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1. I NTRODUCCTION

Desde la antiguedad, el hombre ha entablado una cons
tante e incansable lucha contra los insectos. Esta se ha -
visto motivada por encontrar, entre ellos, a los responsa--
bles de producir serios danos a su salud y economia.

Se conocen aproximadamente un mill6n de especies de-
insectos, de las cuales, afortunadamente, tan s6lo 15.000 -
pueden ser consideradas como plagas.

Desde el punto de vista del papel que las mismas jue
gan sobre la sociedad y la economia, se las puede clasifi——
car, en forma global como: plagas domésticas, sanitarias y-
agricolas.

Las plagas domésticas limitan sus efectos a causar -
problemas en el confort y sanidad de espacios reducidos. -
Dentro de &stas encontramos como ejemplo a moscas, mosqui--
tos, cucarachas, polillas, hormigas y también las llamadas-
"pestes de granos almacenados" (caso tipico de gorgojos).

La importancia de las dos restantes no necesita ser-
enfatizada, no obstante se puede acotar que dentro de las -
plagas sanitarias nos encontramos con aquellas que originan
"dano en forma directa" (caso de insectos que producen pica
duras, acompanadas generalmente de procesos irritativos) y-
aquellos insectos que actuan como "portadores O transmiso--
res de enfermedades".

Por Gltimo tenemos a las plagas agricolas, entre las
que encontramos a las plagas "aéreas" y "subterrdneas", res
ponsables de causar al hombre serios trastornos econfmicos.

Esta clasificacibn, si bien puede ser sometida a cri
ticas por no presentar limites nitidos entre las plagas do-
mésticas y sanitarias, es universalmente aceptada.

En la naturaleza, encontramos un equilibrio ecolégi—
co, en el cual predadores naturales y enfermedades propias-
de los insectos son los principales factores que modulan -

los niveles de poblacibn de los mismos. Si por algGn motivo



estos factores se ven afectados (sea por un descenso en el-
nimero de predadores o la aparicifén de una descendencia con
marcada resistencia, entre otros), ese equilibrio natural -
se verd afectado. Como consecuencia de este fenbmeno, la po
blacibén de insectos podr& ver incrementado su nfimero hasta-
alcanzar niveles que van desde el llamado "umbral econfmico"
hasta llegar a producir un "dano econbmico".

En el primero de estos casos, se crea una situacibn-
de alarma, en la que se puede empezar a pensar en la aplica
cib6bn de alguna téctica de control. En este estadio, no es -
justificable aGn la instrumentacif6n de alguna de ellas, de-
bido a que las inversiones involucradas no alcanzarian a -
compensar las pérdidas que se podrian llegar a producir.

En el segundo de estos casos, el cultivo se ve seria
mente comprometido, motivo por el cual se debe proceder al-
tratamiento del mismo.

En el caso particular de las plagas sanitarias, al -
estar de por medio la salud del hombre, los criterios adop-
tados al respecto son diferentes.

Hasta no hace muchos anos, cuando la densidad de po-
blaci6n del insecto considerado como plaga sobrepasaba el -
umbral econfmico se pensaba en "exterminar", sin entrar en-
mayores consideraciones sobre las alteraciones que se po---
drian llegar a producir sobre la ecologia del sistema. Ac--
tualmente los conceptos al respecto han cambiado profunda--
mente, habldndose mds bien de "control" o "manejo de pla---

gaS" .

1.1. Clasificacidn de los métodos de control.

Por lo anteriormente expuesto, se hace evidente que,
bajo determinadas circunstancias, se hace necesaria la apli
caci6bn de alguna tdctica de control de insectos. Los méto--
dos de control pueden ser: natural, por aplicacibn de métg—

dos mecdnicos y fisicos, por aplicacibébn de prdcticas agrico



las, genético, quimico y biolbgico.

1.1.1. Control natural.

Se lleva a cabo sin la intervenci6n del hombre. Asi-
tenemos:

a) Barreras naturales: que impiden la dispersibn de-
los insectos mds allid de determinadas regiones geogr&ficas.

b) Factores abibticos: tales como distintos tipos de
suelos y cambios bruscos en las condiciones climdticas.

c) Enemigos naturales: entre los que encontramos pre
dadores naturales, pardsitos y enfermedades propias de los-

insectos.

1.1.2. Control por aplicacibn de métodos mecdnicos y fisi--

CcOs.

Este hace referencia al empleo de redes y trampas. -
Son muy efectivos en recintos acotados, caso de hogares e -
invernaderos. Su utilizacidn en espacios abiertos no es re-
comendable, pudiendo afectar bajo estas condiciones a menos

del 5% de la poblacibn objeto de control.

1.1.3. Control por aplicacibn de practicas agricolas.

En este caso se recomienda:

a) El1 trillado del campo y evitar el desarrollo de -
malezas, destruyendo los restos del cultivo después de la -
cosecha para evitar que los insectos encuentren un &mbito -
adecuado para su desarrollo.

b) La utilizacibn de "cultivos trampa". Conociendo -
la preferencia de la plaga de aparicibén habitual en una re-
gibn geogrédfica por un determinado cultivo, se destina par-
te del lote para su siembra con un cultivo trampa, de forma
tal de "distraer la atencibn del insecto" hasta la é&poca de

cosecha.

1.1.4. Control genético.




1.1.4.1. Por "variedades vegetales resistentes".

Se han obtenido variedades en las cuales se han exal
tado los fenbmenos de:

"Antixenosis" (o fen6meno de no preferencia). Este -
puede ser debido a ligeros cambios en el color del vegetal,
cambios en la reflexibdn de la luz solar por parte de las ho
jas, tamano, forma y tacto de las mismas, o también al in--
cremento en la sintesis de sustancias repulsivas para los -
insectos.

"Antibiosis". El vegetal produce un efecto patol6gi-
co sobre la fisiologia normal del insecto.

"Tolerancia". El vegetal puede soportar el ataque --

sin que ello altere profundamente su normal desarrollo.

1.1.4.2. Control autocida.

En este tipo de control, parte de la poblacib6n de --
los insectos es expuesta a radiaciones’de forma tal de lo--
grar su esterilidad. Luego de la cépulé se obtendr&n huevos
no viables.

El control autocida requiere un acabado conocimiento

de los hédbitos de la especie a controlar o especie "blanco".

1.1.5. Control por métodos quimicos.

1.1.5.1. Control quimico "no insecticida”.

a) Atractantes. Constituidos por un conjunto de sus-
tancias (llamadas semioquimicos) que alteran la forma nor--
mal de actuar de los insectos. Son conocidas como "mensaje-
ros de comportamiento".

Los mds difundidos son las feromonas, de las cuales,
las hormonas sexuales tienen un uso mids generalizado. Son -
muy efectivas, pero su uso estd limitado a espacios reduci-
dos (caso de invernaderos) debido a su alto costo. Se las -
suele emplear en el manejo integrado de plagas, junto a la-
aplicacién de métodos mecénicos y fisicos.

b) Repelentes. Generalmente empleados en los hogares



O en espacios abiertos.

c) Hormonas juveniles y ecdisona. Los insectos, an--
tes de alcanzar la adultez, sufren una serie de transforma-
ciones conocidas con el nombre de metamorfosis. De acuerdo-
a los cambios sufridos por las formas inmaduras, antes de -
llegar a adulto, tenemos tres tipos de metamorfosis:

"Ametdbola". Si bien no es una verdadera metamorfo--
sis, es lgualmente incluida dentro de esta clasificaci6én. -
Es mds conveniente hablar en este caso de crecimiento del -
individuo. No se producen cambios en la forma del insecto, -
pero si en su tamano.

"Gradual o hemimetdbola". Comprendida por una serie-
de formas inmaduras (ninfas) hasta llegar al adulto con --
alas y genitales desarrollados. Las ninfas, en este caso -
son parecidas a los adultos.

"Holometabola o metamorfosis propiamente dicha". El-
insecto pasa de larva a adulto alado, siendo las etapas de-
desarrollo perfectamente diferenciables.

Por ser invertebrados, la estructura de los insectos
es soportada por un exoesqueleto, el que es renovado en mas
de una oportunidad durante su ciclo vital. El cambio del --
mismo se conoce cormno "muda".

Se conocen dos tipos de hormonas que actuan sobre -
ella: la "ecdisona" u hormona de la muda (que da al insecto
la senal para que mude) y las "hormonas juveniles" (que le-
indican a que estadio debe mudar). Ellas han sido utiliza--
das en el control de plagas por desbalance o descompensa---
cibn hormonal. De esta forma se han obtenido adultoides o -
bien insectos que mudan constantemente. Se han empleado tam
bién otra clase de sustancias conocidas como "precocenos" -
que producen adultos precoces con genitales inmaduros.

Otras sustancias empleadas y de menor grado de sofis
ticacibn son:

d) Blogueadores de alimentacibén. Integrados por com-
puestos organometdlicos.

e) Inhibidores de sintesis de quitina. Compuestos -



por agentes alquilantes, generalmente peligrosos para el -

hombre.

1.1.5.2. Control quimico por "insecticidas propiamente di--

chos".

Se han adoptado varios criterios para su clasifica--

cibn:

1.1.5.2.1. De acuerdo al "origen" o "naturaleza" de los mis
mos se los ha agrupado en dos categorias:

a) Naturales. Caso de nicotina, rotenona y piretri--
nas.

b) Sintéticos.

1.1.5.2.2. Adoptando un criterio mds "cronolb6gico", tenien-
do en cuenta el grado de evolucibn y sofisticaciones cre---
cientes encontramos insecticidas de:

a) Primera generacidén. Dentro de ellos encontramos a
los "inorgénicos" (compuestos arsenicales y fluorados), "fu
migentes" (gases o liquidos con alta presibén de vapor) y --
los "botdnicos" (equivalentes a los naturales de la clasifi
cacibn anterior).

b) Segunda generacibn. Conocidos tambié&n como neuro-
t6xicos, integrados por compuestos organofosforados, organo
clorados, carbamatos y piretroides. La toxicidad de los mis
mos e inespecificidad (son de amplio espectro), sumado a su
generalmente elevada persistencia en el medio ambiente y -
uso indiscriminado, noO necesitan ser recalcadas.

c) Tercera generacib6n. Encontramos ejemplos de ellos
en las hormonas juveniles y ecdisona, feromonas e inhibido-
res de sintesis de quitina. Si bien estos agentes ejercen -
un control quimico no insecticida, son igualmente incluidos
en esta clasificacibn teniendo en cuenta su grado de sofis-
ticacié6bn.

La buena utilizacibén de insecticidas va generalmente
acompanada de un acabado conocimiento del comportamiento y-
hdbitos del insecto, junto a un nimero de aplicaciones y do

sis perfectamente establecidos. Lamentablemente, la falta -



de informacifén por parte del usuario ha hecho que estos in-
secticidas se hayan aplicado sin criterio, por lo que los -
lapsos de tiempo estimados hasta la aparicibn de descenden-
cia con resistencia adquirida (aproximadamente diez anos),-
se han visto reducidos, motivo por el cual surgib en el hom
bre la necesidad imperiosa de sintetizar insecticidas cada-

(1)

vez més tbxicos .

