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RESUMEN

Se revis6 la Coleccion Internacional de Bacilos Entomopatégenos (CIE), conformada por
3,000 extractos de Bacillus thuringiensis procedentes de las cepas HD y 500 de CM,
observandose que los mds téxicos contra los insectos plaga 7richoplusia ni'y Heliothis virescens
fueron las HD. Se seleccionaron y evaluaron 7 extractos procedentes de la CIE, eligiéndose las
cepas HD-1 y HD-73 como candidatas, debido a que su toxicidad habia permanecido a lo largo
de 15 afos, ambas se cultivaron en 14 medios de cultivo, donde como fuente de carbono se
utilizaron; melaza o dextrosa, como nitrégeno; harina de soya y los cofactores liquido de
remojo de maiz. Se determiné: utilizacién de la fuente de carbono, pH, produccién, toxicidad,
potencia, rendimiento y nivel de produccién, éstos constituyeron la base de la seleccién para su
posterior escalamiento. Se realizaron andlisis estadisticos, y fundamentindose en ellos asi como
el costo del proceso, se seleccion6 a la cepa HD-1 en el medio de melaza. La produccién del
bioinsecticida a nivel fermentador de 14 litros, corrobord lo obtenido a nivel matraz
determindndose ademds un KL, de 31.48h™, y un QO, de 0.1162g0,/l/h, correspondientes a la
aereacion de 0.75VVM vy agitacién de 500r.p.m. De acuerdo a lo anterior se deduce: 1)La
actividad téxica recuperada utilizando el método de lactosa-acetona fue del 80 % y siguiendo el
método de caldo recuperado esta fue superada a la reportada hace 15 afios. 2)La produccién
obtenida a nivel matraz y fermentador fue igualada a la reportada. 3)La toxicidad del extracto se
mantiene incluso a pH de 8.0, sin mostrar diferencias, 4)Se logro disminuir la dextrosa de 30 a
1.5g/l y harina de soya de 30 a 20g/l sin observarse diferencias de toxicidad en ambos casos y
consumiéndose el 85% de la fuente de carbono. 5)Se encontré un medio de cultivo constituido
por melaza, adecuado para su produccién a nivel industrial sin afectar la toxicidad, ni los
pardmetros de produccién y 6)Se determiné que la bacteria requiere un bajo consumo de
oxigeno y ello se confirma con los valores de Kl, y QO, obtenidos.
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ABSTRACT

It was review the International Bacilli Collection Entomopatogen, certified by 3,000
extracts of Bacillus thuringiensis originating from the strain HD and 500 of the strain GM, where
was observed that the most toxic against the plague insects Trichoplusia ni and Heliothis
virescens they proceed of the strain HD. They were selected and evaluated 7 extracts, setected
the strain HO-1 and HD-73 as candidate due to the fact that your toxicity had stayed throughout
15 years, both were cultivated in 14 means of cultivation, where, as source of carbon wese;
molasses or dextrose, as nitrogen; flour of soya and the cofactores liquid of corn soaking. It was
determined; utilization of the source of carbon, pH, production, toxicity, potency, yield and
production level, constituted this the base of the selection for its subsequent climbing. They were
accomplished statistic analysis, and being based on them and to the cost of the process, was
selected to the strain HD-1 in the medium of molasses. The production process of the
bioinsecticide at level fermenter of 14 liters, corroborated obtained what is at flask level being
determined furthermore a KL, to of 31.48h", and QO, of 0.1162g0,///h, corresponding to the
aereation of 0.75VVM and agitation of 500r.p.m. According to the foregoing is deduced: 1)The
recovered toxic activity using the method lactase-acetone was of the 80 % and continuing the
broth method recovered this was surpassed to the reported makes 15 years. 2)The production
obtained at flask level and fermenter it was evened to what is reported. 3)The piH (8.0) did not
affect the toxicity of the extract. 4)Be achievement reduced the dextrose of 30 to 1.5g/| and flour
of soya from 30 to 20g/l without be observed differences of toxicity in either case and being
consumed a 85% of the source of carbon. 5)Was found a medium of cultivation in base
molasses, adapted for its production at industrial level that it does not affect the toxicity neither
the production parameters and 6)ls determined that the bacteria requires a under oxygen
consumption and this is confirmed with the values of KL, to, and QO, obtained.



INTRODUCCION

Uno de los grandes problemas de contaminacién que sufre nuestro ambiente es
causado por el uso indiscriminado de plaguicidas quimicos. El control biolégico es una
buena alternativa, éste a sido definido como: el uso de microorganismos naturales o
modificados, genes o productos de ellos para reducir el efecto de organismos indeseables
(plagas) a favor de insectos benéficos y microorganismos; ofrece una amplia gama de
posibilidades para el manejo de plagas incluyéndose el uso de predadores, parasitos y
patogenos(Falcon, 1981). Entre las plagas mds devastadoras de nuestro pais destaca la del
gusano falso medidor (7richoplusia n} que ataca 22 especies de cultivo, asi como el gusano
bellotera (Heliothis virescens) principal plaga del algodén. (Melcalf, 1982, Rodriguez, 1991).

Hoy en dia se conocen alrededor de 100 bacterias entomopatdgenas y solamente se
han desarrollado como bioinsecticidas microorganismos pertenecientes al género de Bacillus
{Hofte, 1989): B. popillae, B. sphaericus, B. lentimorbus, B. moritai'y principalmente Bacillus
thuringiensis, el cual representa el 1 % de todos los insecticidas producidos mundialmente.
(Deacon, 1983).

La biotecnologia por su parte presenta nuevas estrategias o actualiza otras ya
existentes como en el caso del uso de bioplaguicidas producidas por Bacilus thuringiensis,
estas se basan en la basqueda de nuevas cepas y/o el mejoramiento genético de las mismas,
con el fin de que presenten una nueva actividad insecticida, asi como los estudios de
procesamiento a escala industrial que permitan conservar [a actividad de la cepa con un
mejor rendimiento de produccién y el mejoramiento de formulaciones para aumentar su
efectividad. Sobre esta bacteria se han realizado una gran cantidad de aislamientos (En 1982
el Departamento de Agricultura de U. S. A. report6 la existencia de alrededor de 766 cepas
clave HD procedentes de diferentes fuentes como: suelo, insectos, granos, etc. (Calan,
1982, 1993 y Rowe, 1987) y con las cepas mds toxicas se han efectuado fermentaciones
donde se ha analizado el comportamiento empleando diversos medios de cultivo, que
permitan la eficientizacion de la cepa.

Los extractos a estudiados han sido almacenados por mucho tiempo (alrededor de
veinte afios los cuales fueron efectuados y donados por el Dr. Howard T. Dulmage del
Departamento de Agricultura de E. U. A., Weslaco, Texas a la Facultad de Ciencias
Biol6gicas de la U. A. N. L.), desconociéndose hasta la fecha la actividad que presentan, si
es que ha permanecido. Por lo anterior nos hemos planteado lo siguiente:



HIPOTESIS

Es posible recuperar cepas de Bacillus thuringiensis clave HD, de extractos de
fermentacién almacenados, que sean toxicos contra Trichoplusia ni (Huber) y Heliothis
virescens (Fabricius) (Lepidéptera Noctuidae), que muestren una actividad igual o superior a
las cepas comerciales.

OBJETIVOS

1. Seleccionar una cepa de Bacillus thuringiensis clave HD, a partir de extractos
almacenados para €l control biol6gico de 7. ni'y H. virescens.

2. Optimizacion de medio del cultivo y pardmetros de fermentacién para la cepa
seleccionada, ademds de evaluacién de la actividad  de la 8-endotoxina recuperada.



ANTECEDENTES

2.1 CONTROL BIOLOGICO

El control biolégico, se inicié a finales del siglo pasado con el uso de algunos predadores
y parésitos de insectos. Pero fué hasta finales de los afios 30 que se utiliz6 exitosamente el virus
de la polihedrosis nuclear (VPN) para el control del dipribnido Gilpinia hercyniae en Canadé
(Benz, 1986).

Los entomopatégenos pertenecen a cuatro grupos: virus, protozoarios, hongos y
bacterias. Cerca de 1,500 especies han sido descritas con alto potencial para el manejo de
poblaciones de insectos plaga en dreas agricolas, forestales, ornamentales y salud (Ignoffo e
Hink, 1971). Se incluyen alrededor de 750 especies de hongos, 700 virus, 300 protozoarios y
casi 100 especies de bacterias aisladas de insectos. Estos se han utilizado en las siguientes formas
i) Introduccién y establecimiento permanente para formar un factor de mortalidad perpetua, ii)
Aplicacién periédica en forma inundativa o inoculativa para el control temporal de insectos 'y
iif) Manipulacion ambiental, la cual implica la incorporacién de epizooticos naturales en el
manejo integral de insectos plaga y en el mejoramiento, asi como el aumento de estos
epizooticos naturales por otros métodos aparte de la agregaci6n directa a pat6genos ya
presentes naturalmente. Lo anterior muestra como el control biolégico se lleva a cabo en la
actualidad.

