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El género de Bacillus thuringiensis (Bt) sintetiza esporas y cristales toxicos para insectos-plaga agricolas. La especie de
Bt es cosmopalita, por lo que es posible aislar subespecies de granos almacenados dado que las esporas persisten por mas
tiempo ahi que en la intemperie. Los objetivos del trabajo fueron: i) aislar subespecies de Bt de granos almacenados ii)
evaluar la toxicidad de esos Bt en Spodoptera frugiperda y Shitophilus zeamaisese iii) analizar la persistencia de esas
esporas en granos de Zea mays almacenados y expuestos al ambiente abierto. Los resultados indican que existen esporas
de subespecies de Bt en granos almacenados. De acuerdo con €l aislado Bt1 o Bt2 fueron toxicos para S. frugiperda 'y S
zeamaisese. Se sugiere que una de esos Bt fue la var morrisoni. Esas esporas en granos de Z. mays almacenado supervi-
veron més tiempo, que las expuestas a la radiacion solar, eliminadas por radiacion solar biocida.
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Genus Bacillus thuringiensis (Bt) synthesized spores and crystals toxic to pest-insects in agriculture. Bt is comospolitan
then possible to isolate some subspecies or varieties from warehouse. The aims of study were: i) to isolate Bt varieties
from grain at werehouse ii) to evaluate Bt toxicity on Spodoptera frugiperda and Shitophilus zeamaisese iii) to analyze
Bt spores persistence in Zea mays grains at werehouse compared to same Bt on grains exposed to sun radiation. Results
showed that at werehouse were recovered more than one variety of Bt spores. According to each isolate Btl o Bt2 were
toxic to S frugiperda or S. zeamaisese. One those Bt belong to var morrisoni. At werehouse these spores on Z. mays
grains surviving more time, while the same spores exposed to boicide sun radiation they died.
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Introduccion

