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DIFERENCIACION DE AISLAMIENTOS COLOMBIANOS DE  Bacillus sphaericus
PATOGENOS Y NO PATOGENOS PARA LARVAS DE MOSQUITOS POR
AMPLIFICACION AZAROSA DEL ADN

DIFERENTIATION OF MOSQUITO-PATOGENIC AND NONPATHOGENIC COLOMBIAN STRAINS ®acillus
sphaericuB8Y RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA

Lucia Cristina Lozarfoy Jenny Dussé&n

Resumen

Se utilizé la técnica de RAPD para estudiar en el ambito genético aislamientos colombBambidesphaericude los

cuales 19 eran cepas nativas patdgenas para larvas del mosggitgquinquefasciatug 37 no patégenas para dichas

larvas. Se encontré que las primeras presentaron patrones de amplificacién similares con bandas Unicas que permitirian
diferenciarlas de los aislamientos sin actividad larvicida, como son la de 1.800 pares de bases (pb) con OPA-08 y la de
691pb con OPA-17. En el fenograma se observaron dos grupos independientes con disimilitud mayor al 90%, a uno de los
cuales pertenecen de las cepas toxigénicas, que presentaron gran similitud entre si, y en el otro se encuentran las no
patégenas, que es un grupo heterogéneo con similitudes que varian entre 15y 85%.

Palabras claveBacillus sphaericusRAPD, diversidad genética.

Abstract

RAPD was used to study genetically Colombian straiaofllus sphaericusof which 19 were native stocks pathogenic

to the larvae of the mosquitau@xquinquefasciatus, and 37 were non-pathogenic to these larvae. The band patterns were
similar among the former, which could be differentiated from the strains with no larvacide activity by the 1.800 base pair (bp)
band obtained with OPA-08 and the band of 691 bp with OPA-17. The phenogram showed two independent groups with
more than 90% dissimilarity, one of which is formed by the genetically similar mosquito-pathogenic strains, and the other
comprised of the nonpathogenic strains as a heterogenic group with levels of similarity which varied between 15 and 85%.

Key words Bacillus sphaericusRAPD, genetic diversity.