2.1.1 INSECTICIDAS VIRALES

Existe una gran variedad de virus patégenos de insectos; entre los que destaca, el virus
de la polihedrosis nuclear (VPN) y en menor medida los virus de la granulosis (VC), ambos
pertenecen a la familia Baculoviridae, son virus de dcido desoxirribonucleico (ADN) que tienen
forma de bastén o varilla, envueltos por su cdpside en forma granular o poliédrica. Hasta el
momento se han descubierto cientos de estos virus, pero sélo aquellos que atacan a
Lepidépteros (83%), Hymenoptera (10%) y Diptera (4%), son los que se utilizan o estdn en
proceso de desarrollo como bioinsecticidas (Blissard y Rohrmann, 1990); estos datos reflejan la
intensidad de las investigaciones de estos grupos de virus (Ignoffo, 1974). Lo cual se debe al alto
grado de especificidad y al nulo peligro contra organismos no blanco. En Estados Unidos de
Norteamérica tres virus han sido registrados, todos ellos miembros de VPN que atacan a
Heliothis zea, Orgva pseudotsugata y Porthetris dispar. Todos son pardsitos intracelulares
obligados y solamente pueden crecer en células vivas, solo se reproducen en las larvas
hospederas o en cultivos de células, razén por la cual se limita el interés comercial para su

*a. Inundativo: Los entomopatdgenos liberados son agentes de mortalidad mientras que la progenie de estos
entomopatdgenos no va a infectar los insectos.

b. Inoculativo: Se hacen las liberaciones de entomopatégenos periddicamente, est limitada en una estadén
(Nordlund, 1984).



desarrollo como insecticidas microbianos, excepto aquellos que atacan plagas de particular
importancia o que presentan un amplio rango de hospedero (Sherman, 1985). En el futuro los
virus se podrdn producir in vitro, en grandes cultivos de células, pero hasta el momento esto no
se puede realizar a nivel industrial (Granados y col., 1987). Otra razén por la que los
insecticidas virales no han mostrado gran éxito comercial es que tienen que competir con los
insecticidas quimicos. Por ejemplo en los 70’s se utilizaron para el control de Heliothis, pero al
compararse con los piretroides que eran mds baratos y presentaban la misma eficiencia se
desacreditaron (Ignoffo y Couch, 1981). Es de esperarse que mientras existan materiales mds
baratos (como algunos insecticidas quimicos o B. thuringiensi los virus con mayor
potencialidad de ser utilizados a corto plazo sean aquéllos que controlen las plagas mas
importantes, para las cuales los insecticidas quimicos o B. thuringiensis no estén disponibles, o
bien através del desarrrollo de virus recombinantes que aniquilen a los insectos mads
rapidamente y que tengan un rango hospedero mas amplio. Se concluye que los virus se
encuentran en su etapa de desarrollo.

2.1.2 PROTOZOARIOS COMO INSECTICIDAS

Estos microorganismos tienen un potencial limitado como insecticidas microbianos de
accién rapida a corto plazo, debido a la produccién masiva del hospedero vivo, que impone un
limite sobre el bajo costo y la cria masiva de estos organismos entomopatégenos; y a que la
densidad de la plaga es muy alta y es necesario bajar la poblacibn de manera rdpida, sin
embargo los protozoarios no actian con rapidez suficiente para impedir el dafio de la plaga al
cultivo (Baddi, 1993). La mayoria de los protozoarios considerados como potenciales
bioinsecticidas son microsporidios. Sus esporas infectan al hospedero a través de la ingestién y,
una vez en el intestino, las esporas proyectan un largo tubo que inyecta el nicleo del patégeno
en los tejidos internos del hospedero. Estos se multiplican en el citoplasma y gradualmente se
dispersa por todos los tejidos del hospedero, causando enfermedades crénicas que pueden
matar o no al hospedero (Roberts y col., 1991). Un ejemplo es la utilizacién de Nosema
locustae en Estados Unidos para el control de chapulines que redujo el 34.5% de la poblacién
(Carter, 1976). La reduccién presenta un rango del 40 al 60% en el transcurso de varias
semanas, con un costo bajo, en comparacién con otros medios de control (Brooks, 1988). Por lo
anterior concluimos que los protozoarios de forma global son solo dtiles en contra de ciertos
insectos.

2.1.3 HONGOS COMO INSECTICIDAS

Las unidades infecciosas de los hongos son las conidias, las cuales caen en la cuticula del
insecto y germinan. La hifa penetra la cuticula para colonizar al hospedero, donde se desarrolla
el micetio profuso denro de éste. La muerte ocurre aproximadamente en dos dias,
particularmente en aquellas cepas que secretan toxinas; sin embargo, en muchas ocasiones el
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periodo de infeccién es mas largo (St. Leger y col., 1992). Los candidatos fingicos como
Bauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, son hongos imperfectos que tienen dos ventajas
sobre B. thuringiensisy las virus, muchas de las cepas o aisladas tienen un rango hospedero mas
amplio e infectan a su hospedero por invasién a través de la cuticula de tal forma que estos
pueden atacar dfidos y chicharritas, ademds de larvas de Lepidépteros, Colebpteros y, otros
insectos masticadores (Roberts y col., 1991). La mayoria de los hongos se pueden producir en
medios artificiales, la principal limitacién es que el control efectivo en el campo requiere
normalmente de varios kilos de bioinsecticidas por hectdrea y para producir un kilo de conidias
se necesitan aproximadamente 25 kilos de sustrato, el cual normalmente es producido a base de
granos de cereales. Los hongos pueden crecer en fermentadares con cultivos liquidos, pero el
resultado es la produccion de blastosporas con paredes mas delgadas son menos viables gue las
conidias, ademéds la vida de anaquel es baja comparada con B. thuringiensis y los virus. En la
actualidad los hongos presentan gran potencialidad en los ambientes protegidos, como los
culivos de invernadero, o bien regiones tropicales y subtropicales. Verticillium lecani es
utilizado en los invernaderos de Gran Bretana con el se han obtenido excelentes resultados. Por
otra parte el mejor productor de hongos es Brasil, cuya produccion se enfoca hacia la
muscardina verde, Metarhizium anisopliae, para el control de salivazos en cafia y pasto (McCoy
y col., 1988).

2.1.4 INSECTICIDAS BACTERIANOS

Cientos de especies de bacterias estdn asociadas con insectos (Galdn y col., 1993). En
1960, Buchner, dividié las bacterias entomopatégenas en tres grupos obligatorio, facultativo y
potencial. Por su parte Falcon en 1971, las caracteriz6 en dos: formadoras de esporas y no
formadoras de esporas; en el primer grupo se encuentran especies obligatorias y muchas
facultativas, en el segundo sélo una especie completamente facultativa y todas las especies
potenciales. Las bacterias de mayor importancia se encuentran en el orden Fubacterial,
especificamente en la familia bacillacea y en el género Bacillus; de ellas, las més utilizadas como
insecticidas microbianos son las especies 8. popillae, B. sphaericus, B. moratiy B. thuringiensis.
El éxito relativo de B. thuringiensis, comparado al de otros patogenos, se debe a la accién rdpida
y a la posibilidad de producirlo /n vitro en forma industrial, ademds, las células esporuladas y los
cristales son féciles de formular, se utilizan en la actualidad materiales como ligninas, pectinas,
celulosa, grenetina, aimiddn, etc. ya que en ellas se ha observado prolongacién de la vida de
anaquel, ademds se puede aplicar por métodos convencionales y muchas de formulaciones
comerciales son competitivas en costo con relacién a los insecticidas quimicos (Lambert y
Pereroen, 1992), lo cual indica que su utilizacién en la vida cotidiana estd cobrando interés y
que en un futuro no lejano serd la mejor solucién en el control de plagas debido a las ventajas
que presenta, asi como a los resultados obtenidos en la investigacion, los cuales confirman lo
dicho. Los productos comerciales utilizados para el control biolégico a nivel mundial se
muestran en el cuadro 1.



Cuadro 1. Insecticidas microbianos disponibles en el mercado mundial.

GRUPO ORGANISMO PRODUCTO
Virus Virus de /la Poliedrosis Elcar, Gypchek, Virin-Ensh, Virin-EKS, Virin-HS,
Nucelar Virin-Diprion, Virin-KHS, Virin-LS, Manestrin,
Monisarmio-virua, TM-Buocontrol, Virox,
Menestrin*,  Spodoterin*, VPN 80,VPN 82,
Hifantrin, Virin-ABB, Virin-GYAP,  Virin-OS,
Carpovirusine®*.
Virus de [a Poliedrosis VPC
Citoplasmdtica
Bacterias Bacillus popilliae Doom, Japademic, Milky Spore.
Bacillus sphaeticus ABGC-6185, 2362*.
Bacillus thuringiensis Dipel, Javelin, Thuricide, Bactospeine, Bathurin,
BIP, Enterobacterin-3, Bitoksibacillin, Exotoksi,
Comelin, Insecktin, Lepidocin, Thuringin,
Bactokulicid, Bacillan, Thuridan, Thurindhgin,
Turintoks, Biotrol, Bakiutal, Dendrobacillin, M-1,
Foil, Larvo-Bt, Biobit, Bactimos, Teknar,
Vectobac, Moskitur, Foray, Delfin, Condor,
Cutlass, MVP, Certan, Skeetal, Teknar, Vectobac,
M-One, M-One Plus*, Trident, Novodor, Foil.
Hongos Bauveria bassiana Biotrol FBB, Boverin, Boverol, Boverosil, ABG-
6178.
Hirsutella thompsons Mycar
Metharhizium anisopliae  Biotrol-FMA, Mataquino, Metarrhizin.
Verticiflium tecanti Vertelpac, Mycotol, Verticillin, Verticon.
Paecilomyces farinosus Peocilomin
Protozoarios Noserna locustae Hopper Stopper
Nematodos S. feltiae Seek, Spear, Neocide, Crop Patrol, Pest Patrol.

