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RESUMEN

El control de plagas en la agricultura peruana se ha caracterizado por el uso intensivo de plaguicidas quimicos; sin embargo, las
pérdidas en el rendimiento y la aparicion de resistencia en las plagas han llevado a los productores a incrementar el uso de plaguicidas.
Este uso indiscriminado genera problemas de contaminacion ambiental, muerte de la fauna benéfica, presencia de residuos quimicos
en los frutos, riesgo de intoxicaciones agudas y cronicas; ademas, incremento en los costos de produccion. Los objetivos propuestos
fueron aislar y caracterizar cepas de Bacillus thuringiensis de interés biotecnoldgico de suelos agricolas peruanos, y evaluar su potencial
entomotodxico frente a Spodoptera frugiperda. Se aislaron 54 cepas de Bacillus thuringiensis de 385 muestras de suelo agricola de
diferentes partes del pais. Las observaciones microscdpicas mostraron la presencia de cristales parasporales caracteristicos. Las cepas
aisladas fueron evaluadas y confirmadas en sus caracteristicas culturales y bioquimicas. Los bioensayos realizados sobre Spodoptera

frugiperda, mostraron que la cepa Bt-UNMSM-42 posee una toxicidad superior al resto de las cepas con una media de mortalidad de
39,73% con 50 pg/mLy de 71,93% para 250 pg/mL, con una desviacion estandar de 11,30 y 9,98; respectivamente

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, aislamiento, Spodoptera frugiperda, toxicidad, entomotdxico.

SUMMARY

The biological control of pests & mites on peruvian agriculture was characterized by the intensive use of chemical pesticides.
However, the decrease on yield and the emergence of resistance to pesticides have obligated to farmers to increase chemical pesticide
use for plague control. This has caused environmental pollution, benefical insects death, persistence chemicals residues on fruits, acute
and chronic toxicity risks, moreover an increase on production costs. The objectives of this research were to isolate and to characterize
B thuringiensis native strains, and) to evaluate entomotoxic potential against Spodoptera frugiperda. Were isolated 54 natives
strains of Bacillus thuringiensis from peruvian agricultural soils. Microscopic morphology showed parasporal crystals characteristic
of B thuringiensis diversity. The strains were evaluated and confirmed with biochemistry and growing characteristic. The bioassays
performed on Spodoptera frugiperda showed the strain BT-UNMSM-42 had the most efficient toxicity with 39,73% mortality to 50 pg/
mL and 71,93% mortality to 250 pg/mL, with standard deviation 11,30 and 9,98; respectively.

Keywords: Bacillus thuringiensis, isolation, toxicity, Spodoptera frugiperda.

INTRODUCCION entomopatdgena) y no tienen efecto sobre otros insectos
o . benéficos, plantas o animales domésticos. Estas proteinas

1 .COIltI‘OI ]?IOIOglCO mediante el uso de entomopatogénicas son producidas como protoxinas
microorganismos causantes de enfermedades que pueden ser solubilizadas y activadas por la accién de

. en los insectos, normalmente: bacterias, proteasas alcalinas durante la esporulacién @.
virus, protozoos u hongos, denominados como

entomopatdgenos, representa una alternativa en el Los ijetivos de! presente estudio fueron aislar
manejo integrado de plagas de importancia econémicaen Y caracterizar 'fenotil'nlca y rn'olecularllne.nte cepas de
agricultura. Este tipo de control tiene un menor impacto 2. ,ﬂ”” ingiensis de interés blOtECHOIf’glCO en stfe.los
ecolégico que el uso de plaguicidas quimicos. Bacillus —agricolas peruanos y eyaluar su pot.en,cu'll €ntomotoxico
thuringiensis es considerado como el principal agente Para la produccién de insecticidas biol6gicos.
promisorio de control bioldgico de dipteros, lepidopteros 3

y coledpteros; presenta algunas ventajas en relacion MATERIALY METODOS

a los agentes de control quimico, es un patégeno de

invertebrados muyversétil, infecta protozoos, nematodos, Aislamiento de Bacillus thuringiensis

acaros e insectos que son plagas fitopatdgenas o peligrosas

lasalud h imal Secolectaron3ysmuestrasdeioogderizosferaymaterial
para la salud humana y animal ™.