INTRODUCCION cepas patogenas y no patdégenas para larvas de
mosquitos; las primeras se han clasificado segun
Bacillus sphaericugs una bacteria utilizada para su actividad larvicida en alta y baja toxicidad, las
el control biol6gico de mosquitos, con@ulex altamente toxicas presentan una concentracién
pipiens Culex quinquefasciatug en menor pro- letal 50 (Clg) entre 18 y 1C° células por milili-
porcion deAnophelesspp. debido a que sus toxi- tro, mientras que en las cepas con menor toxici-
nas son altamente especificas, posee bajo impactadad la Clg, esta en un titulo de 1@élulas por
ambiental y presenta persistencia mayor frente a mililitro (Liu et al, 1996).
otros productos biolégicos y a los quimicos (Bau-
mannet al., 1991; Porteret al., 1993; Nielsen- B. sphaericuametaboliza una variedad de acidos
LeRoux et al., 2001) Esta especie comprende organicos y aminoacidos, pero no utiliza azlca-
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res simples como fuente de carbono, dando resul- Debido a la importancia dB. sphaericusen el
tados negativos en la mayoria de caracteristicascontrol biolégico de vectores de enfermedades tro-
bioguimicas utilizadas para la clasificacion del gé- picales con incidencia en Colombia, como lo son
nero Bacillus (Alexander y Priest990; Priest, el dengue y la malaria, es importante desarrollar
1992; Priestket al, 1994; Woodburret al., 1995); metodologias que permitan un analisis rapido de
ademds presenta una gran diversidad entre sus aistos aislamientos, ya que menos de 1% de las colo-
lamientos, que se ha demostrado con diferentesnias que se obtienen en las muestras de suelos o
métodos como electroforesis de enzimas multilo- insectos presentan actividad larvicida y para de-
cus (Zahneet al, 1994), fagotipificacion, seroti-  terminarlo es necesario realizar bioensayos que
pificacién, hibridizacién de ADN y otra8aumann demoran mas de tres dias (Prigistl., 1994). Por
et al., 1991;Woodburret al.,1995). Las cepas de tanto, el desarrollo de una técnica molecular per-
B. sphaericusse han distribuido en cinco grupos mitiria reducir el nimero de bioensayos a aque-
de homologia, los cuales presentan una hibridiza- llos aislamientos con potencial biocontrolador.
cion del ADN bastante baja como para clasificar- También es de interés determinar la relacion gené-
los en especies diferentes (Priest, 1992), pero eltica entre las cepas nativas con actividad larvicida
grupo |l se subdivide en IIA y IIB con una homo- vy sin ella, ya que se ha reportado que los aisla-
logia de 60 a 66% entre éstos, lo que sélo permiti- mientos patégenos forman un grupo independiente
ria clasificarlos en subespecies diferentes; en el de los que no poseen actividad larvicida en mos-
subgrupo IIA se encuentran todas las cepas pato-quitos (Woodburret al., 1995).
genas para larvas de mosquitos, mientras que el
subgrupo IIB esta conformado por cepas no toxi- En este trabajo se estudiaron diferentes aislamien-
génicas (Priest, 1992; Woodbuen al.,1995) y se tos colombianos patbégenos y no patdégenos para
ha propuesto denominarBacillus fusiformis larvas deCulex quinquefasciatuatilizando la
(Priestet al, 1994). técnica de RAPD (amplificacién azarosa del ADN
polimérfico) con el fin de diferenciarlos y de de-
La técnica de RAPD (amplificacion azarosa de terminar su relacion genética.
ADN polimérfico) es un método basado en el de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), MATERIALES Y METODOS
pero se reduce la astringencia al paso del anillaje
del cebador, para que un oligonucleétido corto Cepas de referenciaLas cepas d8. sphaericus
(al cual no se le conoce la homologia con el ge- de los grupos de homologia | (ATCC 14577), IIA
noma) se una en secuencias donde el apareamien{1593), IIB (ATCC 7055), Ill (NRS 592), IV (NRS
to de bases puede ser imperfecto. Algunos de 400) y V (NRS 1198) fueron donadas por A. Yous-
estos apareamientos se encuentran en cadena#en, y la cepa 2362 (grupo IIA) por A. Delecluse.
contrarias y a una cierta distancia que permite
que regiones no conocidas del ADN se amplifi- Cepas nativas.Se utilizaron 19 cepas nativas
quen dando un patrén de bandeo caracteristico de B. sphaericugjue presentaron 100% de mor-
(Johanssoret al, 1995; Williamset al, 1990). talidad a las veinticuatro horas en larvas de ter-
cer estadio de&. quinquefasciatusisladas en
En el génerdBacillus la técnica de RAPD se ha un estudio realizado por Andrade al. (1996),
utilizado para subtipificaBacillus licheniformis y 37 aislamientos que no presentaron letalidad
(Stephanet al., 1994), tipificarBacillus cereus en estas larvas (tabla 1), de los cuales tres fue-
(Nilssonet al., 1998), diferenciar entrB. cereus ron aisladas de muestras de tierra de diferentes
y productos comerciales dgacillus thuringien- lugares del pais, tres de larvas de colebpteros
sis (Broussealet al., 1993) y para determinar la  (Dussanet al., 1995) y 31 de tierra de un bos-
relacion genética entre cepas Besphaericus que de vegetacion homogénea del Parque Chi-
(Woodburnet al., 1995; Mitevaet al., 1999). caque (Lozano, 1998).
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Tabla 1. Cepas nativas d&. sphaericusitilizadas en este estudio

Actual Biol24 (77): 23-31, 2002

Lugar Tipo de muestra Cepas Actividad larvicida
en Culex quinquefasciatus
Colonia del Larva d€. OT4a.2 +
CIMIC quinquefasciatus
Choco Tierra CH2.17 +
Sabana Larva de coledptero OT4b.2, OT4b.20, OT4b.25,
de Bogota (Chiza) OT4b.26, OT4b.28, OT4b.30, +
OT4b.32, OT4b.34, OT4b.35,
OT4b.39, OT4b.49, OT4b.51,
OT4b.56, OT4b.58
Tenjo Tierra SB2.15, SB2.94, SB2.124 +
Neusa Tierra NE2.1, NE2.2 -
Parque Tierra 1 (1)11, 1l (2)2, 11(2)3, 111(2)4,
Chicaque 1(2)7, N(2)9, 11(2)13, 111(3)7,
11(3)8, 111(4)2, 111(4)8, 111(4)13,
1(5)1, N1(9)13, IV(1)8, IV(2)7,
IV(3)5, IV(3)10, IV(3)13, IV(3)15,
IV(4)2, IV(4)3, IV(4)10, IV(4)12,
IV(4)13, IV(4)14, IV(5)6, IV(5)12,
IV(6)3, IV(7)11, IV(10)14
Sabana Larva de coledptero 0OT4b.22, OT4b.31, OT4b.48
de Bogota (Chiza)
Sasaima Tierra SA2.4

" +:100% de mortalidad a las 24 horas de posinoculacion; -: 0% de mortalidad a las 72 horas de posinoculacion.