Nota:* Productos en fase experimental.

2.2 RESENA HISTORICA DF Bacillus thuringiensis

A principios de siglo fué aislado por primera vez Bacillus thuringiensis, por el japonés
Ishiwata quien lo obtuvo del gusano de seda (Bombix mori). Posteriormente en 1915 el alemdn
larvas de la palomilla del
mediterrineo Anagastra kuehniella, a la cual denominé Bacillus thuringrensis por Thuringia,
regién alemana (Miltenburger, 1984). Aoki y Chigasaki en 1915, demostraron que viejos cultivos
de Bacillus sotto contenian un componente que causaba la muerte en insectos y quienes
consideraban que la rdpida toxicidad era debido a alguna toxina (Krieg, 1984 y Pendleton,

Berliner, aisl6 de la misma manera esta

1969).

bacteria apartir de



En 1927, Mattes confirmé lo expuesto por Berliner, ambos hicieron observaciones
importantes mientras las células vegetativas crecian y esporulaban, producian ademis de la
espora oval, un segundo cuerpo nombrandolo cuerpo de desecho o “Restekorper”, también
observaron cambios en la posicién de la espora (Aizawai, 1980 y Dulmage y col., 1980). A
finales de los anos 30's aparece el primer producto comercial a base de Bacillus thuringiensis
con el nombre de Sporaine, en Paris, Francia (Norris, 1978),

A mediados de siglo en Estados Unidos, Stainhaus realizé pruebas con 51 cepas de B.
thuringiensis de las cuales 11 resultaron ser toxicas para el gusano de la alfalfa (Colia
eurithemeen) estas publicaciones propiciaron la aplicacién y explotacion comercial de dicha
bacteria (Dulmage, 1989). Por su parte Hannay, observé cristales en forma de diamantes libres
del esporangio en preparaciones de cultivos esporulados de B. thuringiensis, refiriéndose a éstos
como un cuerpo paraesporal, confirmado por la microscopia electrénica, ademds sugiere que
los cristales al encontrarse en el intestino medio, estdn conectados con la formacién de una
toxina que induce a la septicemia en larvas (Faust y Bulla, 1982). Por esas fechas Angus sugiere
una relacién entre el cristal y la patogenicidad hacia el insecto; demostrando que la toxicidad en
el insecto estd principalmente asociada con la inclusién cristalina del bacilo y requiere ser
solubilizada en &lcali diluido o jugo intestinal del insecto para ser activo (Burges, 1986).
Conjuntamente con Fitz-James determinaron que los cristales presentes en la bacteria se
conforman en su mayoria por proteinas y la ingestion de dicho cristal por larvas de insectos
Lepiddpteros causa la muerte (Prassad, 1976). A finales de esta década aparecen productos
comerciales de Bacillus thuringiensis como: “Thuricide” lanzado por la International Mineral and
Chemical Corp. (1957), “Celita” (1958) y “Biotrol” por Nutrilte Prod. Inc. (1959) a excepcién
del segundo presentaron poca estabilidad en el mercado (Hernandez, 1984). Por su parte
Heimpel y Angus (1958-59) realizaron una clasificacién de bacterias formadoras de cristal en
base a las pruebas morfolégicas y bioquimicas (Dulmage, 1973 y Heimpel y Angus, 1963).

En 1969 H. T. Dulmage aisl6 del gusano rosado Pectinophora gossypiefla, una cepa de
Bacillus thuringiensis variedad kurstaki, que resulté 20 a 200 veces més téxica entre las cepas
existentes, a la que denomin6é HD-1, la cual es comercializada como “Dipel” por la compaiia
Abbot en Estados Unidos de Norteamérica (Beegle, 1979; Couch y Ross, 1980, Dulmage, 1970
y 1973 y Norris, 1978).

En 1962, los descubrimientos de nuevas cepas de Baciflus thuringiensis y los intentos por
dlasificarlos continuaron y en este afio de Barjac y Bonnefoi hicieron un estudio con 24 cepas
formadoras de cristal utilizando pruebas bioquimicas y serolégicas, la clasificacion serolégica
basdndose en la determinaci6n del antigeno flagelar especifico a cada variedad (Beegle, 1979 y
de Barjac, 1962). Anos después (1968) se crea el Centro Internacional de Bacillus thuringiensis
dependiente de la Organizacién Internacional del Control Biolégico en Paris, Francia (Calén,
1993).

A principios de los 70's se presentan dos grandes avances obtenidos por H. T. Dulmage,
el primero, basado en la precipitaciébn con lactosa-acetona para la produccién de polvos
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humectables se desarrollé y adaptd rdpidamente en la industria, y el método para la
determinacién de Unidades Internacionales de Potencia (UIP), utilizando un estindar lo cual
permitié una rapida expansion comercial de insecticidas de Bacilfus thuringiensis (Dulmage y
Correa, 1970; Dulmage, 1973 y 1976, y Krieg y Langenbruch, 1981).

En 1976 el descubrimiento de |a variedad /israefensis, 1a cual presenta un cristal amorfo y
correspondiendo a un nuevo serotipo H-14 (Barak, 1988; de Barjac, 1978 y Goldberg, 1980),
presentando gran toxicidad para los mosquitos (Dipteros) y mosca negra (Simulidae). Asi como
el aislamiento de las variedades tenebrionis y san diego pertenecientes a la subespecie
morrisomi, las cuales son toxicas para escarabajos (ColeSpteros) (Krieg y col., 1983 y 1984).

En 1990, de Barjac y Frachon informan sobre la clasificacién de B. thuringiensis, basados
en el antigeno flagelar H, reportando 45 serotipos (Cuadro 1) que distinguen a 54
serovariedades (de Barjac,1990). En el mismo afo Rodriguez y Caldn, recuperan dos nuevas
subespecies denominadas neofonensis serotipo H-24, la cual presenta un cristal triangular y
carente de actividad toxica para Lepidépteros y Dipteros (Rodriguez, 1990) y la variedad
mexicanensis correspondiente al serotipo H 8a8b subsp. morrisoni, con cristal rectangular
(Gal&n, 1990).

2.3 MORFOLOGIA DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es una bacteria aerébica esporogénica, del grupo |, gram positiva,
de 2 a 5 por 1 um, se divide por fisién binaria, frecuentemente se encuentra en cadenas,
presenta flagelos peritricos (Sebasta, 1969) a excepcién de un biotipo (de Barjac, 1990),
saprofita del suelo, facultativamente parasita de los insectos (Herrnstadt, 1986 y Krieg, 1984), la
cual se caracteriza por la formacién de cuerpos paraesporales proteicos, sus cristales se liberan
al exterior después de la lisis de la pared celular. El cristal glicoprotéico de algunas especies esta
integrado por diferentes proteinas siendo la §-endotoxina la mds importante (Luthy, 1980). La
mayoria de estas protefnas son protoxinas de aproximadamente 135 Kilodaltons, las cuales se
digieren parcialmente por proteasas digestivas del insecto y dan lugar a toxinas activas de entre
60 y 70 Kilodaltons. Las toxinas son generadas en el intestino del organismo susceptible,
pueden variar en forma y tamaiio (Herrnstadt, 1986; Knowels y Ellar, 1987 y Krieg, 1984). Las
especies plagas susceptibles a estos cristales se muestran en el cuadro 2, los cuales son
Lepidopteros (Hofte, 1989), Dipteros (Aizawai, 1978 y Stanbury, 1984), Cole6pteros
(Herrnstadt, 1986 y Krieg, 1984), Nematodos (Meadows, 1990), protozoarios (Stanbury, 1984) y
células tumorales (Prasad, 1976).

La dlasificacién de Bacillus thuringiensis estd basada en el antigeno flagelar,
complementadas con pruebas bioquimicas para determinar las variedades, ésta fué propuesta
por de Barjac apartir de 1976.



Cuadro 2. Clasificacion de cepas de Badillus thuringiensis de acuerdo al serotipo H

SEROTIPO SUBESPECIE PRIMERA DESCRIPCION VALIDA

1 thuringiensis Berliner, 1915; Heimpel y Angus, 1958

2 finidmus Heimpely Angus, 1958

3a3c alesti Toumanoff y Yago, 1951; Heimpel y Angus, 1958
33,3k, 3¢ kurstaki De Baracy Lemille, 1970

3a, 3d sumiyoshiensis Ohba & Aizawa, 1989

33, 3d, 3e fukuokaensis Chba & Aizawa, 1989

4a,4b sotio Ishiwata, 1905; Heimpel y Angus, 1958

4a4c kenyae Bonnefoi y de Barjac, 1963

5a5h gallenae Shyetsova, 1959; de Barjacy Bonnefoi, 1962
5a,5¢ canadensis De Barjac y 8onnefoi, 1972

6 entomocidus Heimpel y Angus, 1958

7 dizawai Bonnefoj y de Barjac, 1963

8a,8b morrisoni Bonneloi y de Barjac, 1963

Ba,8¢c ostriniae Gaixin, Ketian, Minghua y Wingmin, 1975

8a,8d nigeriensis De Barjac, Frachon, Rajagopalan y Casmao, no publicado
9 1olwoethi Nortis, 1964; de Barjac y Bonnefoi, 1968.