1.1.6. Control biolb6gico.
(2)

En 1965 Garret definid control biol6gico como --
cualquier condicibn o préctica bajo las cuales, un insecto-
considerado plaga, o su actividad, son reducidos por la ac-
cibn de cualquier otro organismo viviente (excepto el hom--
bre) con el resultado de una disminucién de su incidencia.

Esta es una definicibn evidentemente amplia, en la -
cual est8 implicita la presencia de entidades que hacen al-
control natural. A los fines del presente trabajo serd teni
da en cuenta la esencia de la misma en la que estdn involu-
crados los microorganismos como responsables del control --
biolégico(3).

Asi podemos hablar de control "macrobiolb6gico" (caso
de predadores naturales y artr6podos responsables de parasi
tosis en insectos) y "microbiol6gico" refiriéndonos expresa
mente a 1los microorganismos(4).

Como ya se mencion6, del total de especies de insec-
tos conocidas, unas 15.000 son consideradas plagas. De ---
ellas tan s6lo 300 son de sumo interés para su control por-
los danos econbmicos que producen O bien por poner en juego
la salud del hombre(S).

Afortunadamente, asociadas a ellas, encontramos una-
serie de microorganismos conocidos como entomopatégenos(6)—
los que, como su nombre lo indica, presentan actividad paté
gena contra los insectos.

Aproximadamente 1.500 microorganismos de ocurrencia-
natural han sido identificados como agentes potencialmente-

insecticidas. El empleo de los mismos para regular las po--



blaciones de insectos se conoce como "control microbiano de
insectos"(7).

Este término hace referencia a la utilizacién racio-
nal de un agente causante de mortandad entre los insectos -

(8)

blanco, con la idea de reducir su nGmero

En los Gltimos 15 anos se ha desarrollado un crecien
te interés en el uso de insecticidas biolégicos(g). Esto se
debe en gran parte a problemas asociados con el empleo in--
tensivo e indiscriminado de los insecticidas quimicos. No -
s6lo porque afectan por igual tanto a las especies blanco -
como a las que son benéficas para el hombre, sino que ade--
mds su inadecuada utilizacidn a llevado a la aparicibn y de
sarrollo de resistencia entre las especies objeto de con---

trol(lo)

dejando ademés, en el medio ambiente, residuos --
riesgosos para otras formas de vida, tanto vegetal como ani
mal. Por otra parte, el control logrado con 1los insectici--
das biol6gicos o bioinsecticidas, es ocasionalmente mejor vy
menos costoso que el quimico(ll).

Por todos estos motivos, los bioinsecticidas han si-
do vistos como una forma alternativa de controlar pestes, -
jugando un rol muy importante en el "manejo integrado de --
plagas"(6).

Uno de los aspectos salientes de los insecticidas --
biol6gicos, es su estrecho rango de accibn (alta especifici
dad), lo que les permite controlar las poblaciones de inte-
rés sin afectar a las demas. Se ha observado que el empleo-
de los mismos no produce desarrollo de resistencia, estimdn
dose que de llegar a detectarse, la aparicibn de la misma -
seria mucho mds lenta que la presentada por los insectici--
das quimicos(7). Asi, encontramos datos de empleo de este -
tipo de productos en determinadas regiones de E.E.U.U., en-
las que se han realizado aplicaciones intensivas durante 20
anos sin tener evidencia de efectos adversos sobre el medio
ambiente o aparicidn de resistencia dentro de la plaga con-
trolada(lz).

Con la idea de proceder a un control biol6gico, es -



importante conocer la relacibn existente entre el insecto -
blanco y el patbgeno a utilizar, en vias de determinar la -
estrategia a emplear en el control de la plaga. Conocer el-
efecto del medio ambiente y factores fisicos sobre el hues-
ped y pat6geno, es también de suma importancia. Asi, por --
ejemplo, la incidencia solar, temperatura, lluvias y hume--
dad relativa pueden alterar el comportamiento de los insec-
tos y sus h&bitos nutricionales, haciendo fracasar la habi-
lidad de los microorganismos para infectarlos. El modo de -
aplicacibn del agente, el material sobre el que estd sopor-
tado, dosificacibén y programacibn de las aplicaciones, pue-
den determinar la efectividad del control a corto o largo -

(7)

plazo .

1.1.6.1. Clasificaci6n de los insecticidas biolbgicos.

1.1.6.1.1. Seglin la asociaci6én natural con su huésped pue--
den ser:

a) Pat6bgenos no obligados.

b) Patbgenos obligados.

Los Gltimos son generalmente fastidiosos y restrin--
gidos a un huésped o grupo de huéspedes, mientras que los -
primeros pueden tener una asociacibn transitoria con el --
huésped o llevar una vida libre la mayor parte del tiempo.

Para ser empleados como bioinsecticidas, los microor
ganismos deben cumplir con ciertos requisitos, a saber:

- El1 microorganismo debe encontrarse siempre en el -
insecto afectado y no en el sano.

- El1 organismo debe poder crecer en cultivos puros -
fuera del huésped.

- El cultivo puro, cuando es inoculado en el insecto
susceptible debe iniciar la sintomatologia clésica previa a
Su muerte.

- El1 microorganismo se debe poder reaislar a partir-

del huésped infectado artificialmente y ser recultivado.

1.1.6.1.2. Seglin la naturaleza del patbgeno, se los clasifi

ca como insecticidas a base de: hongos, virus, bacterias y-

10



protozoarios.
A los fines del presente trabajo, la discusibn se ve
r& limitada a la utilizacidn de los tres primeros, dada la-

importancia econfmica que presentan los mismos.

1.1.6.1.2.1. Insecticidas ffingicos.

Las infecciones naturales por hongos juegan un papel
preponderante en el control de muchas plagas de interés. --
Ocasionalmente, la mortandad producida alcanza niveles epi-
zobticos, causando el colapso total de la poblacibn afecta-
da.

(13)

Bassi , en 1835, fue el primero en demostrar que-

el hongo Beauveria bassiana podia causar la muerte en gusa-

nos de seda. No sb6lo contribuyb6 al entendimiento de la muer
te en insectos, por infecciones, sino que ademds puntualizb
que los microorganismos podrian ser empleados en la lucha -
contra las plagas.
Se han identificado m&s de 500 esp?czis de hongos ca
1

paces de producir infecciones en insectos , siendo los -

ejemplares mas sobresalientes Verticillium lecanii, Hirsute

lla thompsonii, Metarhizium anisopliae y Beauveria sp.

Debido a que la mayoria de ellos no deben ser necesa
riamente ingeridos para causar infeccibén, pudiendo actuar -
por colonizacibn superficial, pueden ser empleados en cual-
quier etapa del desarrollo del insecto. No obstante, a pe--
sar de su potencial como agentes insecticidas, su utiliza--
ci6én en forma masiva se ha visto limitada. Esto, se debe --
quizds, a que se conoce relativamente poco sobre su modo de
accidn y muchos de sus exponentes mads destacados se ven --
afectados por las condiciones macro y microclimdticas. Ade-
méds, en general, no se ha establecido adecuadamente su segu
ridad o efecto sobre muchas especies no blanco y animales -
superiores y la tecnologia para su produccién en gran esca-
la, es dificultosa y en algunos casos no se ha desarrollado
aﬁn(7). A pesar de ello, se han elaborado y llevado a nivel

comercial algunos insecticidas fingicos a base de Beauveria

bassiana. Su accibn sobre Leptinotarsa decemlineata es am--
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pliamente reconocida. Aplicaciones en suelos infectados con

ella han demostrado su efecto letal sobre larvas de primer-

(15)

y segundo estadio En algunos casos se la ha utilizado-

en aplicaciones combinadas con pequenas dosis de malatién -

(16). Esta especie junto a Beauveria brongniartii, son las-

mds conocidas de todas las especies de hongos entomopatége-
nos, teniendo accibn sobre mds de 400 especies de insectos.

De las antes mencionadas, Beauveria bassiana es la m&s am--
(17) -

pliamente utilizada en el control de plagas
Se conocen también preparados comerciales a base del

hongo Metarhizium anisopliae. Uno de ellos es elaborado en-

Brasil y su produccibn en gran escala se realiza sobre gra-
nos de arroz en bolsas de polietileno o en botellas de vi--

drio. Se ha empleado con éxito en el control de Mahanarva -
(18)

posticata

Hirsutella thompsonii es otro importante ejemplo. Es

conocido como agente regulador natural, causante de epizoo-

tias en poblaciones de Phyllocoptruta oleivora, importante

peste de citrus. A pesar de esporular muy pobremente en me-
dio s6lido o medio liquido, lo que produce serias complica-
ciones para su produccibn a nivel industrial, sus aplicacio
nes han sido sumamente exitosas. Actua causando inicialmen-
te una gran reduccibn en la poblacibn atacada, manteniendo-
a la misma en niveles bajos por periodos relativamente pro-
longados (aproximadamente seils meses)(lg).

Otro hongo, Verticillium lecanii, es conocido por su

alta patogenicidad sobre &fidos. Es cultivado en gran esca-
la en medios s6lidos y liquidos. Cuando es esparcido, sus -
esporos desarrollan sobre el insecto blanco penetrando la -
cuticula, causdndole la muerte pocos dias después. Su em---
pleo estd restringido por problemas de supervivencia de los
esporos en condiciones de sequedad, tornando dificultosa su
produccib6n y almacenamiento(zo).
1.1.6.1.2.2. Insecticidas virales.

Muchos pat6logos de insectos consideran a los virus-

como los entomopat6genos potencialmente mds importantes. La
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mayorfa de estos pertenecen a las familias Baculoviridae, -

Poxviridae, Reoviridae, Iridoviridae, Parvoviridae, Picorno

viridae y Rhabdoviridae.

Los baculovirus de artr6podos, son un grupo de pat6-
genos obligados aislados a partir de sus huéspedes especifi
cos. Se los ha clasificado en dos grandes grupos integrados
por los llamados NPV y GV Virus(2l).

Los NPV y GV baculovirus han recibido la mayor aten-
cibn dentro de los insecticidas virales y su importante rol
en el control de plagas ha estimulado el interés por su bio

quimica y mecanismos de infeccién(zz)

. Su compleja estructu
ra, sumado al hecho de no tener relacibén quimica, fisica o-
propiedades biol6gicas en comin con ningGn virus conocido, -
hallado en vegetales o vertebrados, adem&s de su marcado po
tencial entomopatbgeno, los convirti6 en el grupo considera
do de mayor importancia como agente pesticida(23).

Los preparados comerciales a base de NPV y GV, son -
relativamente estables en el medio ambiente. Se han realiza
do estudios en los cuales las particulas virales fueron for
muladas acompanadas con agentes protectores de las radiacio
nes U.V. de uso comn en otros insecticidas biolbgicos, hg-
llando un considerable aumento de supervivencia de las mis-
mas(24). De hecho es habitual formular los productos, pre--
via aplicacibén a campo, con sustancias que los protejan de-
la luz U.V. y que ademé@s permitan optimizar su almacenaje, -
suspensifén y aplicacibn final(25).