Los insectos-plaga (IP) son uno de los principales
factores que limitan la produccién agricola. Atacan
los cultivos vegetales (CV) desde su siembra a la
cosecha e incluso como granos en su amacena
miento. Lo anterior obligd a que en € siglo XX se
empleara en forma intensa e Diclorodifenildiclo-
roetano (DDE) y otros organoclorados durante €
ciclo completo de CV para protegerlos del ataque de
los IP, desde su etapa de huevecillo hasta el adulto
(Rowe et al. 1987, Dumalge 1970). La aplicacion de
plaguicidas quimicos protege CV, pero en los IP
alrededor de 500 especies se indujo resistencia ge-
nética. En consecuencia a finales de los afios 80 se
reportan numerosos casos de tolerancia a una 0 més
tipos de insecticidas (Georghio 1990, Herrero et al.
20013, Sanchez-Y afez & Pefia-Cabriales 2000). Mi
entras los plaguicidas contaminan el agua, € arey
el suelo y su espectro biocida puede incluir insectos
benéficos (Martin & Travers 1989, Lambert & Pefe-
roen 1992). Otra alternativa para el control de IP, es
el micrabiol 6gico con ventgjas sobre € quimico por
su especificidad, e inocuidad a humanos, animales o
plantas y de un relativo bgjo costo (Herrero et al.
2001b, Lightwood et al. 2000).Un giemplo de bio-
plaguicida es el género de bacteria entomotoxicay/o
entomopatdgeno Bacillus cuyas especies son: B.
thuringensis (Bt), B. popilliae, B. larvae y B.
sphaericus (de Maagd et al. 2000, Pinnock et al.
1971, Kadin et al. 1994) Bt se aplica comercia-
mente desde lamitad del siglo XX (Kiselek1974,
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Lambert & Peferoen 1992, Luna-Olvera & Pefia-
Cabriales 1993). Bt durante su esporulacion genera
un cristal 0 cuerpo paraesporal, también conocido
como d&-endotoxina, toxica para IP de los Ordenes:
diptera, coledptera y lepidoptera e inclusive nema-
todos fitoparasitos (Rowe et al. 1987, Moir & Smith
1990, Schnepf et al. 1998, Tabashnik et al. 2000).
El bioplaguicida basado en Bt es clave en la reduc-
cion de la aplicacion de plaguicidas quimicos y
evitar la contaminacién ambiental como préactica
agricola de proteccion de los CV (Pinnock et al.
1974, Ignoffo & Garcia 1978, Griego & Spence
1978). Al respecto a menos e 80% del mercado de
bioinsecticidas o cubren productos de Bt, normal-
mente se emplean como primera eleccion en € ma-
ngo integra de IP, (Rowe et al. 1987, Lambert &
Peferoen 1992, Wirth et al. 2001).Un problema de
la aplicaciéon de Bt es la breve persistencia de sus
esporas en el ambiente abierto (Sanchez-Y éfiez &
Pefia-Cabriales 2000, Pinnock et al. 1974, Ignoffo
& Garcia 1978, Benoit et al. 1990) debido a que €
cristal entomotdxico se sintetiza con parte de la pro-
teing, le daresistencia alaradiacion solar, |e brinda
proteccidén mecanica, tolerancia a sustancias quimi-
cas del tipo de los biocidas en consecuencia la ex-
posicion del complejo esporalcristal a la luz, causa
la desnaturalizacion del cristal y muerte de la espora
(Kiselek 1974, Luna-Olveda & Pefia-Cabriales 1993
, De Amorin et al. 2001).A pesar de ello, las esporas
de Bt se recuperan con relativa facilidad de un am-
plio nimero de nichos ecolégicos (Moir & Smith
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2009, Martin & Travers 1989, Sayyed et al. 2000)
Es posible detectar esporas de Bt en funcién de lafu
ente de aislamiento: agua, suelo, filoplano de plan-
tas, larvas de insectos enfermas, productos almacena
dos y alimentos balanceados para animales de gran-
ja (Martin & Travers 1989, Meadows et al. 1992,
Smith & Couche 1991). Sin embargo, s existe dife-
rencia entre |la frecuencia de aislamiento de las sub
especies de Bt y las esporas de un ambiente en espe-
cifico, entre de uno abierto y/o cerrado como €l a
macén de granos ahi superviven por mas tiempo
(Lambert & Peferoen 1992, Dumalge 1970, Itoua-
Apoyolo et al. 1995) en especial del suelo (Martin
& Travers 1989, Meadows et al. 1992, Smith & Cou
che 1991). Por lo general la supervivencia de las
esporas de Bt, depende del ambiente especifico de
ubicacién (Rowe et al. 1987, Sdnchez-Y afez & Pe-
fa-Cabriales 2000, Audtho et al. 1999, Kafon &
Barjac 1985. Al respecto se reporta que la persisten-
cia de las esporas de Bt aplicadas foliarmente, fue
limitada en hojas o filosfera de Phaseolus vulgaris y
Zea mays, en las que registré un tiempo viable que
no fue mayor de 72 h, resultado de la actividad bio-
cida de la radiacion solar (Sanchez-Y énez & Pefia-
Cabriales 2000, Meadows et al. 1992). En contraste
en alimentos balanceados para animales o granos
almacenados, se reportd una supervivencia de sema
nas, con un porcentgje del 7% de recuperacion de
las esporas de (Rowe et al. 1987, Martin & Travers
1989, Dumalge 1970, Itoua-Apoyolo et al. 1995).
Un g emplo de o anterior son las hojas de Nicotiana
tabacum en almacén, de las que se aislé un porcen-
taje similar de esporas de Bt detectadas en semillas
almacenadas (Kaglin et al. 1994, Sayyed et al. 2000,
Hua et al. 2001, De Amorin et al. 1991). Lo que
apoya la mayor probabilidad de recuperacion de
estas formas de resistencia de Bt en almacén en un
ambiente protegido de la radiacion solar (Benoit et

al. 1990, Griego & Spence 1978), que de un abierto
como cuando € complejo espora/cristal se asperja
en hojas y granos de plantas expuestas directamente
a esa radiacion (Luna-Olveda & Pefia-Cabriales
1993, Smith & Couche 1991) En & ambiente de
almacén de granos se sospecha la existencia de es-
poras de Bt de mas de una variedad, serotipo o sub
especie, siendo que principalmente son esos sitios
cerrados donde se han reportado epizootias en IP
causadas por Bt, 10 sugiere que debido a nimero de
esporas viables de la bacteria que son suficiente-
mente, para causar una intoxicacion e infestacion
masiva de los IP (Rowe et al. 1987, De Amorin et
al. 2001, Wirth et al. 2001, Dumalge et al. 1990).
Con base en |o anterior los objetivos de este trabajo
fueron: i) detectar esporas de mas de una subespecie
de Bt en granos de almacén ii) evauar la toxicidad
de esos Bt en Spodoptera frugiperda y Shitophilus
zeamaisiiii) andlizar la persistencia de esporas de Bt
en grano de Zea mays en ambiente de amacén y
expuestos alaintemperie.

Materialesy métodos

Origen de las muestras. Se colectaron 84 diferentes
muestras de granos de almacén y residuos con dife-
rente tiempo de almacenamiento de los mercados de
San Juan, Independenciay Vasco de Quiroga locali-
zados en la Ciudad de Moredlia, estado de Michoa-
can, México.