10a, 10b darmstadiensis Krieg, de Barjac y Bonnefoi, 1968

10a, 10¢ tondrina Arantes y col. (no publicado)

11a,11b toumanoffi Krieg, 1969

11a,11¢ kyushuensis Ohba y Aizawa, 1979

12 thompsoni De Barjac y Thompson, 1970

13 pakistani De Barjac, Cosmao, Shaik y Viviani, 1977

14 israelensis De Barjac, 1578

15 dakota De Lucca, Simonson y Larson, 1979

16 indiana De Lucca, Simonson y Larson, 1979

17 tohokuensis Ohba, Aizawa y Shimizu, 1981

18a, 18b kumamotoensis Ohba, Ono, Aizawa e lwanami, 1981

18a, 18c yos0o Lee H. H. {no publicadc)

19 tochigiensis Ohba, Ono, Aizawa e lwanami, 1981

20a,20b yunnanensis Wan-yu, Qi-fang, Xue-ping e You-wei, 1978
20a,20c pondicheriensis De Barjac, Frachon, Rajagopalan y Cosmao, no publicado
21 colmeri De Lucca, Palmgren y de Banac, 1984

22 shandongiensis Ying, Jie y Xichang, 1986

23 japonensis Ohba y Aizawa, 1986

243, 24b neoleonensis Rodriguez, Galdn-Wong, de Barjac, Dulmage, Taméz-Cuerra y Roman Calderon, 1988
243, 24 novosibirsk Burtseva, Kalmikova y col. no publicado

25 coreanensis Oe Banacy Lee, no publkado

26 silo De Barjacy Lee, no publicado

27 mexicanensis Rodriguez-Padilla y Galdn-Wong, 1988

28a, 28b monterrey no publicado

28a, 28¢ jegathesan Lee L. H. (no publicado)

29 amagiensis Ohba (no publicado)

30 medellin Ordug, Rojas, Correa, Montoya and de Barjac, 1992
31 toguching Hodirev (o publicado)

32 cameroun Jacquemard, 1990; Juarez-Perez y col. (no publicado)
33 leesis Lee H. H.y col., 1994

34 konkukian lee H. H.y col., 1994

35 seoulensis Shim (no publicado)

36 malaysiensis Ho {no publicado)

37 andalousiensis Santiago-Alvarez y col., (no publicado)

38 oswaldoqruzi Rabinovitch y col, (v publicada)

39 brasiliensis Rabinovitch y col. (no publicado)

40 huazhongensis Yu Ziniu (no publicado)

L3l sooncheon Lee H. H. (no publicado)

42 jinghongiensis Rong Sen Li {no publicado)

43 guiyangiensis Rong Sen 1i (no publicado)

a4 higo Ohba (no publicado)

45 roskildiensis Hinrinschen & Hansen (no publicada)

Nota: De Barjac H., E. Frachon, 1990. Classification of 8. thuningiensss entomophaga 35: 233 - 240.



Cuadro 3. Clasificacion de las proteinas del cristal producido por B. thuringiensis e insectos

susceptibles.*

Tipo de Proteina Peso Molecular (KDa) Huésped
CrylA(a) 133.200 L
CrylA(b) 131.000 L
CrylA(Q) 133.300 L
CrylB 138.000 L
QryiC 134.800 L
CrylID 132.500 L
Crylf 133.200 L
CrylG 133.600 L
CryllA 70.900 L
CryllB 70.800 L-D
CrylliA 73.100 £
CryliIB 74.237 C
CryliB2*»* 74.393 C
CrytiC 129.400 C
CryliD 73.300 C
CrylVA 134.400 D
CryIVB 127.800 D
Crylve 77.800 D
CrylvD 72.400 D
CryV? 81.200 L-C
CryVA(a)y** N
CryVA(b)** N
CryVIA*» N
CryVIB** N
CytA 27.400 Citotdxica

Nota:* Adaptadas de Hofte and Whiteley, 1989. £l proceso molecular es dado a pantir de la secuencia de aminodcidos deducida de la secuencia
nucleotidica del primer gen reportado para cada una de las dases.**Peso molecular no reportado.***Donovan y col., 1992..?Apareci6

después de Feitelson y col., 1992.. L= Lepiddptercs: C= Coledipteros; D= Dipteros y N= Nemitodos,

2.4 TOXINAS DE Bacillus thuringiensis

Hannay en 1953, asocia al cristal producido por esta bacteria; activado contra las larvas
de insectos. Las toxinas producidas por cepas de Bacillus thuringiensis son ocho, las cuales se
muestran a continuacion:

. La fosfolipasa C (a-exotoxina)

. Exotoxina termoestable (B -exotoxina)

. Enzima no identificada que puede ser no tdxica (t-exotoxina)
. Proteina de cristal paraesporal (8—endotoxina)

. Toxina labil

. Toxina soluble en agua

U b oo =
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7. Exotoxina “factor ratén”
8. La toxina Biken-Ag
También se considera un antibiético bacilogénico y una proteinasa (Faust, 1982).

La habilidad que presenta B. thuringiensis para producir toxinas varia de una cepa a otra,
dependiendo de la composicion y condiciones del medio de cultivo (Dulmage y Burgerjo,
1977).

2.4.1 a-exotoxina

También conocida como fostolipasa C o lecitinasa, se ha estudiado en las variedades de
Baciflus thuringiensis y Bacillus cereus (Krieg, 1969), afecta a los fosfolipidos de membrana,
causando lisis y necrosis, actla sobre la molécula de lecitina con la formacién de un diglicérido
y fosforilcolina. Estudios sobre su biosintesis indican que aparece en la fase logaritmica de
crecimiento y su actividad mas alta se observa en el sobrenadante después de 10 horas de
inoculacion, su biosintesis y acumulacién ocurre en un rango de pH: 6.0 - 9.0. (Palacios, 1993)
su punto éptimo cercano al neutro, que es el que se presenta en el intestino de los insectos.
Algunas especies de Bacilllus thuringiensis son incapaces de producir lecitinasa. Se ha
encontrado  susceptibilidad por algunos insectos como: CGalleria mellonella, Plutella
maculipennis (Faust, 1982).

2.4.2 B-exotoxina

Fué descubierta por McConell y Richards en 1959 (Cantwell, 1964). El aislamiento y
caracterizacién preliminar de la beta exotoxina los condujeron de Barjac y Dedonder (1965 -
1968) a partir del serotipo H-1 (Lecandt, 1975). Farkas en 1969, propone que la estructura
quimica de a toxina estd compuesta por adenina, ribosa, glucosa y écido aldrico con un grupo
fosfato, con un peso total del compuesto de 700 Da (Farkas, 1976). Confirmdndose ésto con
estudios de resonancia magnética nuclear (Carberg, 1973). Su espectro de absorcién ultravioleta
presenta un maximo a 260 nm y minimo a 230 nm. Faust en 1973 la considera como un
producto extracelular, dializable, soluble en agua y termoestable a 120°C por 15 minutos (Faust,
1982), producida en la fase de crecimiento exponencial (Ignoffo, 1972). Se han aislado de los
serotipos: 4ac, 5, 7, 9, 10, 11, y 12 aunque su produccién es menor que en el 1 (Carlberg,
1973). Una caracteristica de esta toxina es su amplio espectro de toxicidad, que comprende los
géneros: Orthoptera, Coledptera, Lepid6ptera y Diptera principalmente (Wolfenbarger, 1972),
ademas de la mosca doméstica (Dunn, 1960).

Su modo de accion lo investigh Sebasta y Horska en 1968, quienes mostraron que la
exotoxina inhibe la ARN polimerasa dependiente de Escherichia coli “in vitro”, indicaron que
dicha actividad es téxica (de Barjac, 1976; Johnson, 1978 y Sebasta, 1968). Lam y Webster
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(1972), sugieren que bajas dosis causa la aparicion de individuos morfol6gicamente anormales
(Carlberg, 1973), Panda en 1971 estudi6 los efectos clastogénicos en plantas confirmando sus
observaciones. Sin embargo Meretoja y Carlberg (1971) (Kahlconen, 1979 y Linnainmma, 1977},
Thelestam (1972) (Carlberg, 1973), Kahkonen (1979) , Cantwell (1982) y por dltimo Marec y
col. en 1989, sostienen que éste compuesto no presenta actividad genotdxica (Marec, 1989).

2.4.3 6—endotoxina

Es de las toxinas mas importantes producidas por Bacillus thuringiensis (Faust, 1982), es
sintetizada en forma de protoxina durante el proceso de esporulacion (idiofase) dentro de la
célula vegetativa pero el mayor crecimiento ocurre durante las fases Ill y IV (Carlberg, 1973).
Esta protoxina aparece como una inclusién cristalina, la mayorfa de la veces se presenta en
forma bipiramidal pero puede variar en forma y tamano, dependiendo de los serotipos de la
bacteria, es diferente en cuanto a su composicién y cantidad de cadenas polipeptidicas, es
termolabil y soluble en soluciones alcalinas, es hidrolizada a una forma activa por enzimas
proteoliticas intestinales del hospedero, la susceptibilidad es dependiente de enzimas y serotipo
(Faust, 1982). Yamamoto en 1981, realizé estudios bioquimicos del cristal y obtuvo péptidos de
diferentes pesos moleculares un péptido de 135 Kda denominado P-1, el cual fue téxico para
Lepidépteros, y otro de 65 Kda denominado P-2, el cual atacé a dipteros, ademds de
Lepidépteros (Rowe, 1987 y Youn, 1970), Butkoen en 1994, estudié la interaccién de la 6—
endotoxina en las vesiculas de fosfolipidos, indicé que la toxina se disipa por difusién a través
de la membrana vesicular creando poros o canales permeables, dependiendo de las condiciones
acidas . El cuerpo paraesporal representa aproximadamente 1/3 del tamafio de la espora, esta es
una caracteristica constante en las especies de B. thuringiensis y Gnica diferencia entre éste y 5.
cereus (Llthy, 1980).