Adicionalmente se emplearon dos aislamientos viendo por diez minutos, se centrifugé a 12.000
nativos de especies diferentes del gérigaci- rpm durante tres minutos y se tomaropl el
llus para la determinacion de la relacion geneéti- sobrenadante para la reaccion de amplificacion.
ca, los cuales fueroB. pulvifaciengCU2.2)y B.
globisporusllli(1)2]. La primera presenta activi-  Para la reaccion de RAPD se evaluaron veintiséis
dad larvicida erC. quinquefasciatuy la segun-  cebadores comerciales de diez nucleétidos cada uno
da no presenta toxicidad para dichas larvas, pero(marca OPERON), de los cuales se seleccionaron
es una especie relacionada @nsphaericuslo para la amplificacién de ADN de los aislamientos
anterior con el fin de presentar aislamientos fue- |os cebadores OPA-08 (5'-GTGACGTAGG-3),
ra del grupo (“outgroup”) tanto para las cepas OPA-17 (5-GACCGCTTGT-3’), OPA-19 (5'-CA-
patégenas como para las no patdgenas. AACGTCGG-3’), OPF-04 (5-GGTGATCAGG-3)

y OPO-09 (5'-TCCCACGCAA-3"). Las condicio-
Amplificacion azarosa del ADN (“Random nes utilizadas para la amplificacion fueron una
Amplified Polymorphic DNA”, RAPD). Para la modificacion del protocolo reportado por Williams
reaccion de RAPD se hicieron extractos crudos et al. (1990): cebador 0.3@M, desoxinuat6tidos
de ADN total de los bacilos con una modifica- 200uM de cada uno, cloruro de magnesio 2.5 mM,
cion del protocolo reportado por Broussesal. Taqg polimerasa 2.5 U, buffer (cloruro de potasio
(1993). Se sembré cada cepa en SPC, el cultivo 50 mM, Tris HCI pH 9,0 10 mM, Tritén X-1001%,
se incubo por dieciséis horas a &7, se resus-  BSA 1%). El programa utilizado fue: $€ por
pendié una colonia en 10@ de agua destilada  cinco minutos para la denaturacion inicial, 45 ci-
esteril, después se coloco6 en bafio de agua hir-clos de 92C por un minuto, 34C por un minuto
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para el alineamiento del primer, extension #Q2
por dos minutos y una extension final por quince
minutos a 72C (Williams et al, 1990).

Electroforesis de los productos de amplifica-
cion. Doce il de cada producto de amplificacion
se corrieron en geles de agarosa al 1.5%, cquyOr®

de bromuro de etidio, y buffer TAE 1X (Maniatis
et al, 1982)'. La"f' bandas de ADN Se. visualizaron Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los
en un transﬂ_umlnador y se fOtOgraf!aron los ge- productos de amplificacién de las cepaBdeillus sphaericus
les con el sistema de documentacion “standard patégenas para larvas de mosquitos obtenidos por RAPD,

gel Polaroid” (marca BIO-RAD). utilizando el cebador OPA-08
Carriles: 1. CH2.17, 2. CU2.B( pulvifacieny 3. OT4a.2, 4.

Ry, P Ati OT4b.2, 5. 0T4b.20, 6. OT4b.25, 7. OT4b.26, 8. OT4b.28, 9.
Determinacion de la relacion genéticaPara los OT4b 30, 10, OT4b 32, 10174 He 111 (1353pb, 1078 pb, 872

productos de amplificacion obtenidos con cada pb, 603 pb), 12. OT4b.34, 13. OT4b.35, 14. OT4b.39, 15.
cebador se realiz6 una matriz indicando presen- oT4b.49, 16. OT4b.51, 17. OT4b.56, 18. OT4b.58, 19. SB2.15,
cia 0 ausencia de las bandas para cada una de lag0. SB2.94, 21. SB2.124, 22. 1593, 23. 2362, 24. control del
cepas (1/0), la cual se analiz6 por el coeficiente cebador

de similitud de Jaccard y el método de agrupa-
cion de caracteristicas entre parejas con prome-
dios aritméticos (UPGMA), utilizando el programa
SYN-TAX-pc, version 5.0 (Podani, 1993).

RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion del ADN de las cepas patdgenas

de B. sphaericus.Se amplificé el ADN total de Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los
. . productos de amplificacion de las cepaBdeillus sphaericus

las 19_ cepas nativas patogenas_ para larvas depat(')genas para larvas de mosquitos obtenidos por RAPD,

mosquito, dg Ias_ dos de refere.n_C|a del grupo 1A Ltilizando el cebador OPA-17

y de B. pulvifasciendCU2.2), utilizando los cin-

co cebadores y realizando como minimo dos re-

acciones de RAPD para garantizar que las bandas

fueran reproducibles. . :

favor en disquete mandarme los pie de

En general los aislamientos & sphaericupa- foto de fig. 2

tdgenos presentaron un patrén de amplificacion Al amplificar el ADN de las cepas patégenas con
conservado entre si'y con las cepas de referenciajos iniciadores OPA-19, OPF-04 y OPO-09 tam-

(figuras 1y 2). Con el cebador OPA-08 se pre- hién se obtuvieron patrones de bandeo conser-
sentaron dos bandas comunes que son de 1.15Q/ados (datos no mostrados).

pares de bases (pb) y de 1.800 pb (figura 1); a su

vez en las amplificaciones con el iniciador OPA-  amplificacién del ADN de las cepas no patége-
17 (figura 2), las 19 cepas nativas y las de refe- nas deBacillus sphaericus Se amplificé el ADN
rencia (1593, 2362) presentan dos bandas total de los 37 aislamientos nativos que no pre-
comunes, una de 2.100 pb y otra de 691 pb; adi- sentaron actividad larvicida e®. quinquefascia-
cionalmente se encuentra una banda de 1.300 pbtys, asi como el de las cepas de referencia

que comparten once de las cepas colombianas. pertenecientes a los grupos de homologia I, IIB,
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[ll, IVy Vy el de B. globisporus utilizando los En la figura 4 se presentan los patrones de ban-
cinco cebadores y realizando como minimo dos deo caracteristicos que se obtuvieron con el ini-
reacciones de RAPD para garantizar que las ban-ciador OPA-17, los cuales indican que hay
das fueran repetitivas. polimorfismo entre los aislamientos; aun asi 25
cepas nativas y la ATCC 7055 (grupo de homo-
En la figura 3 se presentan los patrones de ampli- logia IIB) comparten una banda de 500 pb y 17
ficacion obtenidos con OPAO8 de 31 cepas nati- cepas aisladas del Parque Chicaque comparten
vas, las cepas de referencia (grupos |, IIB, Ill, IV una de 2.100 pb, mientras que la cepa IV(4)10
y V) y B. globisporusy se observa un patron ho- no amplifico con este cebador. Con los cebado-
mogéneo (con cinco bandas en comun) entre 21 res OPA-19,0PF-04 y OPO-09 se obtuvieron
de los aislamientos del Parque Chicaque; los otros patrones de bandeo heterogéneos entre los dife-
aislamientos presentaron bandas adicionales arentesB. sphaericusio patégenos (datos no mos-
diferentes alturas. Adicionalmente se observa que trados).
algunas de las bandas presentan mayor intensi-
dad que otras del mismo peso molecular, que
puede ser causado por diferencias puntuales en
las secuencias del ADN complementarias a la del
cebador, lo cual permite mayor o menor grado
de hibridacién entre los &cidos nucleicos causan-
do diferencias en la concentracion de los produc-
tos de amplificacion (Permaet al, 1996).