vegetal deregionesagricolasdel centrodel Perti. Las muestras

Las 0J-endotoxinas liberadas por estas bacterias fueron pulverizadas, tamizadas y diluidas seriadamente
durante su desarrollo son altamente especificas para hasta 10® en solucion salina peptonada, pasteurizadas
algunas de las principales plagas agricolas (acciéon a 70 °C por 15 minutos y sometidas a shock térmico. Se
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sometieron a un tratamiento
térmico a 70 °C por 20 minutos,
incubandose nuevamente a 30 °C
por 18 h ®. Los cultivos positivos
fueron sembrados en agar nutricio
e incubados a 30 °C por 24 - 48 h
observandose colonias aplanadas,

BT-UNMSM-1, 15

20al 32, 34,36 al 54

BT-UNMSM-5, 6, 19,33,35

BT-UNMSM- 2, 3,4,7, 8,9,
10,11,12,13,14,16 al 18,
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Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas microscopicas de cepas de B. thuringiensis aislados de
diferentes areas geograficas del Peru.

+ + Subterminal

Terminal

Bacilos con extremos romos

i + Bacilos con extremos romos

Bacilos con extremos

irealnres Subterminal

+ +

blanco mate, de bordes irregulares,
caracteristicos de Bacillus spp.

Tabla 2. Tipos de cristales de cepas de B. thuringiensis aislados de diferentes tipos de suelos de

Identificacion de Bacillus
thuringiensis

La identificacién de las cepas ~ BT-UNMSM- 1, 38
aisladas se efectud por observacion
en microscopia de contraste de
fases a 1000X, lo que permitié
confirmar la presencia de cristales
parasporales (0-endotoxina)
tipicos de B thuringiensis.
Simultaneamente se prepararon
extensiones de los cultivos sobre

laminas portaobjetos, secados a

37,43, 44

BT-UNMSM- 9, 21, 23, 33
BT-UNMSM- 16
BT-UNMSM- 3, 4, 19

28,29,30,52,53y 54
BT-UNMSM-17

areas geograficas del Peru.

BT-UNMSM- 2, 6, 7, 34, 35, 36,

BT-UNMSM-14, 18, 20, 26, 27,

II
111

Arcilloso Esférico

Arcilloso Polimérfico

BT-UNMSM- 5, 8, 10, 11, 12, 13,
15, 22, 24, 25, 31, 32, 39, 40, 41,
42,45, 49, 46,47,48,50,51

Arcilloso, himico Bipiramidal

Arcillosos, hiimico Polimérfico 111
Arenoso Polimorfico I1
Arcilloso Amorfo v
Arenoso Bipiramidal I
Arenoso Esférico 11

100 °C por 10 minutosy sumergidos
en naftaleno negro (1,5 g naftaleno 12B en una mezcla de
acido acético:agua 35:65v/v) por dos minutosy coloreados
con Giemsa R 664.

La confirmacion de B thuringiensis se realizé de
acuerdo a las caracteristicas microscdpicas culturales y
pruebas bioquimicas diferenciales .

Produccion del complejo espora-cristal

Para la produccion del complejo espora-cristal
©), se utilizaron 12 cepas nativas de B. thuringiensis del
laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia,
tres cepas referenciales de B thuringiensis HD-u, B
thuringiensis var Kustaki HD-342 y B thuringiensis
aizawai NRRL-HD-130.

Las cepasse cultivaron en caldo de leche peptonizada
(leche peptonizada 1o g, dextrosa1o g, extracto de levadura
2 g, MgSO,.7H,0 0,3 g, FeSO,.7H,O 20 mg, ZnSO,.7H,O
20 mgy MnSO, 20 mg, completando el volumen a un litro
con agua, pH 7,2-7,5) a 28 °C con agitacién de 300 rpm
por 72 h hasta alcanzar la etapa de autolisis con liberacion
de cristales y esporas. La suspensién se lavd tres veces
por centrifugacién con NaCl 1,5 M. Posteriormente, el
complejo espora-cristal se centrifugo a 10 ooo rpm por 10
minutos, el precipitado fue congelado y liofilizado.