La importancia de estos agentes, en el manejo progra

(26). No obstante,

mado de plagas, es ampliamente reconocida
las posibilidades y limitaciones en su empleo estdn dadas -
por la seguridad, persistencia y compatibilidad de los pre-
parados(27).

Es comin el empleo de dos técnicas de produccifn a -
nivel industrial. Una de ellas es la propagacién de las par
ticulas virales en tejidos de invertebrados. Pero la mds di
fundida, si bien menos elaborada, es el desarrollo de los -

(28)

virus en sus huéspedes especificos Si bien este método
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requiere gran cantidad de mano de obra, la simplicidad ope-
rativa y productividad final, que alcanza valores del orden
de 9 x lO9 particulas virales por larva(zg), hacen de éste,
el sistema de produccibn casi universal.

El control de las etapas productivas es de vital im-
portancia pues, si bien no se han hallado, en las formula--
ciones, bacterias u hongos pat6genos, si se detect6 la pre-
sencia de patbgenos Oportunistas(30). El cultivo de los vi-
rus se realiza en los laboratorios bajo condiciones contro-
ladas, empledndose la produccibdn para el control de plagas-
agricolas y forestales(3l’32).

Al igual que insecticidas biol6gicos de otra natura-
leza, su eficacia se ve afectada por el estado larvario del
huesped y dosis empleada. Asi, la susceptibilidad de Spodop

tera litoralis es inversamente afectada por la edad de las-

larvas, desde el segundo hasta el quinto estadio del desa--
rrollo larvario(33).

A diferencia de los insecticidas ffingicos, los que -
como ya se menciond, no necesariamente deben ser ingeridos-
para causar infeccibn, los virales deben ingresar al hues--
ped. Principalmente lo hacen por via oral, motivo por el --
cual deben ser utilizados antes de detectarse danos econfmi
cos de consideracibn. Otras vias alternativas de ingreso al
insecto son a través de los espirdculos o por medio de pard
sitos portadores del patégeno(34’35).
1.1.6.1.2.3. Insecticidas bacterianos.

Se ha identificado una gran variedad de bacterias pa
t6genas para los insectos. La mayoria de ellas pertenecen a

las familias Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Lactoba-

cillaceae, Micrococcaceae y Bacillaceae.

Con excepcibn de esta (ltima, las restantes estdn in
tegradas por microorganismos aspor6genos.

Se han aislado aproximadamente 100 bacterias con mar
cado potencial insecticida, pero solo cuatro de ellas (Bacji

llus thuringiensis, Bacillus sphaericus, Bacillus lentimor-

bus y Bacillus popilliae) han sido detenidamente examinadas
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para su empleo en el control de plagas.

Es un hecho de significativa importancia, que s6lo -
aquellas bacterias capaces de esporular, hayan sido utiliza
das como agentes bioinsecticidas. Esto se debe, probablemen
te, a que los preparados comerciales a base de esporos, han
demostrado ser lo suficientemente estables, en el medio am-
biente, como para asegurar el éxito del control.

Con fines evidentemente prdcticos, un "insecticida -
bacteriano" es definido como una bacteria, producto o acti-
vidad de la misma que produce la muerte en insectos. Por -
"control bacteriano" se entiende la influencia adversa de -
una bacteria sobre un insecto.

Los microorganismos pertenecientes a la familia Baci
llaceae han recibido la mayor atencibn. Entre sus exponen-
tes m4s destacados encontramos a los cuatro bacilos citados
con anterioridad. Todas estas bacterias son capaces de espo

rular. Bacillus thuringiensis y Bacillus popilliae, presen-

tan la peculiaridad de formar, durante su ciclo vital, una-
estructura cristalina discreta que acompana al esporo, mien

tras que Bacillus lentimorbus y Bacillus sphaericus son --
(5,12)

acristaliferos
Desde el punto de vista de la asociacién natural con

el huesped, Bacillus popilliae y Bacillus lentimorbus son -

patbgenos obligados, mientras que Bacillus sphaericus y Ba-

cillus thuringiensis son pat6genos no obligados.

Bacillus popilliae es una bacteria cristal6fora, pa-

t6gena para varias especies de escarabajos(36). Cuando 1los-

esporos de este microorganismo son ingeridos por larvas de-
la especie sensible, se produce una invacién del hemocel --
del huésped. Tras la eclosibn de los esporos, seguida de ci
clos de proliferacibn de las células vegetativas del bacilo
y subsecuente esporulacib6n, se produce la muerte de la lar-
va. La masa de esporos acumulada en la larva muerta, es 1£—
berada en los alrededores. Estos esporos pueden ser ingeri-
dos por otras larvas de escarabajos, iniciando un nuevo ci-

clo infectivo.
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La infeccibn producida por este microorganismo es coO
nocida como "muerte lechosa", debido al aspecto lechoso que
presenta la hemolinfa del insecto que contiene los esporos-

de Bacillus popilliae. La muerte causada por Bacillus lenti

morbus presenta las mismas caracteristicas. No obstante, 1la

producida por Bacillus popilliae se conoce como "muerte ti-

po A" y la producida por Bacillus lentimorbus "muerte tipo-

B". Ambos tipos pueden ser perfectamente diferenciados por-
el color que toman las larvas muertas y por la presencia de
cuerpos parasporales refrictiles adyacentes a los esporos -

de Bacillus popilliae, cuya presencia no es detectable en -

el caso de Bacillus lentimorbus.

Tebricamente, ambos microorganismos representarian -
una forma de insecticida microbiano perpetuo, pero las pro-
piedades fisicas y quimicas de los suelos, asi como también
las condiciones clim&ticas y las précticas de uso habitual-
en agricultura y horticultura, influyen negativamente sobre
su natural eficacia(37).

Algunas especies de mosquitos son reconocidas por -
ser transmisoras de enfermedades que causan serios proble--
mas a la salud humana. Desde 1940, los mosquitos han sido -
controlados principalmente con el empleo de pesticidas orgd
nicos, pero con el desarrollo de resistencia observada en--
tre las poblaciones de estos insectos, acoplado a los altos
costos de los insecticidas quimicos basados en derivados -
del petr6leo, han llevado al hombre a la bfisqueda de méto--
dos alternativos de control. Una buena alternativa es el --
control bacteriano(38).

Bacillus sphaericus, es otra importante bacteria de-

la familia Bacillaceae. Posee una marcada actividad insecti

cida sobre larvas de mosquitos, afectando sensiblemente a -

los miembros de las especies Culex, Anopheles y Aedes(Bg).

No todas las cepas de Bacillus sphaericus poseen la-

misma actividad larvicida. La potencia de la bacteria varia
notablemente con la especie de mosquito a la que es enfren-

tada. Asi por ejemplo, las larvas de Culex y Anopheles sue-
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(40)

len ser mids sensibles que las de Aedes Asi mismo, exis

ten también cepas de Bacillus sphaericus que no son tb6xicas,

siendo totalmente imposible, por métodos bioquimicos cl&si-
cos, diferenciarlas de aquellas con actividad insecticida -
(41). Se han aislado varias cepas de este microorganismo, -
todas ellas reconocidas y aceptadas por la Organizacibn Mun
dial de la Salud, pero sb6lo una de ellas, conocida univer--
salmente como la cepa 1593, ha sido hallada como la mds ap-

(42)

ta por su alto potencial larvicida , ademds de ser esta-
(43) " E1 culti

vo de ésta en gran escala, se puede llevar a cabo empleando

ble y f&cil de desarrollar a nivel industrial

medios de cultivo a base de subproductos industriales o me-
dios sintéticos. En general se emplean aminodcidos como la-
fuente preferida de Nitrdgeno, requiriendo ademds, para su-
desarrollo, la presencia de biotina y tiamina y sales de --
Ca+2 Y Mn+2 para la esporulacién(44).

De las bacterias entomopat6genas presentadas, sbdlo -

falta hacer mencibn de Bacillus thuringiensis. Debido a que

una cepa de este microorganismo fue utilizada para realizar
el presente trabajo, el tratamiento y consideraciones parti

culares sobre la misma se desarrollan separadamente.
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2. CONTROL BIOLOGICO POR BACILLUS THURINGIENSIS

2.1. Microorganismo.

Los microorganismos entomopat6genos han recibido la-
atencidn de microbiflogos e insectopat6flogos por mds de 100
anos.

En 1902, Ishiwata, realiza en Jap6n el primer aisla-
miento de una bacteria esporb6gena, responsable de la muerte
de gusanos de seda. Este microorganismo no fue objeto de es
tudios detallados hasta que en 1915, otros dos investigadg—
res japoneses, Aoki y Chigasaki, observaron que sb6lo los --
cultivos bien esporulados del bacilo aislado por Ishiwata, -
podian causar la muerte de gusanos de seda, cuando éstos -
los ingerian. Este fenf6meno no fue observado con los culti-
vos en fase vegetativa. Estos investigadores notaron tam---
bién que las larvas que habian ingerido los cultivos esporu
lados adquirian rdpidamente la sintomatologia clésica pre--
via a su muerte, sugiriendo que ello se debia a la expresibn
de una accibn tbxica.

Pricticamente en forma simulté&nea, Berliner aisla en
Thuringia, Alemania, una bacteria con caracteristicas simi-
lares, a partir de larvas muertas de polillas de la harina.
Este microorganismo fue denominado Bacillus thuringiensis -

(45)

2.1.1. Clasificacibn de la especie Bacillus thuringiensis.

En la octava edici6én del Manual Bergey(46), la fami-

lia Bacillaceae es dividida en cinco géneros. Al primero de

ellos, género Bacillus, pertenecen las bacterias entomopatl
genas que revisten mayor importancia.

