos son acuaticas, lo que implica que todas las especies necesitan de un
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cuerpo de agua natural o artificial para desarrollarse una vez que las hembras ovipositaron sobre la
superficie del agua. Los estadios inmaduros se desarrollan preferiblemente en depositos de agua y
los criaderos son variados, constituidos por aguas con un alto grado de contaminacion, abundante
contenido de materia organica (Garcia y Londofio, 2007).

La ciudad de San Luis Potosi cuenta con varios cuerpos de agua que representan sitios de
ovoposicion y cria de mosquitos, entre los cuales se encuentran varias presas y lagunas de aireadas
y de estabilizacion. En dichas lagunas se trata parte del agua residual urbana de la ciudad y es
reutilizada en la agricultura, la industria y en la recreacion. Entre los métodos de control y
eliminacion de larvas de mosquitos esta el control quimico, siendo este poco sustentable debido a
los dafios ambientales principalmente por contaminacion del suelo y agua. También existen
alternativas como el control biol6gico, el cual se basa en la introduccion de organismos o
microorganismos que depreden, parasiten o compitan con las poblaciones de las especies a
controlar. Algunas opciones son el uso de copépodos, insectos, peces larvivoros (género Gambusia
y Poecilia) y la mayoria depende del oxigeno disuelto presente en los cuerpos de agua (Fimia et
al., 2009) y nematodos parasitarios (Santamarina et al., 1996).

Es asi que el uso de bacterias para el control de larvas constituy6 durante las Gltimas décadas un
tema de investigacion intensiva, posee una toxicidad selectiva alta debido a su estrecho rango de
especificidad y gracias a ello genera en el ambiente un impacto muy bajo (Sauka y Benintende,
2008). De estas, Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) es una bacteria de ocurrencia natural,
formadora de esporas, encontrada en suelos y ambientes acuaticos en todo el mundo la cual produce
una delta-endotoxina durante la esporulacion, siendo altamente especifica y toxica por ingestion
solamente para larvas de mosquitos.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficiencia bioldgica de Bti como control de larvas
diferentes instares de Culex spp. en diferentes calidades de agua de la capital Potosina.

MATERIALES Y METODO

Se utilizaron larvas de primer instar (L1), segundo instar (L2), tercer instar (L3) y larvas
tempranas de cuarto instar (L4) de Culex spp., las cuales se recolectaron de un cuerpo de aguas
residuales en la Ciudad de SLP con una red entomoldgica acuatica con apertura de malla de 15
micras. La separacion por instares se hizo colocando las larvas con poca agua sobre una tapa
plastico y un pincel de cerdas finas, lo anterior y los bioensayos se realizaron en el Laboratorio de
Ciencias Ambientales de la Facultad de Ingenieria de la UASLP.

Se usaron dos calidades de agua 1) agua potable (AP), que se obtuvo directo de un grifo, y 2)
agua residual en tratamiento (AT) que se obtuvo la laguna de estabilizacion “Tanque Tenorio”. La
caracterizacion de cada calidad se realizé mediante la medicion de los parametros fisico quimicos
tales como pH, conductividad eléctrica y oxigeno disuelto con potenciometros Thermo Scientific®
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(ORION 5 STAR, pH*ISE+Cond*OD Benchtop), turbidez con el turbidimetro Hach® (2100 N) y
cloro total con un colorimetro Hanna® instruments (HI 83214). Las concentraciones usadas para
L1, L2y L3 fueron 0 (control), 0.1,0.2,0.3,0.4, 2, 4,6 ,8 mg/L, para L4 las concentraciones fueron
0, 2, 4,6 ,8 mg/L debido a su poca actividad alimenticia. Las dosis se tomaron como referencia a
partir de la ficha técnica del producto comercial VectoBac® WDG (Bacillus thuringiensi var.
israelensis) que contiene 3000 Unidades Toxicas Internacionales (UTI)/mg.

Se usaron vasos de plastico transparente con capacidad de 1 L, cada uno con una densidad de
0.42 larvas/cm? (40 larvas por vaso). Los bioensayos se establecieron a una temperatura promedio
de 23° + 2°C ya que de acuerdo con Sinegre et al. (1981) y Glare y O’Gallaghan (1998) la
mortalidad causada por Bti en Culex spp. no se ve influenciada de forma negativa a temperaturas
del agua entre los 19-33°C.

La mortalidad de larvas fue observada a las 24 h de exposicion a Bti (se consideraron como
muertas aquellas larvas que no presentaron ningin movimiento como respuesta al golpeteo
realizado con los dedos en las paredes de los vasos), la cual fue corregida con la formula de Abbott
(1925).