Recuperacion de las esporas de Bacillus thuringien-
sis. Para el aidamiento de las esporas de Bt se sus-
pendié 1.0 g/de granos o0 residuos en tubos de
18X 150 mm con 10.0 mL de NaCl 0.85% p/v (solu-
cion salina y detergente comercia a 0.001%), los
tubos se agitaron/5.0 min en un vértex (Thermoly-
ne). Los granos con dafio por insectos se trituraron y
posteriormente con 1os granos enteros se pasteuriza-
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ron a 65 °C/13 min, e inmediatamente se enfriaron
durante 7 min en bafio de hielo. Para aumentar la
posibilidad de la recuperacion de esporas de esas
muestras se tomd 0.1 mL del pasteurizado y se
inoculé en tubos con 10.0 mL de caldo nutritivo
(Bioxon) g/L: peptona gelatina 5.0, extracto de car-
ne de res 3.0 pH 6.9, luego se incubo por 24 h, y
resembraron por estria en cajas con agar nutritivo
(Bioxon) g/L: peptona gelatina 5.0, extracto de car-
ne de res 3.0, agar 15.0, pH 6.9, las cgas con agar
nutritivo se incubaron a 30 °C/72 h. Para buscar las
colonias tipicas de Bt y por microscopia de la luz
detectar su cristal y espora caracteristicos (Audtho
et al. 1999, Sayyed et al. 2000).

Conservacion de las esporas de Bacillus thuringien-
sis. Los aidados de Bt se resembraron en caldo nu-
tritivo, se incubaron a 30 °C por 72 h, se suspendie-
ron en NaCl 0.85% (solucién salina), se mezclaron
en turba estéril (121 °C por 2 h) en viadles 4 mL con
tapon de rosca, se mantuvieron en refrigeracion a 10
°C para mantener la viabilidad de esas esporas (L u-
na-Olvera & Pefla-Cabriales 1993, Sanchez-Y afez
2007).

Microscopia electrénica de los aislados de Bacillus
thuringiensis. Para la observacion de las esporas y
cristales producidos por Btl y Bt2 (codigo usado
para su identificacion) de los aislados de los granos
y residuos almacenados. Se utiliz6 € microscopio
electronico de barrido (MEB) JEOL Modelo JSM
6400, del Instituto de Investigaciones MetalUrgicas
(11M) de la Universidad Michoacana San Nicoléas de
Hidalgo (UMSNH), Morelia, Mich, México. Para
ello se tomd una asada de cada Bt y se fijé en una
placa metdica (1 x 1 cm), luego las placas se su-
mergieron en glutaraldéhido/45 min., y se deshidra-
taron en acohol absoluto para la observacion d
MEB, se recubrieron con una capa de oro, y se to-
maron las microfotografias 5000 y 10000 magnifi-
37

caciones (Itoua-Apoyolo et al. 1995, Schnepf et al.
1998)

Marcaje de los aidados y cepa de HD-1 de Bacillus
thuringiensis. La persistencia de las esporas en los
granos de Zea mayz en dmacén y alaintemperie se
selecciond Bt2, por su abundanciay como compara-
cion se usoO la cepa comercia de Bt HD-1(usada
como referencia por ser una cepa standard para me-
dir la toxicidad de las esporas/cristales de otras va-
riedades de Bt, respecto a diversas drdenes de insec-
tos). Se disefiaron tres medios de cultivo selectivos
para la recuperacion de las esporas de Bt con base a
su patrén de susceptibilidad a los antibi6ticos de un
Multidisco™R Gram positivo (Sanofi). La cepa HD-
1 con resistencia a ampicilinaen AN, agregada esté-
ril por filtracion con membrana millipore (Gelman,
Co) en concentracion de 1500 pg/mL (Lakeside),
pararecuperar Btl a AN se adiciono ampicilina 850
po/mL (Lakeside), para recuperar Bt2 al AN se
agregd 750 pg/mL del mismo antibiético en la for-
ma sefialada. Para inhibir el crecimiento de hongos
en el AN se usaron 100 U/mL de nistatina (Sanchez
-Yahez & Pefa-Cabriales 2000; Ignoffo & Garcia
1978).