Su mecanismo de accién es sobre la superficie de las células epiteliales del intestino,
interactuando con lipidos especificos y provocando un efecto similar a sustancias tensoactivas
(detergentes), rompe la membrana celular y causa citolisis (Faust, 1980). En 1982 Hofte, sugiere
que la toxina induce la formacién de poros en la membrana de las células epiteliales del
intestino del insecto (Hofte, 1982) éstos cambios fisiolégicos ocasionan que el insecto deje de
alimentarse y muera (Faust, 1982). En el cuadro 4 se muestran los cultivos que son
principalmente atacados por 7. ni y H. virescens, y para los cuales se han obtenido excelentes
resultados.

Numerosos trabajos de genética se han desarrollado sobre la identificaci6n de las
proteinas del cristal, estructura de las mismas, asi como los genes que las codifican. Se sugieren
13 genes denominados Cry, los cuales han sido divididos en cuatro clases y varias subclases. En
base a (as caracteristicas estructurales y de toxicidad, atacando Lepidépteros (1), Dipteros y
Lepidépteros (1), Coledpteros (111} y Dipteros (IV) (Hofte, 1989). Por otra parte Krieg y col. en
1987, presenta 3 patotipos: a) patotipo A, patogenos para Lepidopteros, b) patotipo B,
patégenos contra Dipteros y c) patégenos para ColeGpteros (Krieg, 1987 y Rowe, 1987).

12



Cuadro 4. Cultivo afectados por Trichoplusia ni 'y Heliothis virescens susceptibles de ser

controlados por Bacillus thuringiensis

Insecto Lepidéptero Plaga

Nombre Comitn Cultivo

Trichoplusia ni

Heliothis virescens

Cusano falso medidor Ajonjoli,

Algodon
Brécoli
Cartamo
Col
Chicharo
Chile
Espinaca
Fresa
Meldn
Pepino
Sandia
Soya
Jitomate
Perejil
Tabaco

Gusano del fruto Jitomate

Garbanzo
Tabaco

Los insecticidas producidos a base de B. thuringiensis como principio activo, se muestran

en el cuadro 5.

Cuadro 5. Formulaciones comerciales apartir de Bacillus thuringiensis.

Nombre comercial

...............................................

Compaiiia

Beta exotoxina
Biotoxksybacillin
Eksotoksin
Toxobakterin
Delta endotoxina
Agritol

Baxthane
Bactospeine
Bathurin
Biospor

Biotrol BTB
Dendrobadillin
Dipel
Entobacterin
Insektin
Parasporin
Sporeine
Thuyriciede

All Union Inst. Agr. Microbiol. (URSS)
Glavmikrobioprom (URSS)
Glavmikrobioprom (URSS)

Merck & Co. (USA)

Rohm & Hass (USA)

Roger Bellon (Franaa)
Chemapol-Biokyma (Checoslovaquia)
Farbwerke Hoechst (Alemania)
Nutrilite Prod (USA)
Glavmikrobioprom (USA)
Abbott Labs. (USA)
Glavmikrobioprom (USA)
Clavmikrobioprom (USA)
Grain Proc. Lab. (LUSA)

LIBEC Laboratorie (Francia)
Sandoz-Inc (USA)
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2.5 METABOLISMO DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis presenta un comportamiento metabdlico complejo y algunos
aspectos hasta fa fecha son desconocidos. Su metabolismo bésico es siguiendo las rutas: de la
glucolisis, ciclo de Krebs y ciclo de glioxicolato (Rowe, 1987). Rowe en 1990, demostré que las
rutas de la valina, leucina e isoleucina funcionan como una unidad anfibélica de manera integra
y ordenada. El metabolismo seguido por B. thuringiensis se describe en tres pasos crecimiento
vegetativo, fase de transicién y por (ltimo la etapa de esporulacién.

2.5.1 Crecimiento vegetativo

Es realizado a base de carbohidratos (Freese, 1976), aunque hay evidencias de que
ademds ocurra catabolizacién de aminodcidos (Anderson, 1990; Rowe, 1990 y Sakarova, 1984).
El consumo de carbohidratos se realiza en un 93 -100% mediante la ruta de Embden-Meyer-
Parnas (EMP) y en escasas ocasiones se presenta la via de pentosas fosfato, el comportamiento
seguido se muestra en la figura 1 (Anderson, 1990 y Nickerson, 1974), donde se ha observado
que el lactato es el metabolito que se produce en mayor proporcién (Anderson, 1990). Otros
reportes indican que existe un consumo simultdneo de carbohidratos y aminodcidos para la
biosintesis y obtencion de energia, en este caso se acumula como producto mayoritario el
acetato (Rowe, 1990). Sakharova y col. en 1984, fueron los primeros en reportar el crecimiento
de B. thuringiensis variedad galferiae usando a los aminoécidos (medio a base de extracto de
levaduras) como fuente de carbono (Sakharova, 1984). Existen numerosos trabajos de los
medios donde se desarrolla B. thuringiensis entre ellos destaca materias primas de bajo costo
como melaza y harina de camarén.

2.5.2 Metabolismo de nitr6geno

Es complejo y en su mayoria desconocido, éste se puede asimilar en forma de amonio o
aminodcidos, las principales vias de asimilacién pueden ser mediadas por las enzimas: alanina
deshidrogenasa, glutamato deshidrogenasa, glutamato sintetasa y glutamina sintetasa (figura 2)
las dos primeras son consideradas las mds importantes, ya que las células vegetativas y esporas
presentan altas concentraciones de glutamato y alanina, en un 60% o mds de aminoécidos
libres. Posteriormente actGan como donadores de nitrgeno a otros metabolitos por via
transaminacion (Aroson, 1976).
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Figura 1. Comportamiento seguido por la bacteria durante la etapa de crecimiento vegetativo

los nimeros equivalen a la cantidad en micromoles requeridos.
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2.5.3 Fase de transicion

Esta ocurre a mitad de la fase logaritmica, al disminuir el flujo de la glucdlisis, son
utilizados los metabolitos intermediarios por la via de écido tricarboxilico y el ciclo de
glioxicolato (figura 3). Puesto que B. thuningiensfs carece de la enzima a-cetoglutarato
deshidrogenasa, no se completa el ciclo de Krebs, en su lugar se realiza el ciclo del dcido y-
aminobutirico produciendo finalmente el succinato y de esta manera retornar al ciclo de Krebs
(Aroson, 1976). Debido al aumento del 4cido y-aminobutirico, éste se canaliza para la
formacién de polihidroxibutirato (PHB), que puede formar pequefios granulos visibles al
microscopio (Rowe, 1990). El ciclo de glioxicolato es muy importante ya que gracias a él se
consume el acetato y se reemplazan los intermediarios C-4 removidos para biosintesis de otras
moléculas, en esta etapa el piruvato alcanza el punto maximo (Rowe, 1990).

Figura 3. Rutas seguidas durante la fase de transici6n.

2.5.4 Fase de esporulacién

Comienza con la formacién del cristal paraesporal, al mismo tiempo en que se forma la
pared de la preespora, la produccién de exoproteasas disminuye (Rowe, 1987), desarrolldndose
el uso de PHB y aminoacidos que sirven como fuente de energia para la maduracién de la
espora y cristal, asi como la lisis de la pared celular, la utilizacién del PHB depende de los
niveles de aireacion, presencia de potasio y el pH del medio. Esto se lleva a cabo siguiendo el

ciclo de Krebs y glioxicolato mostrado en la figura 4. (Rowe, 1990).
16



Figura 4. Pasos que se llevan a cabo durante la etapa de esporulacion,

2.6 MEDIOS DE CULTIVO PARA Bacillus thuringiensis

Para la producci6n del complejo espora-cristal se han desarrollado una gran variedad de
medios de cultivo, Jo importante para la seleccién del medio es que satisfagan las necesidades
nutricionales de la cepa a desarrollar, por ello es muy importante conocer el metabolismo de la
bacteria. Debido a la habilidad que presenta B. thuringiensis para desarrollarse en productos
naturales o bien en materia prima de bajo costo, se encuentran los siguientes ingredientes o
productos que pueden formar parte del medio de cultivo: como fuente de carbono se
recomienda el uso de hexosas y no de pentosas debido al metabolismo que sigue y destaca
entre ellas melaza (Foda, 1985; Galdn, 1988 y 1990), almid6n de maiz (Murga, 1983 y
Pendleton, 1969), sacarosa, glicerol y glucosa (Smith, 1982); como fuente de nitrégeno tanto de
origen animal como vegetal: la harina de maiz, harina de carne seca, harina de pescado,
levaduras y/o peptona {(extractos) (Dulmage, 1981); en cuanto a los requerimientos minerales se
han considerado a los siguientes Mn*?, K*, Ca™?, Zn*? (Nickerson y Bulla, 1974) y en algunos
casos Cu™” y Fe*?, se ha encontrado que la presencia de K,HPO, afecta a la produccion y
toxicidad (Foda, 1985). La seleccibn de las fuentes nutritivas se lleva a cabo bajo
consideraciones econémicas principalmente.