El género Bacillus est8 dividido en dos grupos. El -
grupo I, comprende 22 especies de amplia distribuci6n, mien
tras que el grupo II comprende 26 especies, las cuales han-

recibido menor atencibn. Bacillus thuringiensis es el sexto
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integrante del grupo I.
Los microorganismos pertenecientes a esta especie se

diferencian de Bacillus cereus por ser patbgenos para lar--

vas de lepid6pteros y por la produccién de un cuerpo crista
lino en la célula (raramente 2 o 3) durante la fase de espo
rulacién. Son m6viles, aerobios, esporfgenos, tienen un an-
cho de 1,0 a 1,2 micrones y un largo de 3 a 5 micrones. De-
sarrollan a temperaturas desde 10 hasta 45°C. Son Gram posi
tivos, peroxidasa positivos, acetilesterasa positivos, hi--
; a NOS.

proponen que Baci

drolisan el almiddn y caseina y reducen MNO

En 1946, Smith y colaboradores(47)

1lus thuringiensis sea considerado una variante de Bacillus

(48)

cereus. Anos mids tarde, en 1958, Heimpel y Angus dan

los lineamientos generales para clasificar a los bacilos -
cristaldforos. Finalmente, en 1960, los mismos autores(49)—

recomiendan que Bacillus thuringiensis sea reconocida como-

una especie separada. En los anos 1962, 1968 y 1973, de Bar

(50,51,52)

jac y Bonnefoi desarrollan un esquema de clasifi-

cacibn de Bacillus thuringiensis basado en el andlisis sero

16gico de los antigenos flagelares (H). Esta clasificacibn-
que hoy divide a la especie en 28 serotipos, es la mas am--
pliamente difundida y empleada con mayor frecuencia en la -
bibliografia al hacer referencia a una cepa en particular -

de Bacillus thuringiensis. Asi por ejemplo, la cepa utiliza

da en el presente trabajo es conocida como Bacillus thurin-

giensis variedad kurstaki serotipo 3a3b. A pesar de la difu
sibn generalizada de esta clasificacibn, se han desarrolla-
do otros métodos para clasificar a la especie. Norris, en -
1964 (®3)

"patterns" de esterasas de células vegetativas de Bacillus --

descubre, por andlisis electroforético, que los -

thuringiensis, eran diferentes para cada serotipo. Sekijima

(54)

y Ono , en 1982, proponen clasificar a la especie en ba-

se a los antigenos som&ticos-O-estables al calor. Una clasi
ficaci6tn m&s reciente debida a De Lucca II(SS), divide a la
especie en base a la reactividad de sus miembros frente a -

lectinas de distinta naturaleza.
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Tabla N°1

Clasificacibn de Bacillus thuringiensis en base al -
andlisis serol6gico de los antigenos flagelares (H).

variedad serotipo
thuringiensis 1
finitimus

alesti 3a
kurstaki 3a3b
sotto 4a4b
dendrolimus 4a4b
kenyae 4adc
galleriae 5a5b
canadensis 5a5c
entomocidus 6
subtoxicus 6
aizawail 7
morrisoni 8a8b
ostriniae BaBc
tolworthi 9
darmstadiensis 10
toumanoffi 11allb
kyushuensis llallc
thompsoni 12
pakistani 13
israelensis 14
indiana 15
dakota 16
tohokuensis 17
kumanotoensis 18
tochigiensis 19
wuhanensis 20
colmeri 21
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2.1.2. Productos t6xicos de Bacillus thuringiensis y accibn

t6xica de los mismos.

La actividad larvicida que caracteriza a Bacillus --

thuringiensis frente a una gran variedad de lepid6pteros, -

es atribuida a la produccidn de una serie de factores. Es--
tos pueden ser agrupados en dos categorias. La primera de -
ellas incluye a las toxinas propiamente dichas o toxinas -
verdaderas, que comprende a la protefna cristalina o delta-
endotoxina y a exotoxinas identificadas por su estabilidad-
al calor. La segunda categoria estd integrada por los espo-
viables y las exoenzimas.

Tebricamente es posible que las entidades nombradas-

se encuentren en los cultivos de Bacillus thuringiensis en-

cantidades suficientes como para ser cuantificadas, pero la
produccibn de ellas se ve afectada por la composicibn de --
los medios de cultivo utilizados, como asi también por la -
estabilidad propia de cada una de ellas(45).

Bacillus thuringiensis variedad kurstaki es una bac-

teria que presenta un particular interés cientifico y econé
mico debido a que produce, concomitantemente al proceso de-
esporulaci6n, una inclusidén parasporal cristalina, también-

(56)

llamada delta-endotoxina o simplemente "cristal", la -

cual es letal para una amplia gama de lepidépteros(57'58).
Este cristal, en estado nativo, se presenta bajo la-
forma de protoxina, totalmente insoluble a pH neutro. A di-
ferencia de la mayoria de los insecticidas de amplia difu--
si6n, este cristal no es un veneno de contacto, motivo por-
el cual, debe ser necesariamente ingerido por la larva del-
insecto sensible, para ejercer su efecto t6xico. Una vez --
alojado en el intestino del insecto debe ser solubilizado y
activado, adquiriendo de esta forma caracteristicas letales.
Debido a que su solubilizacibn se lleva a cabo a al-
tos valores de pH, se torna comprensible el porqué de su al
ta especificidad para larvas de lepidb6pteros. Estos insec--
tos presentan en su jugo intestinal valores de pH que oOsci-

lan entre 9 y 10,5, condicibn ésta que crea un entorno ade-
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cuado para la solubilizaci6n del cristal.

Lecadet y Dedonder, en estudios sucesivos(59’60’61),

mencionan la presencia, en el jugo intestinal de Pieris bra

ssicae, de dos clases de enzimas proteoliticas, de accibn -
similar a la de la tripsina y quimiotripsina, capaces de di

(62)

solver a la delta-endotoxina. Faust y colaboradores , Su
girieron que la disolucibn del cristal, in vivo, es debida-
principalmente al elevado valor de pH local originado por -

el contenido intestinal de CO,K,, mds que a una verdadera -

accibn proteolitica. 32

Los estudios realizados recientemente por Toja y Ai-
zawa(63), con larvas de gusanos de seda, revelaron que las-
proteasas presentes en el jugo intestinal de estos insectos
son esenciales para facilitar la disolucibn del cristal. Es
tos autores postularon que el pH que presenta el contenido-
intestinal de las larvas de lepid6pteros, causa principal--
mente un ablandamiento o aflojamiento de la estructura del-
cristal. Las enzimas proteoliticas actuarian solamente so--
bre aquellos cristales que hubiesen sufrido tal modifica---
cibn.

Una vez que el cristal es disuelto y activado, es de
cir, durante el pasaje de protoxina a toxina, se produce la
liberacibén de polipéptidos que ejercerdn su accibn tb6xica,-
originando en el insecto sintomas patol6gicos caracteristi-
cos. Dependiendo de la dosis, la respuesta tb6xica puede va-
riar desde una cesacibn temporaria de la ingesta, hasta una
pardlisis total y muerte posterior.

En primera instancia se produce un ataque a las célu
las del epitelio intestinal, pudiéndose observar una separa
cibn celular y eventual ruptura total de la membrana basal.
Como consecuencia del ataque, se ve aumentada la actividad-
secretora del epitelio intestinal. Se incrementa la permea-
bilidad a los iones sodio y potasio, aumentando considera--
blemente la concentracibn de este Gltimo en la hemolinfa. -

Asi mismo, se ve estimulada la velocidad de demanda de glu-

cosa por parte del intestino medio. El insecto finalmente -
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muere horas después de haber ingerido el crista1(64'65166).

Debido a las condiciones de alcalinidad presentes en
el jugo intestinal de las larvas de lepid6pteros, los espo-

ros de Bacillus thuringiensis no encuentran un entorno ade-

cuado para su desarrollo. Esto hace que los esporos por si-
solos no puedan ejercer un efecto t6xico. No obstante si --
una larva sensible ingiere una suspensifn de esporos y cris
tales, la acci6n t6xica producida por los (Gltimos, puede --
permitir a los esporos atravesar la pared del intestino y -
pasar al hemocel o cavidad general del insecto. Bajo estas-
circunstancias, los esporos encuentran condiciones mds pro-
picias para su germinacibn. Tras su eclosibn, las células -

vegetativas de Bacillus thuringiensis inician ciclos de mul

tiplicaci6én y esporulaci6én. La bacteria finalmente invade -
el hemocel, pudiendo morir el insecto por una verdadera sep

ticemia. Por lo general, la acci6én t6xica de Bacillus thu--

ringiensis es consecuencia de una accibdn combinada de cris-

tales y esporos. No obstante, el cardcter letal de este mi-
croorganismo es debido principalmente a la acci6n t6xica de
la delta-endotoxina, actuando los esporos como coadyuvantes
de la misma(8'45).

Es importante recalcar que si bien la cepa empleada-
en el presente trabajo no produce exotoxinas es actualmente
utilizada, a nivel industrial, en la elaboraci6n de insecti
cidas biolbgicos por presentar un nivel téxico varias veces
superior al presentado por distintas cepas de la variedad -
thuringiensis, empleadas hasta el aislamiento de Bacillus -

thuringiensis variedad kurstaki(lz).

2.1.2.1. El1 cristal de Bacillus thuringiensis.

Como se indicara oportunamente, Bacillus thuringien-

sis produce durante el proceso de esporulacif6n, una inclu--
sibn parasporal cristalina, también llamada delta-endotoxi-
na o simplemente "cristal".

En cultivos de este microorganismo la formacién del-

cristal comienza a evidenciarse dos o tres horas después de
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finalizada la fase de crecimiento exponencial(67’68), coin-
cidiendo con las fases III a IV de la esporulacién(sg).

Estudios realizados con marcadores radiactivos, pu--
sieron en evidencia que la sintesis de la casi totalidad de
las protefnas constituyentes del cristal, se lleva a cabo -
de novo durante la etapa de formacib6n del esporo(70). Peque
nas cantidades de los componentes del cristal, son también-
sintetizados por las células en estado vegetativo(71).

Si bien existen opiniones coincidentes sobre la exis
tencia de un marcado sincronismo entre los fen6menos de for
macién del esporo y sintesis del cristal, la relacibn exis-
tente entre estas dos entidades, ha generado controversias.

(68)

Asi por ejemplo, Somerville demostr6 en estudios
efectuados por microscopia electr6bnica, que la formacibn --
del cristal estd estrechamente asociada a la formacibn del-
exosporo. No obstante, Bechtel y Bulla Jr(72), sugirieron -
que el cristal es sintetizado sin ninguna clara asociacibn-
con algGn componente del esporo. Sin embargo, estudios efec
tuados solubilizando las proteinas presentes en la pared --
del esporo y enfrentdndolas con antisuero obtenido a partir
del cristal solubilizado, revelaron una total inactivaci6n-
de las primeras. Estos resultados pusieron en evidencia la-

existencia de una estrecha asociaciftn entre la formacibn --
(73)
1 .

(74)

del exosporo y sintesis del crista

Nishimura y Nishiitsutsuji-Uwo , Obtuvieron mutan
tes asporbgenos, con la idea de investigar la formacién del
cristal. Si bien las cepas obtenidas por mutaci6én no forma-
ban esporos, la esporulacibn en ellas progresaba normalmen-
te hasta la etapa III.

Estos autores, si bien no lograron encontrar rela---
ci6én morfolbgica alguna entre las primeras etapas de la es-
porulacib6n y sintesis de la delta-endotoxina, ponen espe---
cial atencibén al hecho de que en sus estudios no observaron
formaci6én de cristales, sin que antes se alcanzaran los pri

meros estadios de la esporulacién.