Produccion y recuperacion del complejo espora/
cristal de Bacillus thuringiensis. Para la fermenta-
cion del complejo esporalcristal ddl aislado: Btl y
Bt2 individualmente se crecieron en caldo soya trip
ticasao CST (Bioxon) eincubaron a30 °C por 96 h
para observar a microscopio € 95% de las espo-
ras/cristales. El CST se centrifugo a 10000 rpm por
10 min, finamente, el complego espora-cristal de
cada aidlado se recuperd por el método de coprecipi-
tacion lactosa-acetona (Dumalge 1970, Dumalge et
al. 1990).

Supervivencia de esporas de Bacillus thuringiensis
en granos de almacén y expuestos al ambiente. Las
esporas y cristales de Bt1, Bt2 y HD-1, se gjustaron
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a 4.0 x 10° esporas/semilla, se asperjaron en 300
granos de Z. mays. Estos granos se colocaron en
costales de polipropileno de 150 x 100 cm, para si-
mular la forma como se conserva en amacén, los
costales se introdujeron en un espacio similar a am-
biente de un amacén condiciones micro climéticas
promedio fueron: temperatura de 20 °C humedad re
lativa del 10%. Para registrar €l tiempo de supervi-
vencia de las esporas, se andizaron 100.0 g de
c/grano aintervalos de 24 h por la técnica de cuenta
viable en placa, para facilitar la disgregacion de las
esporas unidas a los granos, la solucion salina se
sustituy6 por una de triptona (Difco) al 0.1 % y 10
ppm de N-laurilsarocosine sodium salt o LSD (Sig-
ma). Luego se determind la densidad de la pobla-
cion de Bt en granos con y sin pasteurizacion. Ade-
més, en el Z. mays asperjado se expuso a ambiente
abierto (intemperie) para registrar €l efecto de la
radiacion solar sobre el tiempo de supervivencia de
esas esporas de Bt a intervalos de 12 h, se tomaron
100.0 g de este grano de la manera descrita con los
almacenados (Sanchez-Y &fiez 2007, Itoua-Apoyolo
et al. 1995)

Anadlisis estadistico. Se realizd con una prueba esta-
distica t-Student comparacion de medias de Tukey
para andlizar la persistencia esporas de Bt en los

: , it B B
Figura 1 Micrografia electronica de barrido de las esporas y cristales de
tendencia bipiramidal producidos por Bacillus thuringiensis (Bt2) cultivo

de 96h (10000X), tomada a 10000 magnificaciones.
E= espora, C=crigtal.

granos de Z. mays en ambiente de amacén asi co-
mo en la intemperie (Sancrez-Yanez & Pefla-
Cabriales 2000, Sancrez-Y afiez 2007).

Resultados

En lafigura 1 se muestra la microfotografia elec-
tronica de barrido de las esporas y cristales amorfos
0 los diferentes tipos de d-endotoxina sintetizados
por Bt2 producidos en un cultivo de 96 h de incuba-
cion (Rowe et al. 1987, Schnepf et al. 1998,
Dumalge et al. 1990). En la figura 2 se muestra
una magnificacion del cristal sintetizado por Btl,
recuperado de granos en almacén. En ella se obser-
van cristales rectangulares cubicos e incluso amor-
fos, evidencia que sugiere que en los granos en al-
macén podria existir mas de una variedad de Bt
distinta a la morrisoni, como la kurstaki que nor-
mal mente no se recupera de ambientes ditintos a la
de los granos amacenados (Martin & Travers
1989, Meadows et al. 1992).

g PLth-1:720KQ@ X10.000 @ @ _
Figura 2 Micrografia electronica de barrido de las esporas y cristales
de tendencias bipiramidal producidos por el aislado Bacillus thurin-
giensis (Btl) cultivo de 96h (10000X), tomada a 10000 magnifica-
ciones.

E=espora, C=cristal.
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La tabla 1 muestra el andlisis bacteriolégico de 84
diferentes granos y sus residuos obtenidos de ama-
cenes para su conservacion, usados como fuente de
aidamiento de los Bt, observados a microscopio
electronico de barrido se detectaron dos tipos mor-
fol 6gicos de cristales como se muestra en las micro-
fotografias ad MEB sefidadas en la figura 1, con
cristales bipiramidales tipicos de algunas variedades

de Bt2 que intoxican lepiddpteros como la subespe-
cie kurstaki (Rowe et al. 1987, Herrero et al. 20014)
mientras que en la figura 2 se observan el complego
espora-cristal que generalmente son similares a lo
reportado para Bt recuperados de ambientes cerra-
dos como las subespecie morrisoni de Bt (Martin &
Travers 1989, Meadows et al. 1992)

Tabla 1 Frecuencia de espor as de Bacillus thuringiensis en granos almacenadosy sus residuos del
Municipio de Morelia, Mich, México