Se han utilizado una gran variedad de medios, Dubois en 1968, describe un medio que
contiene como fuente de carbono dextrosa 2.0 g como fuente de nitrégeno: bactopeptona
2.0g, (NH,),SO, 3.0g y como trazas minerales K,HPO, 17.4 g, MgSO, 0.03 g CaCl,.H,0O 18
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mg, Fe50,.7H,0 0.75 mg, CuS50,.5H,0 7.5 mg, ZnSO,.7H,0 7.5 mg y MnSO,.4H,0 40 mg
en litro de agua destilada (Dubois, 1968).

Dulmage en 1970, report6 el aislamiento de B. thuringiensis HD-1 var. kurstaki, en un
medio de dextrosa 5.0 g extracto de levadura 2.0 g K,HPO, 1.0 g harina de semilla de
algodon 1.0 g y harina de soya 1.0 g por litro de agua destilada, con ello se obtuvieron altos
niveles de produccién de §-endatoxina (Dulmage, 1970). Otros de los medios probados por
Dulmage en 1971, fueron aquellos en los que utilizaron distintas fuentes de carbono y nitrégeno
tales como triptona, proflo, harina de soya, algodén de maiz, extracto de levadura y
bactopeptona. En 3 especies de 8. thuringiensis una de la variedad alesti (serotipo 3a) y dos de
la variedad kurstaki (serotipo 3a, 2b), se observé que la produccién de 8—endotoxina y la
actividad insecticida varia ampliamente dependiendo del serotipo y medio en cual se desarrolla
(Dulmage, 1971).

Las materias primas han sido tan variadas que Nagama y col., reportan un medio de
cultivo sélido que consiste en nuez molida y polvo de médula de tamarindo con el propésito de
abtener un producto con alto nivel de esporulacion (Salama, 1990).

Dulmage y de Barjac, en 1973, utilizaron un aislado de B. thuringiensis HD-187 serotipo
5 (5a5b), el cual produce rendimiento superior a los anteriores de §-endotoxina, al utilizar tres
medios cuya composicion es la siguiente: todos contienen en comtn peptona 0.2 %, glucosa
1.5 %, extracto de levadura 0.2 % y sales minerales, el denominado medio B-4 contiene ademés
harina de semilla de algodén al 1 %, el B-4b al 2 % y por dltimo el B-8 al 2 % ademas de
liquido de remojo de maiz por litro de agua destilada. El producto obtenido tuvo una actividad
de 2x10” Unidades Internacionales (UI) por litro de caldo cosechado y el producto present6
una potencia de 200,000 Ul/mg (Dulmage y de Barjac, 1973).

Scherrer y col. en 1973, estudiaron concentraciones de 0.1 a 0.6 % de glucosa en un
medio que contenia extracto de levadura y sales, observaron que la longitud del cristal
presentando un incremento de 0.2 a 0.5um, sin afectar el tamafio de la espora y toxicidad
(Scherrer, 1973).

En 1980 Couch y Ross, recomendaron la utilizacién de productos naturales como
productos de maiz hidrolizados, almidén y dextrosa como fuente de carbono y como nitrégeno
liquido de remojo de maiz, levadura autolizada, harina de pescado, harina de semilla de
algoddn, harina de soya y caseina, con los cuales se puede reducir el costo del medio (Couch,
1980).

Por su parte Golberg y col. en 1980, optimizaron un medio de cultivo a escala semipiloto
en fermentadores de 500 liros de capacidad con glucosa 30.0 g peptona de soya 20.0 g
extracto de levaduras 4.5 g liquido de remojo de maiz 5.0 ml y sales minerales KCl,
(NH)25Q, H,PO, MgsO, CaClh.H,0, FeSO,7H,0, CuSO.5H,0, 2ZnSO.7H,0,
MnSQO,.4H,0 por litro de agua destilada, las condiciones del proceso fueron las siguientes
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temperatura 32°C, aireacién 0.3 VVM, agitacién de 120 a 160 rpm, pH de 6.2 a 7.4, tiempo
60h y finalmente se obtuvo una produccién de 4x1 0° UFC/ml (Golberg, 1980).

Lathy y Ebersold en 1981, utilizaron un medio formulado con ingredientes de bajo costo
como: harina de soya (35.0 g/l), almidén de maiz (12.15 g/l), extracto de malta (2 g/l),
K,HPO, 2H,0 (1.3 g/l), Mg50,.7H,0 (0.2 g/}, CaCl,.2H,0 (0.08 g/l) y MnSO.7H,O (0.08 g/l)
el pH se ajusté a 7.2 y la esporulacién total se llevé a cabo en menas de 48 horas (Liithy, 1381).

Maldonado en 1981, fué de [os primeros en recuperar cepas de 8. thuringiensis nativas
de |a regién de Nuevo Ledn, recuperadas de suelo a |as que denominé GM, posteriormente
Castro (1982) y Murga (1983), estudiaron estas cepas. Por su parte Maldonado se aboc6 a la
cepa GM-1 observé que al cultivarse en jugo de agave y harina de soya al 1%, la potencia
presentada hacia 7. n/ fué de 10,900 Ul/mg (Maldonado, 1981), en 1982 se encontrd que al
probarse la cepa GM-1 en medio de cultivo sin CaCO;, con melaza y jugo de agave la toxicidad
hacia larvas de S. frugiperda fue de 44% y para 7. n/la potencia mds alta de 14,500 Ul/mg (en
medios con CaCO;), Murga estudi6 las cepas GM-1 y GM-2, en 14 medios donde vari6 la
fuente de carbono, 8 con jugo de agave a 1°Brix (0.1 y 2%) y 6 con melaza al 2%, se vari6
ademds la concentracion de harina de soya, liquido de remojo de maiz, agua de cocimiento de
levadura (ACL), CaCO,, y sales minerales. Se realizaron pruebas de toxicidad y se encontr$ que
los medios que contenfan harina de soya, ACL y sales presentaban valores de actividad toxica
més alta contra 7. ni (32%) y con jugo de agave, harina de soya, ACL, y sales contra AH. virecens
(28%). La cepa GM-1 en los mismos medios presenté una actividad de 100% (Castro, 1982;
Maldonado, 1981 y Murga, 1983).

Salama y col. en 1983, proponen el uso de subproductos agricolas e industriales que
incluyen harina de semilla de algodén, harina de pescado, liquido de remojo de maiz, levadura
de forraje, sangre de res, subproductos secos de aves, suero de queso, semillas de leguminosas
como frijol de soya, garbanzo, habas, cacahuates y lentejas. Se utilizaron medios que contenian
como fuente de carbono glucosa (6.0 g/l), extracto de levadura (2.0 g/l), K;HPO, (4.3 g/),
CaCO; (2.0 g/l) y sales minerales en 2 % en los que se inocularon cepas de B. thuringiensis
variedades kurstaki'y entomicidus, resultando que la mezcla de éstos productos con la levadura
de forraje propicié cuentas mds altas de esporas con respecto a los se les afade sangre de res,
en cuanto a las leguminosas, presentaron alta produccién de esporas, en especial para
Entomicidus contra Spodoptera litoralis. Por lo que respecta a B. thuringiensis es ala su
toxicidad contra Hefiothis armigera (Salama, 1983).

Arcas y col. en 1984, reporta para la cepa HD-1 un rendimiento de masa celular de 75%
en almidén y glicerol (Arcas, 1984).

Dharmsthini y col. en 1985, observaron que se obtiene buena esporulacién y toxicidad
hacia larvas de Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus al desarrollarse B. thuringiensis y B.
sphaericus en un medio de subproducto hidrolizado de la factoria de glutamato monosédico al
4y 7 %, reduciendo el costo del medio a $ 7.05 d6lar y $ 11.67 respectivamente, lo cual hace
factible el proceso comercial (Dharmsthiti, 1985).
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2.7 RECUPERACION DEL CRISTAL INSECTICIDA

La recuperacién de la fraccién toxica es el paso mds importante en la elaboracién del
bioplaguicida, en el caso de Bacillus thuringiensis se han utilizado |as siguientes metodologias:
deshidratacion, liofilizacién, precipitacién lactosa-acetona y aspersién (Galan y col., 1993).

2.7.1 DESHIDRATACION

El proceso de deshidratacion involucra la eliminacién de agua, con el proptsito de
reducir la humedad final del ingrediente activo (cristal), esto ayuda a que no se desarrollen otros
microorganismos ademds de hacer mds eficiente el transporte y almacenamiento del producto
(Barack, 1988).

2.7.2 LIOFILIZACION

La liofilizacién implica la utilizacién de lactosa, lo cual incrementa el volimen pero su
alto costo la hace inaccesible sin embargo presenta la estabilidad del complejo espora-cristal,
(Betz, 1990 y Ohba, 1990).

2.7.3 PRECIPITACION LACTOSA-ACETONA

La precipitacion lactosa-acetona es la mds utilizada para la extraccion de B. thuringrensis,
la cual se eficientiza mds al centrifugarla antes de resuspender el sélido en solucién de lactosa y
posteriormente con acetona, para la obtencién del complejo (Dulmage, 1970).

2.7.4 ASPERSION

El método de aspersién consiste en una separacién mecdnica mediante la centrifugacién
seguida de un proceso térmico como el secado. Esta se adapta a fluidos con alto contenido de
humedad y que presenten sensibilidad al calor (Galdn, 1993; Medrano, 1987; Valenzuela, 1987
y Van, 1992).