Existen evidencias de que la sintesis del cristal de
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distintas especies de Bacillus thuringiensis, podria estar-
(75)

sometida a regulacibn por pl&smidos De hecho, los ge--
nes que contienen la informacibén para la sintesis de la pro

toxina, en el caso particular de Bacillus thuringiensis va-
(76,

riedad kurstaki HD-1, han sido localizados en pl&smidos
L y en el cromosoma(78),

Evidentemente, existiendo de por medio un fenfmeno -
temporal para la aparici6n del cristal, la célula debe ela-
borar senales reguladoras para asegurar la produccib6n de la
protoxina en un momento dado y en cantidades necesarias pa-

(79)

ra formar la inclusibn. Asi, Minnich y Aronson , efectua
ron estudios trabajando a distintas temperaturas y realizan
do transferencias de pldsmidos a mutantes acristaliferos, -
en los cuales se habia detectado la ausencia de uno o mds -
pldsmidos presentes en la cepa salvaje, lograron establecer

la presencia en el caso de Bacillus thuringiensis variedad-

kurstaki, de plasmidos que contienen la informacibn para la
sintesis de la protoxina y otros que regulan la cantidad de
protoxina a formar y finalmente un pldsmido que regula la -
expresibn de los anteriores en base a la temperatura a la -
cual se halla el cultivo.

El control para la biosintesis del cristal, segGn --
Klier y colaboradores(80), se realiza a nivel de la trans--
cripcibn. Se ha demostrado que en las células vegetativas -
existe una RNA-polimerasa-I que no se une al promotor de la
secuencia de genes que codifican la protoxina, pero en la -
etapa de esporulacifn aparece una RNA-polimerasa-II que si-
es capaz de unirse a dicho promotor para comenzar la trans-
cripcidn.

Quimicamente el cristal es una glicoprotefna. La im-
portancia que tiene el mismo en la fisiologfia de Bacillus -

thuringiensis es obvia si tenemos en cuenta que representa-

aproximadamente entre el 20 y el 30% del peso seco de la cé
(81,82,83)
lula .
Estd formado por varias subunidades cuyo peso molecu

lar aproximado es de 1,34 x 105 daltons. Esta glicoproteina



se presenta como una protoxina la que, bajo determinadas --
condiciones, es convertida en una molécula t6xica de peso -

molecular aparente 6,8 x lO4 daltons(82'84),

En base a es--
tas determinaciones de peso molecular se lleg6 a la conclu-
si6n que la subunidad constituyente del cristal es un dime-

ro(85) .

(86)

Huber y colaboradores determinaron que la estruc
tura del cristal estd soportada por la presencia de puentes
disulfuro entre las distintas subunidades. Aparentemente la
reduccibn de estos enlaces es la Gnica modificacibn covalen
te necesaria para disolver el cristal sin pérdida de la to-
xicidad.

El cristal de Bacillus thuringiensis estd8 compuesto-

aproximadamente por un 95% de proteinas y un 5% de carbohi-
dratos. Los &cidos aspdrtico y glutdmico son los aminodci--
dos mds abundantes, llegando a totalizar un 25% del conteni
do de la fraccibn protéica del cristal. Por andlisis cuanti
tativo de azficares se pudo determinar que la glucosa en un-
3,8% y manosa en un 1,8%, son los finicos carbohidratos pre-

(85)

sentes Sin embargo los cristales formados por otra --

subespecie, Bacillus thuringiensis variedad israelensis, le

tal s6lo para varias familias de dipteros tales como mosqui

tOS(87,88,89,90) (91) v jejenes(gz), pre-

, moscos domésticas
senta una distribucién de azfcares diferente. Ademds de glu
cosa y manosa, contiene fucosa, ramnosa, xilosa y galactosa
. _(84)

mina .

Desde el punto de vista de su conformacibn espacial,
el cristal es una bipir&mide de base cuadrada, compuesto --
por subunidades esféricas que presentan un empaquetamiento-

(93,94)

cGbico compacto Si bien la mayoria de las subespe--

cies de Bacillus thuringiensis producen un solo cristal con

estas caracteristicas, la variedad israelensis puede produ-

cir dos o tres cristales de tamano y forma variable(7’84).
La forma del cristal es relativamente constante, no-

asi su tamano, el que puede verse afectado por las condicio

nes de operaci6n y medios de cultivo empleados(45'95).
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3. PRODUCCION DE INSECTICIDAS BIOLOGICOS

La produccibn en escala industrial de microorganis--
mos entomopatbgenos puede llevarse a cabo por medio de la -
utilizacibn de dos clases de técnicas:

a) Empleando procesos fermentativos (procesos in vi-
tro).

b) Empleando huéspedes sensibles vivos (procesos in-
vivo).

En el primero de estos casos, la fermentacidn puede-
realizarse empleando cultivos sumergidos o bien por desarro
llo del microorganismo en cultivos con sustrato s6lido (cul
tivos en superficie). La utilizacibn de estas técnicas se -
ve limitada al caso particular de entomopatbgenos facultati
VOosS.

Los procesos 1in vivo son empleados para la produc---

cibn de patdgenos obligados(s).

3.1. Produccibn industrial de Bacillus thuringiensis.

Desde que se observd que la actividad insecticida de

preparados a base de Bacillus thuringiensis podia sufrir va

riaciones sustanciales, muchos autores supusieron la exis--
tencia de una relacibn entre la produccién de delta-endoto-
xina y la cepa utilizada.

Es un hecho demostrado que la toxicidad de distintas

cepas de Bacillus thuringiensis puede variar significativa-

mente con la composicién del medio de cultivo y condiciones
de operacibn empleados en la elaboracibén. De hecho, es to--
talmente incorrecto decir que la utilizacibn de una estirpe
con demostrada actividad insecticida pueda garantizar bue--
nos resultados.

Estas observaciones ponen en evidencia que la elec--

cibén del medio de cultivo y condiciones de operacifén a ser-
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empleados en la produccibén industrial, deben ser elegidos .-
con detenimiento en vias de asegurar el éxito de la fermen-
tacibn.

La produccién de Bacillus thuringiensis es, en prime
(96,97)

ra instancia, un problema evidentemente tecnolbgico
Los procesos en cultivo sumergido han sido elegidos-
como los m&s apropiados para llevar adelante la produccibn-

en gran escala de Bacillus thuringiensis.

En la figura N°l1 se presenta una linea de produccibn

tipica para la obtencibn de Bacillus thuringiensis en culti

vo sumergido.

El desarrollo del microorganismo se inicia a partir-
de cepas conservadas por liofilizacibén o congelamiento en -
Nitr6geno liquido. A partir de ellas se siembran tubos con-
agar inclinado, los que se dejan desarrollar 24 a 48 horas.
Estos tubos son empleados para sembrar erlenmeyers que se--
rdn utilizados como inb6culos de uno o m&s tanques agitados-
de pequena escala, para finalmente llegar al tanque de pro-
duccibn. La cantidad de in6culo puede variar, no obstante -
la misma estd comprendida dentro del rango de un 2 a 5% en-
volumen del fermentador principal. Los fermentadores utili-
zados tienen un volumen que varia entre 50.000 y 125.000 1i

tros.

3.1.1. Medios de cultivo empleados a nivel industrial.

Los medios utilizados estdn compuestos por fuentes -
de Carbono, fuentes de Nitrb6geno y factores de crecimiento-
y sales minerales. La mayoria de ellos est&n constituidos -
completamente por productos naturales o subproductos indus-
triales. Asi por ejemplo, como fuentes nitrogenadas se sue-
le emplear harina de pescado, harina de semillas de algodoén,
agua de macerado de maiz, harina de soja, autolizados de le

(8)

vadura y caseina . Como fuentes de Carbono se utilizan hi

drolizados de maiz, almiddén y dextrosa(97).
Dada la importancia econfmica del tema, es muy esca-

sa la bibliografia sobre condiciones de cultivo y medios de
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produccibén, limitdndose prdcticamente a patentes internacio
nales. Asi se sugiere el empleo de melaza de remolacha o ca
na en concentracién de 1,86%, harina de semillas de almidbén
al 1,4%, agua de macerado de maiz al 1,7% (en base a séli——
dos) y 0,1% de CaCOB. Con este medio se mencionan concentra
ciones finales de 2 a 5 x 109 esporos/ml. Los medios m&s ca
racteristicos empleados contienen combinaciones de harina -
de pescado de 3 a 5%, harina de semillas de algodb6n de 2 a-
%, harina de soja de 2 a 3%, PO4H(NH4)2 al 1% y almiddn de
0,5 a 1%(12). El pH de los medios es generalmente ajustado-
entre 7,00 a 7,60 y la temperatura de cultivo mantenida a -
30°C.
La bibliografia hace especial incapié& en la necesi--
dad de contar con cultivos bien aireados para alcanzar una-

alta frecuencia de esporulacib6n y formacidn de cristales(98’

99). Se ha observado que en medios de cultivo bajo condicio

nes de aireacibn deficiente, Bacillus thuringiensis puede -

desarrollar y multiplicarse, pero para obtener una buena es
porulacibn y sintesis de delta-endotoxina son necesarias -

(8)

enérgicas condiciones de aireacibn

3.1.2. Separacidén y formulacibébn de las pastas celulares.

Una vez concluida la etapa de produccibén del cultivo,
los esporos y cristales deben ser separados del caldo. De -
la totalidad de éste, generalmente menos del 10% es recupe-
rado bajo la forma de esporos, cristales, restos celulares-
y gran cantidad de s6lidos, motivo por el cual se debe pro-
ceder a una separacidn primaria a fin de recuperar los espo
ros y cristales. Las técnicas de separacibén generalmente -
utilizadas son por centrifugacién o filtraci6én de la totali
dad del caldo(190),

vias es posteriormente procesada para darle a los productos

La pasta celular obtenida por estas --

formas comerciales. Por lo general los productos terminados

son presentados como polvos mojables, liquidos emulsiona---
: (101)

bles y en menor proporcibn como granulados .

Los polvos conteniendo Bacillus thuringiensis, son -
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manufacturados por secado spray de la totalidad del caldo o
de la pasta celular(g). Los concentrados celulares también-
pueden ser secados en secadores al vacio trabajando a tempe

(102)

raturas de aproximadamente 50°C La torta seca asi ob-

tenida, es posteriormente pulverizada(loo).
Para obtener productos liquidos, el proceso descrip-

to por Cords(loz)

es el mds empleado. En este procedimiento
el pH de la pasta celular es ajustado entre 3,5 y 4,5 y lue
go se le adicionan sales minerales y productos oleosos para
estabilizar los preparados. Cords hace referencia a otra -
forma alternativa de obtener preparados liquidos por molien
da de las pastas celulares secas y agregado de agentes con-
servadores y aceites, la que es emulsificada con agua y pe-
quenas cantidades de agentes emulsionantes.

Ademas de poseer un marcado potencial insecticida, -
los preparados comerciales deben cumplir con una serie de -
requisitos, de forma tal de asegurar el éxito del control.-
Por tal motivo, los formulados comerciales llevan incorpora
dos una serie de aditivos. Una vez efectuada la aplicacibn
a campo, los insecticidas biol6égicos se deben dispersar ade
cuadamente sobre las superficies de las hojas o de los fru-
tos de los cultivos a proteger de la accidn de los insectos,
formando un pelicula liquida o s6lida estable. Muchos mate-
riales han sido empleados con tal prop6sito, incluyendo en-
tre otros leche en polvo, caseina, gelatina, saponinas y ja
bones. En primera instancia muchos de ellos han sido utili-
zados en forma empirica, pero con posterioridad se puso én-
fasis en la utilizacidn de compuestos méds especificos y de-
reconocida eficacia(103).