NUmero de muestrasy origen

Nimero y tipo de granos

NUmero y por ciento de aislamiento

5 bodegas rurales

(2 dias de dmacenamiento)
5 Zea mays

5 vendedores a granel

(1 mes de almacenamiento aproximadamente)

3 residuos de almacén

(1 mes de dmacenamiento aproximadamente)

10 Triticum aestivum
10 Sorgumvulgare

25 Helianthus annus
25 Lens culinaris

3 polvo de amacén
6 granos deteriorados diversos (Z. mays, S 0(0%)

0(0%)
0(0%)
3(3.57%)
3(4.03%)
0(0%)
2(2.0%)

vulgare, T. aestivum, H. annus, L. culinaris)

Total= 13 84

5.9%

En la figura 3 se muestra que Btl y Bt2 cultivados
en CST generaron complejo espora cristales que
causaron un 100% de mortalidad en S. frugiperda
gue corresponde a Bt var. kurstaki (Itoua-Apoyolo
et al. 1995, Audtho et al. 1999).

Figura 3 Toxicidad del complejo espora-cristal de
Bacillus thuringensis (1 y 2) en diferentes medios de
cultivo contra Spodoptera frugiperda CN=Caldo
nutritivo, CST= Caldo soya tripticasa, CSTL= Caldo
soya tripticasa lactosa

ATt
T2

Ferelerio o mersicee

L Ll L
BeClL o iuiTa

39

Figura 4 Toxicidad del complejo espora-cristal de
Bacillus thuringiensis (1 y 2) en diferentes medios de
cultivo contra Sitophilus zeamais en granos de Zea
mays. CN=Caldo nutritivo, CST= Caldo soya triptica-
sa, CSTL= Caldo soya tripticasa lactosa

Pro ciento de mortalidad
=
3

(o] csT CSTL
Medio de cultivo
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En tanto que ambos Bt reproducidos en CN sinteti-
zaron un complejo espora cristales menos toxicos
contra S. frugiperda con un 60% de mortalidad, algo
similar se observé cuando estos aislados se crecie-
ron en CSTL, Bt1 produjo e complejo espora/cristal
de bgja toxicidad contra S. frugiperda con un 40%
de mortalidad. Mientras que Bt2 mantuvo e 60% en
el mismo lepiddptero, resultado de la composicion
quimica del medio de reproducciéon (Rausell et al.
2000, Schnepf et al. 1998, Dumalge et al. 1990).

En lafigura 4 se presenta como e complejo espora-
cristal de Bt1 fue téxico para Shitophilus zeamaise
en funcion de la composicion quimica del medio de
cultivo en d que se reprodujo (Dumalge 1970,
Klanfon & De Barjac 1985, Sayyed et al. 2000,
mientras que en el CN € por ciento de mortalidad

fue del 30%, cuando Btl se crecié en CST tuvo
toxicidad del 18%; en contraste a cultivado en
CSTL no causbd ninguna mortalidad en larvas de S
Zeamaise.

Estos resultados apoyan que de acuerdo con la toxi-
cidad del complejo esporag/cristales son especificos
para determinados ordenes de IP (Rowe et al. 1987,
Schnepf et al. 1998, Dumalge et al. 1990), e indican
gue se trata de una variedad de Bt diferente a
kurstaki (Rowe et al. 1987, Georghiou 1990, Maagd
et al. 2000) y que se mostrd en las microfotografias
electronicas de barrido, esta subespecie sintetiza un
tipo de cristal no romboide tipico, e méas conocido
para Bt var. kurstaki (Herrero et al. 2001a, Herrero
et al. 2001b, Tabashnik et al. 2000).

Tabla 2 Persistencia de esporas de Bacillus thuringiensis (Btl y Bt2) comparado con B. thuringiensis
var kurstaki (HD-l) asperjadosen granosde Zea mays en almacén y expuesto a la intemperie

Bt1 expuesto Bt HD-I Bt2 almacén Bt HD-I
Tiempo (dias) yFc x 10°/g expuestoUFCx  UFCx10%g  Almacén

Z. mays 10%g Z. mays Z. mays UFC xI0%g Z. mays
0 3.5% 352 3.5 352
2 3.0% 352 3.0% 3.0?
4 3.5°¢ 3.0? 3.0? 3.0?
6 3.42 2.5° 3.12 3.0?
8 3.0% 2.6° 312 3.0
10 2.5° 2.5° 2.0° 2.5°
12 2.0° 15¢ 2.1° 2.0°
14 2.0° 1.0 2.1° 2.0°
16 15° 1.0 2.1° 2.0°
18 0.0 0.0 2.1° 2.0°
20 0.0 0.0 2.10° 2.0°
21 0.0 0.0 2.00° 2.0°

*Letras iguales sin diferencia estadistica segiin Tukey (P<0.0l), CV 10%. Datos ambientales: material ~ métodos.