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los
productos de amplificacion de 31 cepas nativaBaeillus
sphaericusno patdégenas para larvas de mosquitos y las de
referencia pertenecientes a los grupos |, IIB, 111, IV y V obtenidos
por RAPD utilizando el cebador OPA-17

favor en disquete mandarme los pie de
foto de fig. 4

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los L N »
productos de amplificacion de 31 cepas nativaBaeillus Comparacion de los productos de amplificacion

sphaericusno patégenas para larvas de mosquitos y las de de las cepas nativas dB. sphaericus Los datos
referenciape.rt.enecientesalos grupos |, 1B, ll, IVyV obtenidos  ghtenidos de las amplificaciones del ADN total
por RAPD utilizando el cebador OPA-08 de las cepas patégenas Blesphaericusccon los
cinco cebadores indican que se presentd un pa-
tron de bandeo conservado entre los aislamien-
tos patégenos y que difiere @ pulvifasciens

por lo que se puede afirmar que a nivel genotipi-

favor en disquete mandarme los pie de ; .
co las cepas entomopatogenasBdesphaericus

foto de fig. 3
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forman un grupo homogéneo, a pesar de ser ais-CU2.2 8. pulvifacieny y 111(1)2 (B. globisporu}

lados de diferentes sustratos (larvaGlequin- con el fin de utilizarlas como aislamientos fuera
quefasciatuschiza, tierra) y de dos lugares de del grupo en la determinacion de la relacion gené-
Colombia (sabana de Bogota y Choco). tica. La primera es una cepa nativa que presenta

actividad larvicida erC. quinquefasciatyda se-
Las cepas nativas d& sphaericuspatégenas y  gunda no es patégena para dichas larvas y perte-
no patogenas para larvas de mosquito, presenta-nece a una especie que comparte la morfologia
ron bandas en comun con algunos de los inicia- microscépica deB. sphaericusjue se diferencia
dores, como son la de 1150 pb, con OPA-08 por ser glucosa positiva y crecer &2 mientras
(figura 1) y la de 2.100 pb con OPA-17 que esta queB. sphaericumo utiliza carbohidratos simples
presente en las cepas toxicas para larvas de Moszomg fuente de carbono (Sneath,al, 1989).
quito y 17 aislamientos sin actividad larvicida (fi-

guras 2y 4), las cuales pueden corresponder age realizaron las matrices correspondientes a los
regiones conservadas del genoma de la especie.productos de amplificacion con los iniciadores
. OPA-08, OPA-17, OPA-19, OPF-04 y OPO-19,
Las cepas patogenas presentaron unas bandagsnig para los aislamientos @ sphaericuspa-
conservadas que no comparten con las cepas NGgqenos como para los no patégenos, con el fin

patégenas, que son la de 1.800 pb con OPA-08d l i tilizando el
(figura 1) y la de 691 pb con OPA-17 (figura 2). e realizar el fenograma utilizando el programa

Estos productos de amplificacion se podrian uti-
lizar como sondas para diferenciar y detectar las
cepas patdégenas en campo, sin que sea necesari
aislarlas y realizar ensayos de actividad larvici-

da, aunque es importante llevar a cabo eNSAYOS jientes con una disimilitud mayor de 90% for-

de hibridizacion previos con el ADN de cepas no mados por las cepas @ sphaericuDatoaenas
patdgenas para corroborar que la sonda sea es- P P P $atog

pecifica. También seria interesante poder secuen-Y _Ias no patogena}s, respe'ct'lvamente. Los aisla-
ciarlas para determinar si corresponden a una mientos con actividad larvicida presentaron en-

C _ o o
parte de los genes que codifican para las toxinas '€ 90 y 100% de similitud form_ando dos

0 a otra region del genoma de IBs sphaericus subgrupos, de los cuales uno contiene las dos
entomopatégenos. cepas de referencia y tres cepas nativas (OT4b.58,

SB2.94, y SB2.194) y el otro las dieciséis cepas

Los patrones de bandeo obtenidos con cuatro denativas ,restantes. _AQ|_C|onaImente, CU2.2 sdlo
los cinco cebadores evaluados (OPA-17, OPA- Presento 12% de similitud, que era lo que se es-
19, OPF-04 y OPO-09) no permiten diferenciar peraba, porque a pesar que este bacilo presenta
facilmente las cepas con actividad larvicida y sin actividad larvicida erC. quinquefasciatysper-

ella debido a la heterogeneidad en los productos tenece a la especk. pulvifaciens

de amplificacién presentados por las no patdge-

nas, aunque la presencia de las bandas conservall reunir los datos de los productos de amplifica-
das no compartidas podria ayudar en el caso deCion con los cinco iniciadores de las cepas no
OPA-17. Las amplificaciones obtenidas con el patogenas (figura 5) se observa un grupo hetero-
otro iniciador (OPA-08) presentaron bandeos méas géneo con similitudes que varian en entre 15y
conservados entre las cepas no patdgenas, lo qué35%, patron presentado aun entre los aislamien-
si permitiria distinguir los aislamientos entomo- tos de un mismo lugar y fuente como son los del

SYN-TAX-pc y poder determinar la relacién ge-
nética entre las cepas nativas Blesphaericus

(gfigura 5).