Se realizaron analisis de varianza, pruebas de comparacion de medias con la prueba de Tukey y
un analisis Probit (Raymond, 1985), para determinar la concentracion letal media (CLso) y 95
(CLgs) mediante el uso del paquete estadistico The SAS® System for Windows 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo que los instares mas susceptibles a las concentraciones de Bti fueron L1y L2 con al
menos un 74 % de mortalidad, las L3 mostraron menor mortalidad (54 %) como se observa en la
Fig. 1a. Lo anterior, concuerda con lo descrito en la literatura respecto a la efectividad de Bti debido
a que los estadios tempranos de desarrollo de mosquitos son de menor talla y fortaleza fisica
comparados con los instares L3 y L4 tardios, ya que presentan mayor resistencia a las toxinas de
la bacteria.

Las concentraciones que causaron mayor mortalidad en los instares L1-L.3 fueron las mas altas
(2-8 mg/L) en comparacion con las mas bajas (0.1-0.4 mg/L); sin embargo, las concentraciones
mas bajas evidenciaron una efectividad de al menos 48% de mortalidad de larvas (Fig. 1b).

Con respecto a la calidad del agua, se observé que hay diferencia significativa entre AT y AP
(Fig. 1c), lo anterior debido las propiedades fisico quimicas de cada una, el cloro, por ejemplo,
causa una relacion inversa sobre la efectividad de Bti (Sinegre et al. 1982), debido a que éste es
capaz de inhibir o destruir las endotoxinas de la bacteria (Glare y O’ Gallaghan, 1998).
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Figura 1. Mortalidad de larvas L1, L2 y L3 de Culex spp. a) segun el instar larvario del mosquito: L1=primer instar,
L2= segundo instar, L3= tercer instar y L4= cuarto instar, b) segln la concentracién de Bti y c¢) segun la calidad de
agua: AT=Agua residual en tratamiento y AP= Agua potable. Letras iguales indican que no hay diferencia significativa.

Las barras en las columnas representan la desviacion estandar.

En el caso de las larvas de cuarto instar no se encontr6 diferencia significativa entre la
mortalidad causada por Bti (Fig. 2a), lo anterior se debe a que las L4 disminuyen su alimentacién
y por lo tanto se hacen menos propensa a morir por accion de la bacteria (Corbillon et al., 2012).
Respecto al tipo de calidad del agua, se encontrd que hay mayor control por Bti en AT con 73% de

mortalidad de larvas (Fig. 2b).
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Figura 2. Mortalidad de larvas L4 de Culex spp. a) segun la concentracion de Bti y b) segun la calidad de agua:
AT=Agua residual en tratamiento y AP= Agua potable. Letras iguales indican que no hay diferencia significativa. Las

barras en las columnas representan la desviacién estandar.

El pH afecta de manera negativa la accion de Bti a valores acidos (pH 4.0) o alcalinos pH (pH
10.0); sin embargo, segun lo reportado por Ignoffo et al. (1981) y Delgado (2005) en aguas
residuales los valores de pH de 7.56 como los que se encontraron en AT indican mayor efectividad
en la accion de la bacteria sobre las larvas de mosquito. En relacién con la turbidez, se encontro
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diferencia significativa entre ambas calidades, AP se caracterizd por encontrarse dentro de los
rangos establecidos por la NOM-127-SSA1-1994 que indica como limite maximo permisible 5
NTU en aguas para uso y consumo humano (DOF, 2000) y AT se caracterizd por presentar un
valor de 60 NTU mayor que en AP, segln lo reportado por Ramoska et al., (1982) y Perich et al.,
(1989), la turbidez est& estrechamente relacionada con la materia organica y a valores altos de
ambos parametros, actian como interferencia en el consumo de Bti por las larvas. Por su parte,
autores como Ignoffo et al. (1981) y Delgado (2005) indicaron un efecto fagoestimulante a valores
altos de turbidez en algunas especies de mosquitos, por lo tanto, es comprensible que la bacteria
tenga mayor efectividad en AT que en AP (Figs. 2c y 3b). Respecto al cloro, se determiné que el
valor encontrado en AP se encuentra dentro de los rangos establecidos por la Nom-127-SSA1-
1994, que establece un limite maximo permisible de 0.2-1.50 mg/L (DOF, 2000). Sin embargo,
Sinegre et al. (1981) indicaron que existe una correlacion inversa entre la cantidad de cloro presente
en el agua y la mortalidad de mosquitos por accién de Bti, debido a que el cloro libre en el agua
afecta de forma negativa a la bacteria (Glare y O’Gallaghan, 1998), por lo que, es posible que el
57 % de mortalidad menor en AP respecto a AT en larvas de Culex spp.es causada por la cantidad
contenida de este parametro en AP (Cuadro 1).