Latabla 2 se presenta el tiempo de supervivencia de
las esporas de Bt2 y Bt var. kurstaki HD-1 en granos
de Z. mays almacenados a temperatura promedio de
20 °C+1 y humedad relativa del 10%. Mientras que

a la intemperie la temperatura minima fue 10 °C a
las5 AM, de 25 °C alas 12 AM, de 35 °C alas 16
pm, con una humedad relativa de 40%, entre lasl7-
19 pmy del 30% en € resto del tiempo. Se observé
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que las esporas de Btl y Bt2 asi como las HD-
1fueron viables mas tiempo cuando los granos de Z.
mays se amacenaron por més de 21 dias, (en la
tabla se omitio la relacion de la supervivencia de las
esporas de Bt1 en amacén, porgque no fue estadisti-
camente diferente a lo registrado con Bt2). En evi-
dente contraste con e menor tiempo de superviven-
cia de las esporas de Bt expuestas a la radiacion
solar responsable del efecto biocida, ya que alos 18
dias posteriores del inicio del ensayo ya no se detec-
taron esporas viables de Bt en ningin caso
(Sénchez-Y &fez & Pefia-Cabriales 2000, Griego &
Spence 1978).

En la tabla 3 se muestra € perfil bioquimico com-
plementario usado en la identificacién de los Bt de
granos de almaceén como la subespecie morrisoni,
con diferencia en la capacidad de hidrolisis de ca
seina, en los aislados de Bt de esta investigacion,
este dato fisiolégico a igua que latoxicidad de los
cristales contra S. zeamais, y € tipo morfoldgico de
cristales observados, en los medios de cultivo usa
dos en la generacion del complejo esporalcristal, y
reafirma gque se trata de una variedad de Bt diferente
akurstaki (Dumalge et al. 1990).

Tabla 3 Comparacién del perfil bioquimico de Bacillusthuringiensis de granos almacenados
y Bacillus thuringiensis var. morrisoni**

Caracteristica

Bt. morrisoni**

Bt2 de almacén

Movilidad

Formacion de pelicula
Catalasa

Ureasa

Fermentacion de glucosa
V oges-Proskauer
Hidroélisis de Caseina
Hidrélisis de Almidén
Citrato Smmons
Reduccion de Nitratos

+
+
+

R

Figura 5 Gel de agarosa que muestra € patron de plasmidos de
Escherichia coli V%17 (carriles 1y 7) de Bacillus thuringiensis de
granos almacenados, Bt1 (carril 2) Bt2 (carril 3) Bt 3 (carril 4) Bt4
(carril 5) y Bt5 (carril 6)

Kb
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En lafigura 5 se muestra el gel de agarosa con los
plasmidos de Bt aislados de granos en amacén, de
acuerdo con e método de extraccion de ADN extra
cromosomico (Kieser 1984), después de que Bt se
cultivé en CN con naranjade acridinay el SDS para
la eliminacion de los plasmidos para luego repetir la
extraccion del ADN (Kieser 1984). Resultado de
este ensayo estos plasmidos ya no se detectaron,
aunque Bt crecié normalmente en CN, ademas de
que no formaron los tipicos cristales. Con lo que se
demostré que la sintesis de estos plésmidos y crista-
les estaban directamente relacionados, como la se-
fiala literatura para las subespecies o variedades de
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Bt (Hua et al. 2001, De Amorin et al. 2001, Griego
& Spence 1978).