No es suficiente que el producto se haya dispersado-
adecuadamente, sino que ademds debe quedar perfectamente -
adherido a la superficie del cultivo a proteger, de forma -
tal que no sea removido por accibn del viento, lluvias o -
formaci6bn de rocio. A tal fin se han utilizado harinas, dex
trinas, gomas y compuestos sintéticos como el caso de cloru

ro de polivinilo, que forma una suspensibn dispersable en -
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agua la que, una vez seca, forma peliculas insolubles que -
resisten la acciébn de la lluvia(104).

Dada la sensibilidad de las formulaciones comercia--
les a la accibn de las radiaciones solares, especialmente a
la luz ultravioleta, que afectan considerablemente la perdu
rabilidad de los preparados en el medio ambiente, 1los pro--
ductos llevan incorporados protectores contra las mismas.

Se suelen incorporar también estimulantes de la in--
gesta, de forma tal de atraer a los insectos hacia los fo--
cos en donde se encuentra concentrado el principio activo.

Es evidente que los aditivos deben ser seleccionados
con extrema precaucibn ya que los mismos no deben reducir -
la viabilidad de los esporos ni producir efectos desnatura-

(8)

lizantes sobre la delta-endotoxina .

3.1.3. Estandarizaci6tn de las formulaciones.

Hasta hace unos anos, los insecticidas biolbgicos a-

base de Bacillus thuringiensis eran estandarizados en base-

al nGmero de esporos viables por unidad de volumen o unidad
de peso de los productos terminados. No obstante, cuando se
descubri6 que dos cepas que dieran origen al mismo nfimero -
de esporos podian presentar niveles de actividad t6xica muy
diferentes frente al mismo insecto(97), se debib6 recurrir a
una nueva metodologia para estandarizar las formulaciones.-
Actualmente la actividad insecticida de los preparados co--

merciales es expresada en Unidades Internacionales(96)

de--
terminadas en ensayos biol6gicos o bioensayos, comparando -
la potencia de los productos con una preparacidén estandard-
preparada en el Instituto Pasteur de Paris, a la cual se le
ha asignado en forma arbitraria una actividad de 1.000 Uni-
dades Internacionales/mg. LOs productores preparan sus pro-
pios estandares secundarios y los enfrentan en ensayos bio-
l6gicos frente a los productos por ellos elaborados a fin -
?e ?standarizar la potencia de los preparados comerciales -
12

32



4. OB JETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una
tecnologia nacional de produccidn de un insecticida bioldgi

co a base de Bacillus thuringiensis variedad kurstaki.

Para alcanzar tal objetivo se debieron cumplimentar-

etapas parciales:

a) Seleccionar condiciones de aireacidn adecuadas a-
nivel de erlenmeyers agitados que aseguraran una alta tasa-

de esporulacidn y formacidén de cristales.

b) Estudiar las necesidades nutricionales del micro-
organismo para definir la composicidén de un medio de culti-

vo adecuado para su desarrollo.

c) Poner a punto un ensayo bioldgico y un método in-
munoelectroforético para el dosaje de la actividad tbéxica -

de los preparados.

d) Estudiar en escala de tanques agitados a nivel de
laboratorio, diferentes sistemas de produccidn (cultivo dis
continuo y discontinuo alimentado) con medios con alta con-
centracidén de nutrientes para alcanzar elevadas productivi-

dades.
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PARTE EXPERIMENTAL



1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Microorganismo.

Para la realizacibén del presente trabajo se empleb -

una cepa de Bacillus thuringiensis variedad kurstaki HD-1 -

serotipo 3a3b, gentilmente cedida por el Northern Regional-
Research Laboratory (Preoria, Illinois). Esta fue mantenida
por liofilizacibn para disponer de la misma por periodos de
tiempo prolongados. A partir de estos liofilizados, se sem-
braron peri6dicamente tubos con agar inclinado del Medio de
mantenimiento (ver composicibén en el punto 1.3.), los que -
fueron llevados para su desarrollo a cuarto estufa a 30°C -
durante 48 horas. Estos tubos fueron conservados en helade-
ra a 4°C por periodos de tiempo inferiores a 6 meses, luego
de lo cual se procedi6 a la apertura de un nuevo liofiliza-
do.

1.2. In6culos.

Los tubos conservados en heladera a 4°C, como se in-
dicara anteriormente, fueron utilizados para la preparacibn
de los inb6culos.

A tal fin, el desarrollo celular de los mismos, fue-
resuspendido con 15 ml de solucidén fisiolb6gica, con ayuda -
de un ansa en anillo. Erlenmeyers de 1.000 ml, conteniendo-
100 ml de Medio de in6bculo (ver composicibén en el punto --
1.3.), fueron sembrados con 2 ml de dicha suspensifn, alcan
z&ndose una concentracibn inicial de 2,5 a 3,5 x 106 espo--
ros/ml de medio de cultivo. Luego de 15 horas de incubacifn
a 30°C en cuarto estufa, trabajando en agitador rotatorio, -
suficiente volumen del desarrollo celular alcanzado en el -
Medio de inb6bculo, fue transferido a los erlenmeyers o tan--

ques conteniendo medio de proceso, con la idea de alcanzar-
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una concentraci6bn celular inicial de 1 a 4 x 107 células/ml
de medio de proceso.

En el caso particular de los estudios realizados so-
bre la influencia del agregado de iones, se parti6 del desa
rrollo celular obtenido en los tubos conservados en helade-
ra a 4°C. Dicho desarrollo fue resuspendido con agua desti-
lada estéril. Suficiente volumen de la misma se utiliz6 co-
mo in6culo de los medios de proceso con la idea de alcanzar

la concentracidn inicial antes mencionada.

1.3. Medios.

En la realizacib6n del presente trabajo se emplearon-
los medios que se detallan a continuacibn:

Medio de mantenimiento (g/l): extracto de levadura, -
2; extracto de carne, 1; peptona, 5; NaCl, 5; agar, 15. El-
pH se ajustd a 7,2 antes de esterilizar.

Medio de inb6bculo (g/l): extracto de levadura, 4; glu
cosa, 10; (NH4)2SO4, l1; CcaCl,.2 H,O, 0,041; MgSO,.7 H, O, 4;

2 2 4 2
MnSO4.H20, 0,030; K2HPO4, 3; KH,PO 3.

'

En la Tabla N°2 se detalia %a composici6én de los me-
dios de referencia utilizados en los procesos, los cuales -
fueron tomados como base para los estudios realizados. Las-
modificaciones introducidas a cada uno de ellos se indican-
en los puntos correspondientes.

Preparaci6n del extracto de raiz de malta (ERM): 1 -
parte de brote de raiz de malta m&s 10 partes de agua desti
lada se llevaron a ebullicidn durante media hora con agita-
cibn peribdica. El liquido se separ6 por filtracibn y poste
rior centrifugacibn para obtener una solucib6bn limpida. El -
extracto asi obtenido presentd un residuo seco de 34,2 g/l-
y una concentracibn de Nitrbgeno total de 5,39 g por cada -
100 g de sb6lidos de ERM, determinada por el método de micro
Kjeldahl (105).

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave-
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a 121°C durante 15 minutos.

Previamente a su esterilizaci6bn, los medios fueron -
divididos en cuatro fracciones (fuente de Carbono, fuente -
de Nitrb6geno, sales minerales y buffer) para evitar interac
ciones indeseables. Luego de esterilizados, los medios se -
integraron en campana de flujo laminar.

El pH de los medios liquidos fue ajustado a 7,00 an-
tes de su esterilizacibn.

En el caso particular de los ensayos en sistema de -
cultivo discontinuo alimentado, debido a las elevadas con--
centraciones de nutrientes que, por motivos de diseno, se -
debieron utilizar en los reservorios de alimentacibn, se de
bi6 recurrir a la esterilizacidn por filtracibn empleando -
para tal fin, una unidad filtrante Millipore, equipada con-
un prefiltro y un filtro de 0,45 y 0,20 micrones de didme--
tro de poro, respectivamente. La unidad, equipada con los -

filtros, fue autoclavada a 119°C durante una hora.

1.4. Sistemas de cultivo utilizados.

Los ensayos preliminares destinados a estudiar el --
efecto del grado de aireacidn y requerimientos nutriciona--

les sobre el desarrollo de Bacillus thuringiensis, se reali

zaron empleando erlenmeyers de 1.000 ml de capacidad. El vo
lumen de medio utilizado, sea en el caso del desarrollo de-
los in6culos como en el caso de los medios para proceso, =--
fue de 100 ml. En el caso particular de los estudios efec--
tuados sobre la influencia del grado de aireacidn sobre el-
desarrollo del microorganismo, los volfimenes de medio fue--
ron variados seg(n se detalla oportunamente.

Los ensayos fueron realizados en cuarto estufa a --
30°C, donde los erlenmeyers fueron ubicados en agitador ro-
tatorio de 2,5 cm de excentricidad y agitados a 200 r.p.m..

En todos los tratamientos se realizaron repeticiones

en el tiempo a fin de establecer la reproducibilidad de re-
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sultados.
Los estudios de condiciones de operacibdn y efecto de
concentraciones crecientes de los componentes del medio de-

cultivo sobre el desarrollo de Bacillus thuringiensis, se -

realizaron empleando sistemas de cultivo discontinuo. A tal
fin, se utilizaron unidades de fermentacibdn marca LKB, equi
padas con reactores de vidrio de 6 1 de capacidad total. Es
tas unidades estén provistas ademds de accesorios para el -
control de temperatura, pH, agitacibn, caudal de aire, espu

ma y O, disuelto, sumado a la posibilidad de agregar en for

ma coniinua o discontinua, medio de cultivo fresco de acuer
do al sistema de cultivo a emplear.

El volumen de medio de cultivo utilizado en estos en
sayos fue de 3 1. Las condiciones iniciales de aireacibn y-
agitaci6én fueron fijadas en 0,5 1 de aire/l de medio de cul
tivo x minuto y 500 r.p.m., respectivamente. En aquellos --
cultivos en que fue necesario, estas condiciones de opera--
cibn fueron variadas durante el proceso, de modo de evitar-
que el porcentaje de O2 disuelto alcanzara valores inferio-
res al 20% del valor de saturacidn.

La temperatura durante el cultivo se control6 a 30°C
En estos estudios se emple6 el mismo esquema de repeticio--
nes que en el caso de los estudios en escala de erlenmeyer.

El control de espuma durante el cultivo se realiz6 -
por el agregado de agente antiespumante marca Darmex-Sag 471
en solucibn acuosa al 10%. Debido a que las unidades de fer
mentacibn est&n equipadas con electrodos para el control de
espuma, el agregado de agente antiespumante se realiz6 en -
forma automdtica.