Perfil proteico de cristales parasporales

El analisis de proteinas de los cristales parasporales
fue realizado por electroforesis en gel de poliacrilamida-

Tabla 3. Caracteristicas culturales de cepas de B thuringiensis aisladas de diferentes dreas geograficas del Peru.

BT-UNMSM -1, 2, 3,5,6,8,9,11,12 al 54
BT-UNMSM - 4, 7, 10

+ +

+ +

+ + +

+

- + + -

Tabla 4. Caracteristicas bioquimicas de cepas de B thuringiensis aislados de diferentes areas geograficas del Pert.

Hidrolisis
caseina

Hidrélisis
elatina

Arginina DH

Indol Ureasa

BT-UNMSM-1, BT- UNMSM-7

+ +

BT-UNMSM-2, BT- UNMSM-4, BT-
UNMSM- 5 BT-UNMSM-8

BT-UNMSM-3,9,11,12,16 al 21,23 al
25,29,31al49,51,53,54

BT-UNMSM-10, BT-UNMSM-13
BT-UNMSM-6
BT—[SIIEIMSM-14, 22,26 al 28, 30,

y

+ +

BT-UNMSM-15

s
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dodecil sulfato de sodio ™.
Se utilizo acrilamida al 4 y
10% ) para la preparacion de
los geles de concentracién
y separacion. Las muestras
se prepararon a partir de
los liofilizados del complejo
espora-cristal de las cepas
seleccionadas. Se prepard
una suspension de o,5 mg/
mL de liofilizado; de esta se
tomé una muestra que se

Biodiversidad de B. thuringiensis de agrosistemas peruanos, potencial bioinsecticida

mezclo (1:1) con buffer de
carga 2X (Tris-HCI 25 mM,
pH 6,8, B-mercaptoetanol 1,28 M, azul de bromofenol
2,89 M, SDS 0,138 M, glicerol 2,17 M). Posteriormente
las muestras fueron calentadas por 10 minutos para
desnaturalizar las proteinas, se centrifugaron a 12000
rpm/1 min para precipitar las esporas. De estas muestras
se utilizd de 1-2 pg para ser cargados en el gel; como
marcador de peso molecular y control positivo se utilizo
una muestra de la cepa B thurigensis HD-1, la cual
contiene proteinas con propiedades insecticidas de peso
molecular 65y 130 KDa.

La electroforesis se realiz6 utilizando un potencial
de 50 V/ 30 min, y posteriormente a 100 V/1 hora y 30
minutos, usando una solucién buffer de corrida a base
de Tris-glicina 0,38 M SDS 0,1%, pH 8,8. Finalizada la
electroforesis, los geles se tifieron con azul brillante de
Coomasie R al 0,1% en etanol al 45%, en ac. acético 9%,
con un tiempo de tincion de 30 min.

Los geles se destifieron con etanol al 5% y ac. acético
al 7,5%, se secaron para su preservacion colocandose
entre pliegues de papel celofan a una temperatura de 37
°C por 24 h.

Crianza de las plagas agricolas

Spodoptera  frugiperda Smith
(Lepiddptero: Noctuidae) fue propagada
en los laboratorios de SENASA - Ministerio
de Agricultura.

Seleccion de cultivo y transporte

Las larvas de Spodoptera frugiperda
se recolectaron de cultivos de Capsicum
annuum Linneo, pimiento y de /pomoea
batatas, camote; se buscd en las zonas
foliares dafiadas de los campos de cultivo,
donde se observd su presencia, y se
colocaron en envases de plastico para su
transporte a los laboratorios de Control
Bioldgico-SENASA del Ministerio de
Agricultura. Las larvas colectadas se
lavaron con una solucién de cloro al 0,02%
y se dejaron secar en papel toalla, una vez

Figura 1. Coloracion de B thuringiensis con Giemsa R 66.

23 456 78 9101112

Figura 2. Coloracién Gram B thuringiensis.

envases de una onza con dieta artificial constituida por:
maiz y frijol de soya molidos, factores de crecimiento y
antimicoticos, a fin de facilitar la propagacion de las
plagas de estudio y determinar su ciclo bioldgico ®.