Discusion

De acuerdo con |o reportado con los resultados mos-
trados basados en la morfologia ultramicroscopica
de los cristales de Bt, la toxicidad del complgo es-
poralcristal contra S. frugiperda y S. zeamais, e per
fil bioguimico, sugiere la existencia de una subespe-
cie de Bt var. morrisoni en granos amacenados.
Con €l bioensayo horizontal se prob6 que Bt1 causo
una mortalidad de un 90% en S. frugiperda un IP de
cultivos agricolas en campo abierto (Lightwood et
al. 2000, Kadlin et al. 1994), a MEB la morfologia
de sus cristales sugiere que Btl pertenece a la var
kurstaki (de Maagd et al. 2000, Schnepf et al. 1998)
. Similar alo reportado para Bt subespecie morriso-
ni (Rowe et al. 1987, Herrero et al. 2001a, Herrero
et al. 2001b). Es probable que & movimiento de los
granos desde € campo hasta el almacén haya facili-
tado su contaminacidn con esporas de Bt subespecie
kurstaki y la morrisoni a pesar de que ambas varie-
dades sean distintas, su viabilidad es relativamente
corta cuando se exponen a la luz, consecuencia de
que parte de la proteina que se destina para el cristal
se suprime de la cubierta de la espora, 1o que la hace
susceptibles ala accién biocida de la luz solar (Igno
ffo & Garcia 1978, Martin & Travers 1989, Benoit
et al. 1990, Griego & Spence 1978), en especia cu
ando no se amacenan, en contraste si los granos
colectados evitan la luz solar, existe alguna eviden-
cia de que podrian preservarse en un amacén desde
semanas a meses (Rowe et al. 1987, Luna-Olvera &
Pefia-Cabriales 1993), esta ruta es una forma de
dispersion de las esporas (Lambert & Peferoen
1992, Schnepf et al. 1998), la presencia de mas de
una subespecies de Bt en granos se ha hipotizado y

depende de momento de almacenamiento indepen-
dientemente del tipo y tamafio de los granos (Rowe
et al. 1987, Klanfon & De Barjac 1985). En esta
investigacion fue relativamente sencillo determinar
el por ciento de aislamiento de las esporas de Bt a
partir de los diversos granos, este porcentgje fue
diferente o mayor al que se reporta en ambientes
abiertos (expuestos a la luz solar) como €l agua, €
suelo o las hojas de plantas (Sanchez-Y &fiez & Pe-
fa-Cabriales 2000, Martin & Travers 1989, Lambert
& Peferoen 1992, Luna-Olvera & Pefia-Cabriales-
1993). Existe cierta tendencia a detectar € mayor
porcentaje de recuperacion de esporas de Bt en a-
macén (Meadows et al. 1992). Alguna informacion
sefida que granos recién cosechados expuestos a la
luz directa del sol, contenian un nimero limitado o
nulo de esporas viables de Bt (Pinnock et al. 1974,
Ignoffo & Garcia 1978, Griego & Spence 1978),
pero aquellos colectados y almacenados inmediata-
mente por mas de 2 a 3 semanas, se les detectaron
esporas viables de Bt (Meadows et al. 1992, Kaglin
et al. 1994, Smith & Couche 1991). Esto hace supo-
ner que e periodo de cosecha de granos es critico
por € contacto con |os insectos saprobios, |os pga-
ros y sus desechos que transportan esporas de Bt
(Rowe et al. 1987, Luna-Olvera & Pefia-Cabriales
1993), y sugiere que €l almacenamiento de los gra-
nos favorece la viabilidad y diversidad de subespe-
cies de esporas de Bt, al igua que la bgja humedad
(Martin & Travers 1989, Lambert & Peferoen
1992). Aungue no se ha afirmado categdricamente
también se hipotiza que en ausencia de luz solar la
persistencia de las esporas es mayor que expuestas a
la radiacion solar (Benoit et al. 1990, Griego &
Spence 1978), ademas sugiere que los granos ama-
cenados contienen esporas de diferentes subespecies
de Bt (Rowe et al. 1987, Schnepf et al. 1998, Benoit
et al. 1990). Este hecho se prob6 en la actual inves-
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tigacion, dado que se detectaron cristales con mor-
fologia: romboidales o0 bipiramidales y amorfos
como se muestra en las microfotografias a MEB
mostradas en las figuras 1 y 2 recuperados en diver-
sos gra nos y os residuos, una caracteristicas mor-
folégica definida en las distintas subespecies de Bt
(Herrero et al. 2001a, De Maagd et al. 2000, Mea-
dows et al. 1992, Klanfon & De Barjac 1985), a
igual que en los lugares relacionados con la indus-
tria de alimentos para animales de granja (Kadlin et
al. 1994, Dumalge 1970, Klanfon & De Barjac
1985). Otra evidencia de la existencia de més de una
subespecies de Bt, fueron bioensayos horizontales
con S. frugiperda y S. zeamaise (Sayyed et al. 2000,
Hua et al. 2001, Tabashnik et al. 2000, Wirth 2001)
En principio porque Bt sintetiza una clase especifica
de cristales entomotdxicos acorde con las distintos
ordenes de IP, por lo que la diferencia en la toxici-
dad de la d-endotoxina es dependiente de la varie-
dad de Bt, de su origen y el medio de cultivo que se
usa para la sintesis de ese complegjo espora-cristal.
Este hecho se comprobd en el bioensayo horizontal
redizado para S. frugiperda y S zeamais, ahi los
aislados de Bt en funcion de la composicién quimica
del medio de reproduccion, en especia e CST, ahi
generaron los complejos esporas/cristales toxicos
contra estos dos IP, a pesar de pertenecer a drdenes
de insectos: |lepidoptera y coledptera, o que apoyo
la identificacion de una subespecie de Bt diferente a
la reportada para ambientes de amacén de granos
como la var. kurstaki y/o las fébricas de alimentos
de ganado y aves como la var. Morrisoni (Rowe et
al. 1987, Martin & Travers 1989, Lambert & Pe-
feroen 1992, Meadows et al. 1992). Finamente
comportamiento bioguimico de agunos de estos
aislados fue similar al de la subespecie morrisoni de
Bt. Mientras la otra fue andloga a la ampliamente
distribuida en la naturaleza conocida como kur staki
43