2.8 PRUEBAS DE TOXICIDAD Y ESTANDARIZACION

La potencia de Bacillus thuringiensis como un bicinsecticida puede ser determinada por
varios métodos: 1) Rocket inmunolégico, 2) Células de insectos, 3) Bioensayos en insectos, esta
Giima es la forma mds recomendable, ya que se realiza directamente sobre una poblacién de
insectos estandarizada (Galan, 1993).
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En productos microbianos, el ingrediente activo lo constituyen las esporas y el cristal,
debido a que este producto no puede ser pesado ya que la cantidad de impurezas es elevada y
puede variar de una fermentacién a ofra, y sabiendo ademas que el peso de las esporas o
cristales no indican la cantidad de biocida presente, es por ello que solo através de bioensayos
se puede determinar la susceptibilidad del insecto plaga en anlisis y la potencia del producto.

Existen varios métodos para la realizacién de bioensayos, los de contacto que matan
todos los estadios de insectos por exposicién directa con sus superficies corporales, asi como
aquellos que se incluyen en la dieta para posteriormente ser ingeridos por el insecto a probar
(Burges, 1971).

Sternohous y Jerrel en 1950, estimaron las siguientes caracteristicas: 1) Especificar la
variedad y origen del aislado utilizado, 2) Medir la actividad por medio de un bioensayo, ya que
resulta inadecuada la cuenta de esporas. y 3) Estudiar la produccion de la 3-endotoxina como
efecto de fermentacién.

Splittstoesser y McEwen sugirieron que los bioensayos a la 3-endotoxina podian ser
mejorados si la toxina fuera administrada a los insectos-prueba incorporandola a la dieta
artificial, debido a que B. thuringiensis actGa como insecticida estomacal que requiere ser
ingerido para que se presente su actividad (Dulmage, 1970 y 1976).

En un esfuerzo por conocer la unidades mds apropiadas para medir la actividad
insecticida de las cepas patdgenas, se vi6 la necesidad de compararlo con una previamente
caracterizada. En Wegeningen, Holanda, se recomend6 la formulacién E-61 la cual contiene la
d-endotoxina de B. thuringiensis, que fue preparada por el [nstituto Pasteur en Parfs, Francia, y
adoptada como estandar primario de referencia internacional asignandole una potencia de
1,000 Unidades Internacionales (Ul/mg) (Burgeron, 1977 y Dulmage, 1971).

En 1972, en Brownville, Texas, representantes de tres productos bioinsecticidas en
Estados Unidos {International Minerals and Chemical Corporation, Nutrilite Products, Inc.,
Agricultural and Veterinary  Products Division, Abbot  Laboratories) proponen la
estandarizacion de la 3-endotoxina de B. thuringiensis mediante bioensayos contra 7richoplusia
ni a fin de compararlo con un material estdndar internacional, expresdndose como Unidades
Internacionales. De esta manera surge la formulacion HD-1-5-1971, que fue adoptada como
referencia primaria la cual presenta una potencia de 18,000 Ul/mg (Burgeron, 1977; Dulmage,
1973y 1975).

En 1980, cinco laboratorios diferentes se unieron para realizar bioensayos al producto
procedente de HD-1-5-1971, ¥ lo adoptaron bajo el nombre HD-1-5-1980 con 16,000 Ul/mg
de potencia, que es el estdndar que rige en la actualidad (Beegle, 1979; Dulmage, 1977 y
Calan, 1993).
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Seleccion de extractos

3.1.1 Procedencia

La coleccion internacional de bacilos entomopatégenos de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Le6n cuenta con aproximadamente 4,000
extractos de fermentacién almacenados, cerca de 3,000 de ellos corresponden a cepas HD y el
resto a GM. Las condiciones de fermentacién bajo las cuales se obtuvieron dichos extractos se
encuentran detalladas en tarjetas de archivo. Estas condiciones incluyen pardmetros de:
aireacion, agitacién, composicién del medio de cultivo, volimen utilizado, tipo de fermentador,
métodos de extraccion del complejo espora-cristal: precipitacién lactosa-acetona, caldo
recuperado y secado por aspersién, asi como la actividad insecticida contra diversos insectos
plaga. Actualmente los extractos se encuentran en forma de polvo seco, con diferentes tiempos
de almacenamiento. Estos constituyeron la base para la seleccion de los extractos en esta
investigacion.

3.1.2 Parametros de seleccion

A fin de seleccionar los extractos mas toxicos se revisaron 1,215 tarjetas correspondientes
a la clave HD. Actualmente depositadas en la CIE, la selecci6n se realizé en base a las siguientes
caracterfsticas :

i)Que los datos de archivo sean lo mas completos posibles, en cuanto a las condiciones de
desarrollo del proceso y al método de obtenci6n del extracto.
ii)Existencia y disponibilidad del extracto.
iii)Que presentaran valores de potencia superior al estindar comercial contra los insectos plaga
designados (Trichoplusia niy Heliothis virescens).
iv)Que los valores de produccién con los que se obtuvieron fueran superiores a 14 gfl , que son
los fndices mds altos obtenidos en la planta de fermentacién.
v)Serotipo y serovariedad a la cual pertenece.
vi)Composicién del medio de cultivo utilizado.

3.1.3. Extractos seleccionados

Los extractos se seleccionaron en base a los 6 lineamientos anteriores, mediante
muestreo sistemdtico, éstos se presentan en el cuadro 10; a los mismos se les determiné la
actividad insecticida actual mediante bioensayos contra los insectos plaga Trichoplusia ni'y
Heliottys virescens.
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3.2 Estudio de toxicidad de los extractos

3.2.1 Caracteristicas del experimento

Las condiciones en que se llev a cabo el bioensayo se muestran en el cuadro 6. Se
pesaron 250 mg de extracto almacenado y se aforaron a 50ml con agua destilada para preparar
la solucién stock de una concentracién de 5 mg/ml, se afiadi6 ademds 0.1 ml de anti-
espumante Dow Cornig al 20 % . De aqui se tomaron 1.25 y 12.5 ml para obtener
concentraciones de 50 y 500 pg/mi respectivamente en un volumen final de 125 ml al
mezclarse con dieta Shorei modificada (Cuadro 7), necesaria para el crecimiento de los insectos
plaga a probar, la cual se distribuy6 en 25 copas de plastico, se dejaron secar por 2 h a
temperatura ambiente y posteriormente se infestaron con una larva neonata del primer instar
por copa, se cubrieron con una tapa y se introdujeron en bolsas de papel las 25 copas
correspondientes a cada concentracién. Se incubaron de 25 - 272C con una humedad relativa
de 55 %, por 7 dias segln lo establecido por Dulmage, 1970; Orlin, 1977; Moroes, 1978.
Posteriormente se determiné el porcentaje de mortalidad de los extractos correspondientes. Se
empleé un control positivo representado por la dieta suplementada con una concentracién
determinada del estindar comerdial y uno negativo con la dieta y como testigo la dieta con el
anti-espumante (Frost y Suilivan, 1990).

Cuadro 6. Condiciones experimentales en que se realizé el estudio de toxicidad de extractos.

Elementos Valores

Extractos insecticidas 7

Dosis probadas 50 y 500 ug/ml

Insectos probados Trichoplusia ni
Heljothis virescens

Condiciones de incubacién Temperatura 30 °C
Humedad relativa 55 %

Tiempo de observacién 7 dias

Repeticiones 3

Unidad experimental 1 copa

Tamano de muestra 25 unidades

3.2.2 Determinacién del indice de mortalidad

La férmula utilizada para obtener el grado de mortalidad de acuerdo a Dulmage y col.
1970y 1973 es la siguiente:
% de Mortalidad = ( ILM. / I.T.) x 100

Donde: I. M. = Insectos muertos

I. T. = Insectos totales
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Se determinaron ademds el promedio de tres repeticiones, asi como su correspondiente
coeficiente de variacién, con esto se procedi6 a seleccionar aquellas cepas que guardaban
toxicidad después de haberse almacenado a lo largo de 15 anos o mas y que todavia
presentaban actividad insecticida.

Cuadro 7. Composicién de la dieta Shorei modificada.

Componentes Cantidad (g/1)
Harina de soya 71.10
Germen de trigo 31.10
Sal Wesson 10.60
Sacarosa 13.60
Acido sorbico 1.00
Metil-d-hidroxibenzoato 1.60
Acido ascorbico 4.26
Agar-agar 15.70

Soluciones (ml)
Acido acético al 25 % 12.00
Formalina al 10 % 4.40
Cloruro de colina al 15 % 7.30
Solucion vitamihica 3.50
Agua destilada 1000.00
Solucion vitaminica
Pantoteato de calcio 12.00
Niacina 6.00
Riboflavina 3.00
Acido félico 3.00
Tiamina 3.00
Piridoxina 1.50
Biotina 0.12
Vitamina B-12 25.00

3.2.3 Anélisis estadistico

Los resultados de mortalidad de dichos extractos se sometieron al andlisis de varianza
bajo el disefio completamente al azar mediante el paquete Stat grafic 2 para una computadora
personal 386 Nec/MultiSync 2A.

3.3 Optimizacién del medio de cultivo

3.3.1 Fuente de carbono

Bacillus thuringiensis lleva a cabo su crecimiento vegetativo principalmente apartir de
carbohidratos, el metabolismo de azucares es por la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
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fluctuando entre el 93 y 100 % segiin Nickerson, 1974 y Anderson, 1990. Se ha observado una
marcada preferencia por las hexosas es por ello que se eligi6 a la dextrosa y melaza como
fuentes de carbono, la primera, debido a que originalmente el extracto fué producido en esa
fuente y la segunda, por que es una materia prima disponible en la region, se han obtenido
buenos resultados y ademads es sumamente econémica (Palacios, 1993; Galan, 1993).