Las pupas se colocaron en bolsas de papel hasta la
emergencia de los adultos. Luego de la oviposicidn, los
huevecillos se colectaron de estas bolsas y se colocaron
sobre placas Petri que contenian dieta artificial, hasta su
posterior eclosién e individualizacion.

Evaluacion del efecto entomotoxico

Los bioensayos preliminares se llevaron a cabo en
12 cepas seleccionadas del patotipo I: Bt-10, Bt-12, Bt-
13, Bt-14, Bt-15, Bt-36, Bt-37, Bt-38, Bt-39, Bt-40, Bt-41
y Bt- 42, y tres cepas referenciales: B thuringiensis var.
kurstaki NRRL-HD-342, B thuringiensis var. kurstaki
NRRL HD u y B thuringiensis var. aizawai NRRL HD
130. Las suspensiones de esporas y cristales se obtuvieron
a partir del crecimiento realizado con suspensiones de
cultivos de 48-72 h en caldo tripticasa soya, aplicindose

Bth HD
Bt-UNMSM-101
UNMSM-102
UNMSM-103
UNMSM-105
UNMSM-106
UNMSM-109
UNMSM-112
. UNMSM-113
10. UNMSM-114
11. UNMSM-115
12. UNMSM-118

VWX NOWULAWN =

secas se colocaron individualmente en
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Tabla 5. Evaluacion del efecto téxico de cepas de B thuringiensis
frente a Spodoptera frugiperda Smith, 1°" estadio.

B thuringiensiskurstaki NRRL HD-11 92 0,18
B thuringiensis kurstaki NRRL HD-342 87 0,24
B thuringiensis aizawai NRRL HD-130 76 0,26
BT-UNMSM-10 12 4,95
BT-UNMSM-12 42 4,24
BT-UNMSM-13 35 3,82
BT-UNMSM-14 38 3,65
BT-UNMSM-15 48 3,25
BT-UNMSM-36 30 3,05
BT-UNMSM-37 56 2,98
BT-UNMSM-38 25 2,88
BT-UNMSM-39 75 2,72
BT-UNMSM-40 51 2,52
BT-UNMSM-41 45 0,48
BT-UNMSM-42* 82 0,36

% M = Porcentaje de mortalidad .
E = Medias estadisticamente diferentes segun Test de Tukey (p< 0,057)

Tabla 6. Bioensayos preliminares de cepas de B. thuringiensis nativas
con actividad entomopatogena frente a Spodoptera frugiperda.

m

B thuringiesis kurstaki HD-1 25500 Sg;ﬁ 3,42
B thuringiesis kurstaki HD 342 25500 gg:é 3,62
B.thuringiensis aizawai 25500 gz:é 3,82
BT-UNMSM-10 25500 3:22 gé;
BT-UNMSM-12 25500 %3;32 ‘6}:3‘;
BT-UNMSM-13 25500 ig:;g 3132
BT-UNMSM-14 25500 284,5516 ;:(7)2
BT-UNMSM-15 25500 iﬁjég 2:(2)3
BT-UNMSM-36 25500 ig:gi g(z);
BT-UNMSM-37 - 38;32 353:82
BT-UNMSM-38 25500 3% g:(z)i
BT-UNMSM-39 25500 %Zjég é;gi
BT-UNMSM-40 o 32;35 16%377
BT-UNMSM-41 25500 ;;:(1)3 13(?6831
BT-UNMSM-42* 25500 ??133 191,:)380

% M = Porcentaje de mortalidad; 2 = Desviacion estandar; * = Cepa seleccionada

alicuotas de diluciones 107 y 10° sobre dietas artificiales
donde se criaban larvas del primer estadio de Spodoptera
[frugiperda. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Se hizo un analisis cualitativo en base al mayor
porcentaje de mortalidad en el menor tiempo y a la
menor concentracion. Las cepas seleccionadas como
promisorias, en base a este criterio, se utilizaron para
continuar con la investigacion.