Los estudios en sistema de cultivo discontinuo ali--
mentado (CDA) se llevaron a cabo en el equipo descripto pa-
ra realizar los estudios en cultivo discontinuo, mds los ac
cesorios que se muestran en la figura N°2, con el objeto de
adecuarlo al tipo de alimentacibén y condiciones empleadas, -
que se detallan en la misma. Este tipo de sistema de culti-

vo se caracteriza por producir un aumento de volumen en el-
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fermentador, durante el periodo de tiempo que dura la ali--
mentacibn. El medio de cultivo fresco que ingresa al reac--
tor va incrementado su concentracibén en funcibén del tiempo,
dependiendo fundamentalmente la forma del perfil de alimen-
tacibn de las condiciones de diseno.

En los estudios realizados, el tipo de alimentacibn-
obtenido empleando el dispositivo indicado result6 ser li--

neal(106)

. Para lograr tal perfil, se recurrib6 a la utiliza
ci6bn de dos reservorios (designados en la figura N°2 como -
Rc: reservorio concentrado y Rd: reservorio diluido) conec-
tados entre si y a la atm6sfera (vasos comunicantes). El se
gundo de ellos (Rd), se encuentra agitado mecédnicamente du-
rante el periodo de alimentacidn y estd comunicado al fer--
mentador a alimentar, por medio de una bomba peristéltica.-
A medida que la bomba envia medio al reactor desde el reser
vorio Rd, pasa medio concentrado del reservorio Rc al R4, -
de forma tal que la concentracibn de nutrientes en Rd aumen
ta en funcibn del tiempo. Para lograr este incremento line-
al, es necesario que no haya fenfmenos de difusibn entre --
los reservorios (la concentraci6n de nutrientes en Rc debe-
permanecer constante) y que la densidad de las soluciones -
sea similar.

El diseno de las experiencias se realiz6 de acuerdo-
al modelo matemdtico descripto por Mignone(107), en el cual
ambos reservorios son geométricamente idénticos. Las ecua--
ciones fundamentales del mencionado modelo, utilizadas para
el cédlculo de las concentraciones de los reservorios y cau-

dal de alimentacibn, son las siguientes:

a) Concentracib6n celular:

VOK 2
XV + YF (So + "F—) t + Kt
Xx = 22 (1) para crecimiento
VO + Ft restricto.
Donde:
X = concentracibn celular (g/1)
X = concentracién celular al inicio de la alimentacibén -
(g/1).
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b)

c)

V = volumen inicial del cultivo discontinuo (1)

Y = rendimiento celular ,J de biomasa producida
g de sustrato consumido

F = caudal de alimentaci6n (1/h)

S

= concentracidn de sustrato limitante al inicio de la-
alimentacib6n (g/1)

t = tiempo de alimentacién (h)

El parémetro K se relaciona con los inherentes al culti-
vo seglin la ecuacibn:
u X FS
o)

Kk = O _ o (2)

Y \Y%
o

Donde:

u = velocidad especifica de crecimiento que presenta el-
cultivo en el momento en que se inicia la alimenta--
cién (h~1)

y con los relativos a las variables tecnol6gicas de la -

alimentacibén con las ecuaciones:

VOK
= 4+ —
SDO So 5 (3)
4 V__ K
oD
= 4 —_—
Sc SDO F (4)
Donde:
SDO= concentracibn de sustrato limitante en el reservo--
rio diluido en el momento de iniciar la alimentg---
cidn (g/1)
SC = concentraci6tn de sustrato limitante en el reservo--
rio concentrado (g/1)
VOD= volumen de medio en el reservorio diluido en el mo-

mento de iniciar la alimentacidn (1)

Variaci6bn de volumen en el fermentador:

\Y

v, Ft (5)

\YJ volumen del cultivo durante la alimentacibén (1)

Concentracibébn de sustrato:

S =20 para crecimiento restricto.

42



S = concentracibn de sustrato limitante durante la ali--
mentacién (g/1) -

d) Diseno del cultivo discontinuo alimentado.

El diseno del CDA requiere el conocimiento de los si
guientes parémetros: u_ XO, Vo’ Yy So los que se conocen-
a partir de experiencias previas en cultivo en sistema dis-
continuo.

Los pasos a seguir para el diseno son los siguientes:
1°) Se fija primero un valor de F y con los datos antes men
cionados se calcula el valor de K (ecuacibn 2).
2°) De acuerdo a las posibilidades del fermentador a utili-

zar se fija un valor de V (el volumen total a adicionar -

oD

es 2 VOD) y con éste y el valor de K anteriormente calcula-

do se determina SDO por la ecuaci6bn (3) y luego Sc por la -
ecuacibn (4). De este modo se puede estimar "a priori" la -
concentraci6én en cada reservorio y Obtener una alimentaci6n
apropiada con respecto a los requerimientos de nutrientes -

del cultivo.

1.5. Determinaci6n de la concentracidn celular.

1.5.1. Medida turbidimétrica.

La densidad 6ptica (D.0O.) de las suspensiones celula
res se efectu6 a 625 nm, utilizando un fotocolorimetro Tur-
ner modelo 330. Como diluyente de las muestras se empleb6 --
agua destilada. Se realizaron diluciones de las muestras to
madas a diferentes horas de proceso, de forma tal que la --
D.0O. leida estuviese comprendida entre 0,2 y 0,4 unidades -
de densidad 6ptica (U.D.O.). El crecimiento celular alcanza

do, determinado por esta técnica, se expres6 en U.D.O..

1.5.2. Determinaci6n de peso seco.

Muestras de 10 ml (medidos con pipeta de doble aforo)

tomadas a distintas horas durante el transcurso del cultivo
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se centrifugaron en una centrifuga refrigerada marca Sorvall
modelo RC-5B, a 14.630 g durante 10 minutos. El1 sedimento -
obtenido se lav6 con agua destilada en 3 oportunidades, voi
cdndose finalmente sobre tubos previamente tarados, 1los cua
les se llevaron a estufa a 105°C hasta peso constante. El1 -
peso seco de la biomasa obtenida en los cultivos se expresb

en gramos por litro (g/l1).

1.6. Recuento de esporos viables resistentes al calor.

El mismo se realiz6 por el método de dilucidbdn de las
muestras de cultivo con solucidn fisiolb6gica y siembra en -
cajas de Petri conteniendo el medio mencionado en el punto-
1.3. para mantenimiento de la cepa.

Antes de iniciar la serie de diluciones, las mues---
tras se sometieron a tratamiento térmico a 60°C durante 10-
minutos, con el objeto de inactivar las cé&lulas que even---
tualmente no hubiesen esporulado y aquellos esporos sensi--
bles al calor. Las cajas sembradas, fueron incubadas inver-
tidas en cuarto estufa a 30°C durante 12 horas, luego de 1lo
cual se procedid al conteo de colonias.

Se efectuaron 5 repeticiones de cada diluci6n de ---
muestra a evaluar, expresando los resultados en unidades -

formadores de colonias por litro (UFC)

1.7. Medida de pH.

La misma se realizd utilizando un peachimetro marca-

Metrohm model E-396-B.

1.8. Determinacibn del coeficiente volumétrico
(Kla) .

de transferencia de O2

Se realiz6 empleando el método de Cooper y colabora-
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dores(108).

1.9. Medida del porcentaje de Oxigeno disuelto.

La misma se efectu6 utilizando un electrodo galvani-
co marca Biotec, realizando lecturas continuas de modo tal-
de mantener los nivelos de O, disuelto por encima del limi-

2
te establecido en el punto 1.4..

1.10. Determinacibn de la presibdn osmbtica.

La misma se realiz6 empleando un osmémetro manual --

marca Fiske modelo G-66.

1.11. Determinacién del consumo de glucosa.

Se efectu6 utilizando el método de Hyvarinen y Nikki
la(log) sobre los sobrenadantes de las suspensiones celula-
res centrifugadas, obtenidas como se indic6 en el punto --

1.5.2..

1.12. Determinacidn del consumo de Oxigeno.

Fue calculado empleando la siguiente expresién(llo);

FN. po po
VCO = VZ ( L — 2 )
p - pOl - bcy P - po, - pc,

Donde:
VCO

FN2

velocidad de consumo de O, (1/1 x h)

2
caudal del gas inerte (1/h)

P presibn total
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\Y/ = volumen del cultivo (1)

po, = presibn parcial de O2 en el gas que ingresa al
fermentador.
pc, = presibn parcial de CO2 en el gas que ingresa -

al fermentador.

po, = presi6n parcial de O
fermentador.

5 en el gas que sale del -

pc, = presién parcial de CO, en el gas que sale del-

fermentador. 2

En la expresibn de VCO la presi6én de vapor del agua-
no fue incluida porque los gases de salida del fermentador,
antes de ser analizados, se hicieron pasar por lechos conte
niendo silicagel, con el objeto de secarlos y evitar asi in
terferencias en la determinacidén de CO,.

2

La presibn parcial de O, en las muestras gaseosas se

2

midi6 con un analizador paramagnético de O2 marca Beckman -

modelo OM-14, mientras que la de CO, con un analizador mar -

ca Hilger modelo SB/K2. En éste ﬁltfmo caso, el agua conteni
da en los gases de salida del fermentador interfiere en la-
medida (la determinacibn se basa en la absorci6n de radia--
cibn infrarroja), motivo por el cual la muestra fue secada-
como se menciond anteriormente. Ambos analizadores son con-
tinuos y el caudal que se hizo pasar por los mismos, estuvo
en todo momento dentro de los limites estipulados por los -
fabricantes.

La cantidad de O2 consumida durante los cultivos se-
evalu6 por integracibn calculando el &rea bajo la curva de-
VCO en funcibn del tiempo de proceso. Este valor fue emplea
do con posterioridad en el célculo del coeficiente YX /0"
Todos los valores calculados fueron referidos ™ 2 a

condiciones normales de presibn y temperatura.

1.13. Determinacib6n de la actividad bioinsecticida de las -

suspensiones esporo-cristal.

1.13.1. Cria de larvas.
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Para la iniciacibn de la cria se obtuvieron larvas -

de panales de abejas infectados naturalmente por Galleria -

mellonella, procedentes de apiarios de la localidad de Vena
do Tuerto, Provincia de Santa Fe.

Los mismos se mantuvieron a 30°C en cuarto estufa, a
la oscuridad, hasta la aparici6én de mariposas, a partir de-
las cuales, previo apareamiento se obtuvieron los huevos.

El procedimiento empleado para la cria es una modifi
cacidn del propuesto por Dutky vy colaboradores(lll). Se co-
locan 10 a 12 mg de huevos pr6ximos a eclosionar (aproxima-
damente 300 huevos) en un frasco de cria de 1500 ml de capa
cidad, con tapa ancha, preferentemente metdlica, con 20 a -
30 perforaciones de 4 mm de didmetro y cubierta internamen-
te por una malla de alambre y papel de filtro, de modo tal-
de lograr un cierre adecuado para evitar el escape de las -
larvas recién eclosionadas.