Con referencia a la conductividad, ésta fue mayor en AT que en AP (561 ps/cm), respecto al
oxigeno disuelto (OD), se encontrd una diferencia en las medias de 6.15 mg/L, se encontraron
valores muy bajos en AT (Cuadro 1), de los parametros fisicoquimicos medidos, se considera que
éstos no interfieren con la actividad de Bti debido a que en ambas calidades se obtuvieron
mortalidades de larvas que superan el 50% en instares L1-L3 (Figs. 2c).

Cuadro 1. Parametros fisicoquimicos en las calidades del agua.

i Calidad del agua Tukey (0=0.05)

Parametro
AT AP n p

pH 7.65 4 7.298 8 0.0020
Turbidez (NTU) 60.13 A 0.288 8 0.0126
Cloro (mg/L) 0.06 8 0.604 8 0.0002
Conductividad (pus/cm) 924.75A  360.758 8 <.0001
OD (mg/L) 1.608 7.75A 8 0.0004

AB Grupos Tukey. Letras iguales indican que no hay diferencia significativa. AT =
Agua residual en tratamiento, AP = agua potable.

Los resultados obtenidos del andlisis Probit en agua residual en tratamiento muestran que los
instares con menor CLsg y CLgs fueron las larvas L2 con 0.028 y 0.831 mg/L respectivamente. En
contraste, las larvas L4 requieren una CLsg de 0.642 mg/L y CLgs de 3.000 mg/L como se observa
en el Cuadro 2 y Figura 3. Lo anterior indica que las L1-L4 presentaron una respuesta homogeénea
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a la accion de la bacteria (Delgado, 2005), por lo que puede alcanzar una mortalidad del 95% a
concentraciones inferiores a 4 mg/L, cabe mencionar que dicha concentracion seria efectiva en
condiciones de laboratorio, bajo condiciones de campo, es necesario realizar un ajuste de
concentracion debido que la efectividad de la bacteria depende de la composicién del sedimento y
del valor de turbidez durante periodos de recarga en el cuerpo de aguas residuales, ambos aspectos
afectan la eficacia y persistencia de Bti (Van Essen y Hembree 1982 y Perich et al. 1989).

Con relacion al anélisis Probit en agua potable, se observd menor CLso y CLgs en larvas del
primer instar con 0.048 y 1.093 mg/L. Las L4 indicaron una CLso de 6.796 mg/L y una CLogs de
10.055 mg/L (Fig. 3). Lo anterior indica que para lograr una mortalidad del 95% en larvas del
cuarto instar en la CLso es necesario incrementar 1.479 veces dicha concentracion superando la
concentracion mas alta probada en este estudio.

Cuadro 2. Resultados del anlisis Probit para la determinacion de CL50 y en larvas
de Culex spp. en cuerpos de agua de la ciudad de SLP.

Instar Concentracion Calidad del agua
letal AT AP
L1 CLoso 0.08167 0.04814
CLosgs 1.06884 1.09362
Lo CLoso 0.02828 0.18313
CLosgs 0.83153 2.68777
L3 CLoso 0.32002 0.46787
CLosgs 2.60343 2.47045
L4 CLoso 0.64235 6.79602
CLosgs 3.00077 10.05598

L1=primer instar, L2= segundo instar, L3= tercer instar y L4= cuarto
instar. AT= agua residual en tratamiento, AP=agua potable.
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Figura 3. Resultados del analisis Probit para la determinacién de CLso y CLgs para la mortalidad
(%) de larvas de Culex spp. en cuerpos de agua de la ciudad de SLP. Las concentraciones se
presentan con valores transformados a Logio. L1=primer instar, L2= segundo instar, L3= tercer
instar, L4= cuarto instar, AT=agua residual en tratamiento y AP= agua potable.
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CONCLUSION

La bacteria Bti tuvo una efectividad bioldgica buena sobre larvas de Culex spp. Las L1, L2y L3
fueron las mas susceptibles y la calidad del agua no influy6 en la mortalidad. Con base en el analisis
Probit la CLso y CLgs indicaron que las L2 fueron las méas susceptibles en el agua residual en
tratamiento y las L1 en agua potable, en ambos casos la CLso y CLgs indicaron que la L4 fue la
menos susceptible debido a su menor actividad alimenticia. El cloro total es el pardmetro
fisicoquimico que en altas concentraciones podria limitar la efectividad de la bacteria.
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