En la figura 5 se observan dos grupos indepen-

patdégenos. parqgue Chicaque. La cepa IV(3)5 es la mas aleja-
da de todas (85% de disimilitud), lo cual puede
Determinacién de la relacion genéticakn la rea- estar relacionado con la parte fisiologica ya que

lizacion de las reacciones de RAPD se incluyeron esta cepa crece y esporula mas lentamente.
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Figura 5. Fenograma de los productos de RAPD de las cepBaaldus sphaericupatégenas y no patégenas para
larvas de mosquito utilizando los cebadores OPA-08, OPA-17, OPA-19, OPF-04, OPO-09, basado en el coeficiente
de similitud de Jaccard y en UPGMA

En cuanto a la relacion genética entre las cepasencontraron una similitud mayor a 75% entre las
nativas y las de referencia, en la figura 5 se ob- cepas de este grupo de homologia. Por el contra-
serva una gran similitud (90-100%) entre las ce- rio, con las condiciones y cebadores utilizados
pas de referencia del grupo IlIA, 1593 (originaria no se observé una relacion clara entre los aisla-
de Indonesia) y 2362 (originaria de Nigeria) con mientos nativos no patégenos y las cepas de re-
las cepas nativas, lo que esta de acuerdo con loferencia pertenecientes a los grupos de homologia
reportado por Woodburet al. (1995), quienes |, lIB, lll, IV ni V. Woodburn et al. (1995) repor-
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taron un agrupamiento entre las cepas pertene-patégenos com. globisporus(80% de similitud
cientes a estos grupos, aunque con una similitud con I11(2)4 y 43% con las otras cepas), lo cual
entre 15 y 40%; ademas, Miteea al. (1999), concuerda con lo referenciado por Priestal.
utilizando las técnicas de RAPD y rep-PCR, en- (1994), que por secuenciacion del ARN riboso-
contraron un bajo nivel de homologia entre las mal 16S encontraron que los bacilos de espora
cepas pertenecientes a los grupos de homologia Icircular tienen dos linajes, uno el de Bssphae-
y Ill, mientras que entre aislamientos de los gru- ricus patégenos y otro el de I&acillus psicrofi-
pos lIA, IIB y IV presentaron una similitud ma- l0s, y la propuesta de varios autores de clasificar
yor a 80%. a las cepas entomopatégenasBlesphaericus
como una nueva especie (Baumaatral., 1991,
Aunque se ha reportado que las cepas de losMiteva et al., 1999; Priestet al,. 1994; Wood-
subgrupos IIA y 1IB poseen una homologia de burnet al, 1995).
ADN entre 60 y 66% (Priest, 1992; Priedtal,
1995), con los cebadores evaluados se encontréLas cepas colombianas & sphaericuscon ac-
que las cepas de referencia que pertenecen a estividad larvicida enC. quinquefasciatugpresen-
tos grupos estan alejadas genéticamente, lo quetaron a nivel genético una gran similitud entre si
concuerda con el estudio realizado por Miteva sin importar su origen, mientras que las no pato-
al. (1999), que reportan un bajo nivel de simili- genas son heterogéneas, aun las provenientes de
tud entre estos dos subgrupos y uno alto entre losuna misma fuente (tierra del parque Chicaque).
aislamientos de cada uno; ademas, en el trabajoLos aislamientos nativos con actividad larvicida

de Woodburret al. (1995) la similitud entre 1A
y IIB fue de 5.2%.

en C. Quinquefasciatuse diferencian de las no
patégenas por su patrén de bandeo homogéneo
y por sus bandas Unicas producto de amplifica-

Se encontr6 mayor distancia genética de los ais- Cién con los cebadores OPA-08 y OPA-17, y en

lamientos deB. sphaericuspatégenos corB.
pulvifaciens(12% de similitud), que de los no
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