Sobre los huevos se coloca el alimento constituido -
por los siguientes componentes expresados en gramos: miel, -
75; glicerina, 31; extracto de levadura (marca Oxoid), 3; -
Nestum 3 cereales (Nestlé), 125 y agua 25 ml.

Este alimento debe prepararse en la siguiente secuen
cia: mezclar la miel, el glicerol y el agua en bano a 50°C;
enfriar hasta 40°C y agregar el extracto de levadura; espar
cir el liquido sobre una bandeja conteniendo el Nestum y --
proceder al amasado hasta lograr una consistencia firme, -
darle a la masa la forma de la base del frasco y depositar-
la sobre los huevos. Este medio provee el alimento necesa--
rio para cubrir el periodo comprendido desde la eclosibn -
hasta la formacibn de la pupa sin necesidad de nuevos agre-
gados. El frasco es incubado a 30°C en completa oscuridad.-
Aproximadamente a la semana se inicia la eclosifén de los -
huevos. A los 20 dias se debe sacar el papel de filtro de -
la tapa. A los 40 dias las larvas comienzan a tejer sus ca-
pullos. A los 50 dias comienza el empupamiento y a los 70 a
80 dias se observa plena aparicibn de mariposas.

Una vez que aparecen las mariposas se hace pasar una
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corriente de CO2 hasta lograr el total adormecimiento de -
las mismas. Luego se destapa el frasco y recolectan cuidado
samente las mariposas. Estas son colocadas en nfimero de 10-
a 12 (controlando que existan de ambos sexos) para su apare
amiento en cajas de material pldstico de 15 x 10 x 5 cm. En
la tapa se coloca un papel plegado parafinado pegado con --
cinta adhesiva.

Las cajas de apareamiento se incuban a 30°C a la os-
curidad (sin alimento) por espacio de 5 a 7 dias, al cabo -
del cual ha ocurrido una completa ovoposicib6n sobre el pa--
pel. Luego se retiran los huevos y se los limpia superfi---
cialmente con una corriente de aire (o bien por inmersibn -
durante un minuto en agua lavandina al 5% y lavando con --
agua corriente durante 20 minutos). Es conveniente la desin
feccibn permanente de todo el material para prevenir funda-

mentalmente infecciones fflingicas.

1.13.2. Cria de larvas para bioensayo.

Se utilizaron los mismos frascos que para la cria o-
bien cajas de Petri grandes. Se colocan 30 mg de huevos --
(aproximadamente 1.000 huevos) y sobre éstos una fina capa-
de alimento constituido por los siguientes componentes (en-
gramos) : sacarosa, 1,75; glicerina, 2,1; Nestum, 4,4 y agua
1,75 ml preparado en el orden mencionado en el punto 1.13.1.
Los frascos (o cajas) se colocan en cuarto estufa a 30°C y-
al cabo de 25 dias (15 a 18 a partir de la eclosibn) se ob-
tienen larvas de aproximadamente 8 a 10 mm de longitud, --

apropiadas para la realizacib6n del bioensayo.

1.13.3. Bioensayos.

Para su realizaci6bn se emplean cajas de Petri en nG-
mero adecuado seglin la cantidad de tratamientos y repeticio
nes necesarias, que dependerdn del diseno experimental a em
plear.

En cada caja se coloca una masa constituida por los-
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componentes mencionados en el punto anterior, deposit&ndose
de 10 a 12 larvas de las obtenidas en el mismo punto, cons-
tituyéndose esta caja en la unidad experimental. Las suspen
siones que se desean testear deben ser agregadas en el agua
O bien sustituir a ésta en las proporciones adecuadas para-
no alterar la consistencia de la masa.

Las cajas se llevan a cuarto estufa a 30°C a la oscu
ridad y diariamente se realizan recuentos de larvas muertas
(es conveniente retirarlas ya que sino son ingeridas por el
resto de las larvas) o también se pueden realizar medicio--
nes de peso. Los datos obtenidos son sometidos al an&lisis-

(112)

de la varianza o0 a la determinacidn de dosis letal me-

diante regresidn lineal(ll3).

1.13.4. Determinacidén de la concentracibn letal 50 (CLSOL.

Para tal fin, cinco diluciones de suspensidn esporo-
cristal a ser testeadas, fueron incorporadas a la dieta ar-
tificial simplificada (segfin procedimiento desarrollado en-
el punto 1.13.3.) y siete repeticiones de seis larvas cada-
una, para cada una de las cinco diluciones fueron empleadas
en los bioensayos. Todas las cajas conteniendo las larvas -
fueron incubadas a la oscuridad a 30°C durante cinco dias, -
luego de lo cual se calculd el porcentaje de mortandad para

cada dilucibén y la CL fue determinada en un grafico de -

probits en funcidén deiologaritmo de la concentracidn.

Se hace necesario recurrir a este tipo de célculo ya
que la mortandad no presenta una distribucidn normal, moti-
vo por el cual se hace necesario normalizar los valores ob-
tenidos en los bioensayos, con el fin de analizarlos esta--
disticamente. Por medio del empleo de tablas, la mortandad-
expresada en forma porcentual es transformada en valores -
normalizados (probits), los cuales pueden someterse al ani-
lisis de la varianza o a la determinacibdn de dosis letal --

por regresibén lineal.
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1.14. Determinacibn por rocket inmunoelectroforesis de la -

delta-endotoxina de Bacillus thuringiensis.

1.14.1. Obtencibn del antigeno.

Con tal objeto, Bacillus thuringiensis variedad kurs
(83) N

taki, fue cultivado en medio GYS por aproximadamente 60
horas para obtener una suspensibn de esporos y cristales.

La suspensidn asi obtenida, fue concentrada 10 veces
por centrifugacibn a 10.160 g. El sedimento resultante, fue
lavado en dos oportunidades con solucidén de Tween 80 al 1%-
y en una tercera con solucién de Tween 80 al 1% y buffer --
Tris 20 mM y resuspendido en esta filtima solucibén a tempera
tura de 0°C.

Un volumen de 0,2 ml de esta suspensibn, fue cuidado
samente depositado en capa sobre la superficie de un gra---
diente lineal de Urografina 76% (marca Schering Argentina) -
y centrifugado durante 4 horas a 10°C en una centrifuga Sor
vall RC-5B operada a 9425 g en un rotor HS-4 (de la misma -

firma).

1.14.2. Preparacidbén del gradiente lineal de Urografina.

Para tal fin se utiliz® un dispositivo similar al --
descripto en la figura N°3. Los gradientes fueron obtenidos
haciendo gotear desde el reservorio Rl' 5,5 ml de H20, me--
diante la utilizacibén de una bomba peristdltica, al reservo
rio R, conteniendo Urografina concentrada en igual volumen-

2

que en el reservorio R El segundo reservorio fue agitado-

constantemente con el émpleo de una barra magnética, con el
objeto de lograr una rédpida uniformidad de la solucibn Uro-
grafina-agua. Del reservorio R2 sale una prolongacibén que -
fue conectada a un tubo de centrifuga por medio de una se--
gunda bomba peristdltica. A medida que pasa agua del reser-

vorio R, al R sale de éste una solucibn Urografina-agua -

1 2!
gue gotea sobre la pared de un tubo de centrifuga en el --
cual se preforma el gradiente. El gradiente lineal es obte-

nido operando la segunda bomba al doble de velocidad que la
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9,9 mi de H»0

1ra. bomba peristaitica

R>

5,5 ml de Urografina (76 %)
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\
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magnetico

\_/

tubo, de
centrifuga

Figura N°3. Esquema del dispositivo utilizado en la preparacibn de gra-
dientes para la separacidon y purificacitén de los cristales.




primera. Bajo estas condiciones, los reservorios Rl Y R2 -
disminuyen su volumen en forma tal que en todo momento el -
volumen contenido en R1 es igual al de R2. Cuando el conte-
nido de ambos reservorios se ha agotado, se da por finaliza
da la formacibén del gradiente.

Concluida esta operacifn, el tubo de centrifuga (se-
utilizé un tubo Corex de 18 x 103 mm) contiene 11 ml de una
solucidn con un gradiente lineal con densidades que van des
de 1 g/ml hasta 1,46 g/ml. Este tubo es mantenido en helade
ra a 4°C durante 15 a 30 minutos antes de proceder a la --
siembra del mismo(ll4’115).

Para verificar la linealidad del gradiente se proce-
de a tomar alicuotas a distintos niveles del mismo. A estas
alicuotas se les determina por un lado la densidad (pesando
un volumen conocido de las mismas) y por otro lado efectudn
doles lecturas de D.O. en el ultravioleta a 238 nm (previa-
dilucidbén de las alicuotas 1 en 10.000).

La linealidad es finalmente verificada construvendo-

un grdfico de D.O. en funcibén de la densidad de las alicuo-
(115) -
tas .

1.14.3. Fraccionamiento del gradiente.

Se realiz6 mediante el empleo de una aguja hipodérmi
ca. Esta fue introducida cuidadosamente en el tubo de cen--
trifuga en el cual se procedi6 a efectuar la separacibn de-
esporos y cristales, aspirando con cuidado pequenas alicuo-
tas desde la superficie hasta el fondo, hasta llegar a la -
fraccibn que contiene a los cristales (zona de densidad --
1,33 g/ml. Los esporos son bandeados en la zona de 1,38 --
g/ml). La fraccibn conteniendo a los cristales es diluida -
con agua destilada y centrifugada a 22.870 g durante 10 mi-
nutos en rotor SM-24. Esta operacib6n es repetida en dos --
oportunidades mids. Los cristales purificados (90-95% de pu-
reza) son vueltos a bandear, repitiendo la siembra en gra--
diente, centrifugacidén y nuevo fraccionamiento, con el obje

to de aumentar la pureza de la suspensién de cristales.
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Los cristales purificados se solubilizaron en buffer
NaHCO, 0,05 M a 37°C durante 2 horas'11®)
rante toda la noche frente a buffer NaH,PO, 20 mM de pH 7,5.

274
La solucibn es fraccionada en pequenas alicuotas y manteni-

y se dializan du-

da a -20°C. A la misma se le efectua determinacién de pro--

(117)

tefinas por el método de Lowry utilizando como patrén -

albGmina de suero bovino.

1.14.4. Preparaci6én del antisuero.

Con tal fin se utilizaron conejos blancos adultos ma
chos de aproximadamente 3,5 kg de peso. Estos fueron inocu-
lados en forma subcutdnea en cuatro sitios (a ambos lados -
de la columna vertebral y en cara interna de los muslos tra
seros) con 0,5 ml de una suspensién compuesta por adyuvante
de Freund: 1 ml m&s 1 ml de solucibén de toxina purificada -
de acuerdo a la técnica de Cooksey (118), estandarizada a -
una concentracibn de 1 mg de protefna/ml.

La inoculacib6n fue realizada de acuerdo al siguiente

esquema :
Dia Inoculacidn
1 1£3°: Adyuvante de<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>