El efecto entomotdxico de las §-endotoxinas de las
cepas seleccionadas fue evaluado siguiendo las pautas
indicadas en las referencias 9 y 10. Se utilizaron larvas del
patotipo I y Il de Spodoptera frugiperda de tamafio y peso
uniforme, criadas durante 48-72 h con dieta artificial.
Cada muestra liofilizada se resuspendi6 en agua destilada
con Tween 20 al 0,02%, incorpordandose 50-250 pg/mL del
complejo espora-cristal de cada muestra, al tratamiento
seleccionado en la dieta artificial; se consideraron 15 cepas
de B. thuringiensis. Se utilizaron 20 larvas por tratamiento
con tres repeticiones independientes. El testigo negativo
contenia agua destilada estéril y Tween 20 al 0,02%. Los
bioensayos se incubaron bajo condiciones de insectario
por siete dias, antes de cuantificar la mortalidad, la
cual fue registrada hasta el séptimo dia después del
tratamiento. La relacién dosis-mortalidad se estimo
aplicando el analisis Probit .

Los resultados fueron analizados utilizando el
programa estadistico SPSS versién g.

RESULTADOS Y DISCUSION

B thuringiensis ha sido aislado del suelo,
filosfera, insectos muertos, productos almacenados,
excreta de animales vegetarianos etc, hallandose que
aproximadamente del 30 al 100% de bacterias esporuladas
de la filosfera correspondia a B thuringiensis 2. Otra
especie del mismo género, B. sphaericus, ha sido aislado
del suelo, aguas estancadas e insectos muertos ().

La descripcion de colonias, morfologia microscépica
y cristales enmascarados reportados en el presente trabajo,
concuerdan con las observaciones de Chatterjee et a/?.

Se ha observado que la mayor parte de especies
de Lepidoptera, Diptera y Coledptera pueden ser
controladas por una variedad de serotipos de A
thuringiensis, que han sido aislados y caracterizados
fenotipica y molecularmente. Algunos de estos ya han
sido comercializados directamente como formas nativas
o indirectamente como microorganismos o plantas
transgénicas 5.

En el Pert no se ha reportado ningun trabajo
relacionadoconelaislamientoycaracterizacionde Bacillus
thuringiensis, por lo que nuestro trabajo representa la
primera contribucion respecto a la biodiversidad de A
thuringiensis en suelos agricolas nacionales.

Las tablas 1 y 2 muestran las caracteristicas
morfologicas y microscépicas de cepas de B. thuringiensis
aisladas de diferentes areas geograficas del Peruy los tipos
de cristales parasporales asociados a un determinado
patotipo. Se aprecia el aislamiento de tres patotipos en
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base a la morfologia de los cristales parasporales; la forma
predominante correspondid al patotipo I, con cristales
bipiramidales en 32 cepas, seguido del patotipo III con 12
aislamientos, 7 cepas del patotipo Il y tres del patotipo IV.
Se ha observado por microscopia de contraste de fases la
presencia de cristales enmascarados dentro del exosporio
de las cepas Bt-3, Bt-4 y Bt-g (1),

Las caracteristicas culturales y bioquimicas de las
cepasde B. thuringiensisaisladas se muestran en las tablas
3Y 4, correspondiendo la mayoria de sus colonias a formas
circulares de 6 - 8 mm de didmetro, aplanadas, opacas
y de color blanco mate, bordes ondulados o rizoides; la
morfologia microscépica corresponde a bacilos rectos, de
extremos redondos o romos, Gram (+), con esporas ovales
subcentrales o terminales.

Los diferentes patotipos de B thuringiensis aislados de
suelosagricolas peruanos se muestran en la tabla 4; seaprecia
el aislamiento de cuatro patotipos en base a la morfologia
de los cristales parasporales; la forma predominante
correspondio al patotipo 1 con cristales bipiramidales (34
cepas), siguiendo el patotipo III con 14 aislamientos y cuatro
cepas del patotipo Il y dos del patotipo V. Se ha observado
por microscopia de contraste de fases la presencia de
cristales enmascarados dentro del exosporio de las cepas:
Bt-UNMSM-3, Bt-UNMSM-4 y Bt-UNMSM-19, acorde con
las observaciones de Roberts ez a/. ().