(datos no mostrados) (Audtho et al. 1999, De Amo-
rin et al. 2001, Guerchicoff et al. 2001).

Por otro lado, los resultados de este trabajo sugieren
gue es necesario investigar sobre la sintesis de espo-
ras-cristales de los nuevos aidados de Bt recupera
dos de diversas fuentes como los granos y sus resi-
duos en almacén, tanto en medios de cultivo artifi-
ciales como naturales (Klanfon & De Barjac 1985,
Sayyed et al. 2000, Dumalge 1990). Dado que 3
aidados de Bt de la subespecie isradlensis reprodu-
cidos en 6 medios de cultivo en concentraciones
variables de azlicares y proteinas genero la sintesis
de esporas y cristales con diferente grado de toxici-
dad para mosquitos (Rowe et al. 1987, Georghiou
1990, Dumalge et al. 1990).

Laviabilidad de las esporas de ambos aislados de Bt
fue mayor en e amacén y restringida cuando Z.
mays se expuso a ambiente abierto (Sanchez-Y ariez
& Pefia-Cabridles 2000, Pinnock et al. 1974), la
literatura a respecto indica que la muerte de las
esporas fue causada por la accién germinada de la
luz solar, asociada con la carencia de las pequefias
proteinas solubles en e écido (PPSA) que forman
parte de |la cubierta de las esporas de Bt; estas PPSA
proporcionan a las esporas tolerancia a la radiacion
solar (Ignoffo & Garcia 1978, Benoit et al. 1990,
Griego & Spence 1978). Con base en lo anterior se
justifica porque a nivel de campo en el eficaz con-
trol de un especifico IP; e complejo espora crista
deberd aplicarse exclusivamente cuando la mayor
por ciento de los huevecillos del IP estén eclosio-
nando, y darle un tiempo suficiente de consumo del
material foliar con el complejo espora/cristal de Bt;
principalmente durante las primeras horas del dia
y/o por la tarde cuando la radiacion solar es menor
que a mediodia (Lambert & Perefon 1992), cuando
la exposicion del complgjo esporalcristal a esa ra-
diacion destruye y desnaturalizan ambos (Sanchez-



Vol. 7No 22016

Existenciay supervivencia de espor as de variedades de Bacillus thuringiesisen granos de almacén

Yé&hez & Pefia-Cabriadles 2000, Ignoffo & Garcia
1978). Lo anterior justifica e empleo de complejos
espora/cristal encapsulados de Bt, que aumentan la
eficacia del control biolégico de IP agricola, foresta-
lesy urbanos (Rowe et al. 1987, Rausell et al. 2000,
Schnepf et al. 1998).

Con base a los resultados obtenidos en esta investi-
gacion se apoya que en amacén de granos inde-
pendientemente del tipo, origen y en especial de la
ausencia de luz, con minima de humedad y baja
actividad depredatoria de microorganismos que
eliminen las esporas de Bt; se favorece la existencia
y supervivencia de més de una variedad de Bt. La
supervivencia de las posibles subespecies de las
esporas de Bt en los granos de Z. mays, fue directa-
mente dependiente de su exposicion a la radiacion
solar, en contraste con la persistencia relativamente
prolongada en los granos Z. mays amacenados.
Estos resultados que apoyan innovadoras formas de
aplicacion de los complejos esporas/cristales de Bt,
gue toleran efectos letales de la radiacién solar para
mejorar la eficacia del control bioldgico de IP en el
campo, en € bosgue y en la ciudad que eviten la
proliferacion de insectos vectores transmisores de
enfermedades como €l dengue, € paludismo y €
chikungunya; en lugar de los convencionalesy con-
taminantes plaguicidas quimicos de riesgo para la
salud humana.
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