En relacion con el comportamiento cultural sobre
agar PEMBA (Fig. 1y 2), la mayoria de las cepas aisladas
mostraron el comportamiento caracteristico del género
Bacillus, desarrollandose como colonias grandes de 6-8
mm de didmetro, no fermentan manitol y producen
lecitinasa, todas son catalasa positiva, fermentan
glucosa, crecen apropiadamente en caldo nutricio
con 1y 5% de NaCl, no desarrollan en caldo nutricio
con 8% de NaCl y no crecen anaerdobicamente. Dan
reaccion Voges-Proskauer positiva, un 80% da reaccion
negativa al indol, todas reducen nitratos a nitritos,
son arginina dehidrolasa variables y ureasa variables.
Todas las cepas mostraron una reaccion positiva a
la gelatinasa e hidrdlisis de caseina, caracteristica
deseable en el proceso de produccion para substratos
ricos en hidrolizados de caseina (Fig. 3). La produccion
de esporas que no deforman el soma bacteriano, la
produccion de cuerpos parasporales, la positividad para
catalasa, reduccion de nitratos a nitritos y la reaccion
Voges Proskauer confirman que los microorganismos
pertenecen al grupo I de Bacillus sp, entre los cuales se
ubica B. thuringiensis 7.

Evaluacion de efecto entomotoxico

Los resultados de los bioensayos preliminares se
muestran en las tablas 5y 6. La cepa Bt-42 presentd un
grado de entomotoxicidad a las 120 horas en relacién las
cepas referenciales de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
NRRL-HD 342, Bacillus thuringiensis var. kurstaki NRRL-
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HD u y Bacillus thuringiensis var. aizawai NRRL-HD
130, con las que se realizo el analisis comparativo y que
mostraron actividad entomocida con una concentracion
de 1x10® esporas/mL a las 96 horas.

Se encontré que la cepa Bt-42 fue la mejor con
una media de porcentajes de mortalidad corregidos de
39,73% para 50 pg/mLy 71,93% para 250 pg/mL, con una
desviacion estandar de 11,30 y 9,98, respectivamente,
contra Spodoptera frugiperda. El resto de las cepas
presentaron un porcentaje de mortalidad menor al 50%
en ambas concentraciones. La toxicidad en porcentaje
de mortalidad contra el insecto-blanco fue baja en la
mayoria de las cepas.

La cepa Bt-UNMSM-42 presenté mayor toxicidad
contra el insecto blanco S. ffugiperda. Por esta razon en
basealosresultados obtenidos en los ensayos preliminares
(tabla 6), se selecciond esta cepa, luego se procedio con el
mismo extracto a determinar la DL, .

Para los bioensayos con S. ffugiperda se selecciono
como dosis menor 50 pg/mL y mayor 250 pg/mL. El
criterio que se utilizo para determinar estas dosis fue el
porcentaje de mortalidad en los ensayos preliminares.

La toxicidad, en porcentaje de mortalidad contra
los dos insectos-blanco, fue muy baja en la mayoria
de las cepas; la cepa Bt-UNMSM-12 presentd la mayor
toxicidad contra el insecto blanco S. frugiperda. Por esta
razdn, en base a los resultados obtenidos en los ensayos
preliminares, se seleccion6 la cepa Bt-UNMSM-12 que
demostro toxicidad superioral resto. Unavez seleccionada
la cepa se procedio con el mismo extracto a determinar la
DL,,. Para los bioensayos con S. ffugiperda se selecciond
como dosis menor 30 pg/mL y mayor 500 pg/mL.

CONCLUSIONES

Los suelos agricolas nacionales muestreados
constituyen una excelente fuente para el aislamiento
de cepas nativas de Bacillus thuringiensis.

La presencia de Bacillus thuringiensis fue confirmada
por sus caracteristicas morfoldgicas, culturales y la
presencia de cristales parasporales caracteristicos.

El patotipo predominante de cristal parasporal fue el
bipiramidal c orrespondiente al patotipo del gen Cry 1.

La cepa Bt-UNMSM-42 mostré la mejor actividad
entomotoxica sobre Spodoptera frugiperda, con una
mediade mortalidad de39,73% paraso pg/mLy71,93%
para 250 pg/mlL, convirtiéndola en una candidata
potencial para el disefio de procesos de produccion
de bioinsecticidas a base de B thuringiensis nativos,
con potencial entomocida frente a S frugiperda y
lepidopteros asociados a plagas agricolas.
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