3.3.2 Fuente de nitrégeno

El metabolismo del nitrégeno es poco conocido y mds complejo que el de carbohidratos.
Este puede ser asimilado en forma de amonio y aminodcido, Aronson (1976) reporté que las
principales vias de asimilaciébn podrian ser mediadas por enzimas entre las que se encuentran:
alanina deshidrogenasa, glutamato deshidrogenasa, glutamato sintetasa y glutamina sintetasa. La
fuente de nitrégeno estuvo representada por la harina de soya (rica en aminodcidos y otros
materiales), asi como los cofactores por el liquido de remojo de maiz, que contiene nitrogeno y
proteinas, la proporcién que se utilizaron fueron de 10 y 20 g/l respectivamente, en los medios
de cultivo disefiados.

3.3.3 Disefio experimental

Los factores probados como fuente de carbono fueron, melaza o dextrosa, fuente de
nitr6genc harina de soya y como cofactores el liquido de remojo de maiz.

Cuadro 8. Composicién de los medios de cultivo utilizados para las cepas mds téxicas de la

coleccion.

CLAVE DEL MELAZA DEXTROSA L.R.M. H.S.
MEDIO (g (g) (g (g)
E- 1 20 - 10 20
E- 2 - 1.5 20 10
E- 3 30 - 15 15
E- 4 20 - 10 15
E- 5 - 1.0 10 10
E- 6 10 - 10 15
E- 7 10 - 10 10
E- 8 10 - 10 20
E- 9 10 - 20 10
E-10 10 - 20 20
E-11 30 - 10 10
E-12 30 - 10 20
E-13 30 - 20 10
E-14 30 - 20 20

LRM. :Liquido de remojo de maiz , H.S. : Harina de soya y (g/l) : gramos por litro.
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En el cuadro 8 se muestra la composicién de los 14 medios de cultivo probados, los seis
primeros reportados por Palacios y col.* como adecuados, asi como factibles para el desarrollo
de B. thuringiensis , los 8 restantes proceden de un arreglo factorial de 2* utilizando 2 niveles
representados por concentraciones de: a) 10y 20 gl y b) 10 y 30 gl vy los 3 factores
corresponden a las fuentes de carbono, nitrégeno y cofactores. A los medios de cultivo se les

adicion6 1 g/l de CaCO; como amortiguador de pH.
* ; Trabajo en prensa

3.3.4 Seleccion del medio de cultivo

3.3.4.1 Activacién de la cepa

A los extractos seleccionados por el método estadistico fueron activados siguiendo la
metodologia propuesta por Vandekar, 1983:

1. Se pes6 0.1 g del extracto almacenado y se diluy6 en 9.9 ml de H,O destilada estéril a un
pH=7.0, posteriormente se pasteurizé a 80 °C por 10 minutos.

2. Se procedié a sembrar en cajas con agar nutritivo a pH=7.0 en cuatro cuadrantes, se
incubaron a 30 °C de 24 a 48 horas.

3. Aquellas colonias puras cristaliferas se seleccionaron y sembraron en tubos con agar nutritivo
inclinado incubdndose para su crecimiento, posteriormente se almacenaron a temperatura de
refrigeracién. Al momento de utilizarse se activaron (por ftriplicado) para la realizacion de
estudios.

3.3.4.2 Preparacion del inéculo

Una vez activada la cepa, se tomaron varias asadas y se inocularon 3 matraces
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad, los cuales contenian 50 mi de caldo triptosa fosfato (CTP),
a pH=7.0, estos se mantuvieron en agitacién a 200 rpm en un agitador rotatorio (Controlled
Enviroment Incubator Shaker, New Brounswick Scientific) durante 18 h a 30 °C Solomons,
1967.

3.3.4.3 Propagacion

Se tom6 el 1 % (V/V) como in6eulo del medio CTP para sembrarlo en los 14 medios de
cultivo designados (por triplicado), que estaban contenidos en matraces Erlenmeyer de 500 ml
de capacidad con 100 ml de dichos medios, se mantuvieron en agitacién a 200 rpm a 30 °C en
el agitador rotatorio durante 10 horas.



3.3.4.4 Determinacion de la cinética de crecimiento

Se tomaron alicuotas de 3 ml al inicio y final del proceso a las cuales se les determiné lo
siguiente :

1.Se realizaron observaciones microscopicas cada 12 h a los medios de cultivo y después de 48
h cada 6 horas para determinar el final del procesc al observar el 80 % de la formaci6n
espora-cristal.

2.Medicion de pH : se colocaron 3 ml de cada muestra en 10 ml de agua destilada de pH =7.0
para medir el pH resultante utilizindose un pHmetro marca Beckman.

3.Determinacién de azucares: se analiz6 por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Las
muestras recuperadas durante el transcurso de la fermentacion se almacenaron a temperatura
de congelacién, al momento de llevar a cabo la determinaci6n se descongelaron y
centrifugaron a 3,000 rpm por 15 minutos, del sobrenadante se tomé 1 ml, el cual se
deposité en un tubo de ensaye, luego se le agregd 1 ml del reactivo DNS, se calent6 en un
bano de agua por 5 minutos, transcurrido ese tiempo se pasaron a un bafio de hielo se les
adicionaron 2 ml de agua destilada fria y se agjtaron. Posteriormente se realizaron lecturas de
absorbancia en el espectrofotémetro modelo 690 marca Sequoia-Turner Corporation a una
longitud de onda 540 nm (Palacios, 1993).

3.3.4.5 Recuperacion del complejo espora cristal

Se utilizé el método de precipitacién lactosa-acetona propuesto por Dulmage (1970), en
el cual se ajusté a pH=7.0 con HCI 1N el cultivo, después se centrifugé a 10,000 rpm durante
20 minutos, subsecuentemente se decanto y se pest el precipitado con una relacion de 1:1.71
se resuspendi6 éste en lactosa al 5 %. Se agit6 por 30 minutos, se dej6 reposar 10 minutos y a
éste volumen se le anadié acetona en proporcién de 1:3.4 agitando 30 minutos, una vez
concluido esto se filtré al vacio utilizando un papel fittro Whatman No. 1, el filtrado fue secado
y raspado para recuperarlo, se pulveriz6 con ayuda de un mortero y se pes6 para cuantificar asi
la produccién y rendimiento obtenido. El extracto se guardé en frascos de pléstico con tapa a
condiciones ambientales, para después determinar: ndmero de esporas viables, asi como
bioensayos que permitieron analizar su potencia y toxicidad.

3.3.4.6 Determinacion de produccion
Se obtuvé utilizando la siguiente férmula:

Producci6n = Peso de extracto seco (g)
Volumen de cultivo (ml)
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Este resultd un pardmetro basico que se utilizé junto con la toxicidad para la seleccién
del medio de cultivo. Se realizaron andlisis de varianza bajo un disefic completamente al azar.
3.3.4.7 Conteo de esporas
El conteo se llevé a cabo de la siguiente forma:

1. Del extracto recuperado se hizo una dilucién de 0.1g en 9.9 ml de agua destilada estéril a
pH=7.0

2. Se g)asteurizé a 80 °C por 10 minutos y se efectuaron una serie de diluciones de 10 hasta
10

3. Posteriormente se sembraron por difusion 1 ml de las diluciones en placas de agar nutritivo
estéril, con pH=7.0, se incubaron a 30°C por 24 horas.

4. Finalmente se efectu6 un recuento de las unidades formadoras de colonias (U.F.C./g).

3.3.4.8 Determinacién del coeficiente de rendimiento celular en base al sustrato (Yx/s)

Este parimetro se determiné a cada experimento através de la cuantificacion de la
biomasa celular y del consumo de azucares reductores segin la férmula:

Yx/s = X - Xo
So0-3§

Donde :
Yx/s :Coeficiente de rendimiento celular en base al sustrato (g/g).
X :Concentracion final de la biomasa celular (g/l).
Xo  :Concentracion inicial de la biomasa celular (g/l).
S :Concentracion final de azucares reductores (g/l).
S :Concentracion inicial de azucares reductores (g/]).

Para estimar la biomasa celular (g/l) se consideré el peso de una célula del género de
Bacillus thuringiensis que es de 2.295 x 10”° gy el nGmero de esporas presentes en el extracto
recuperado (U.F.C./g), para finalmente determinar los gramos de células secas (rendimiento)
obtenidos.

3.3.4.9 Bioensayos de los extractos a nivel matraz
A los extractos recuperados se les probé su actividad insecticida con larvas neonatas de

Trichoplusia ni. Se determiné el porcentaje de muerte a concentraciones de 50 y 500 ug/ml y
para calcular la concentracién necesaria para eliminar la mitad de la poblacién, se probaron 7
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dosis con las siguientes concentraciones : 50, 45, 35, 25, 15, 5 y 1 ug/ml, para posteriormente
determinar la potencia (Dulmage, 1973).

3.3.4.10 Determinacion de potencia

Se determiné el porcentaje de mortalidad a cada una de las concentraciones, se
sometieron a un andlisis de regresién procedentes del paquete Probit para determinar la dosis
letal media (DLs,) de la poblacién probada ( Dulmage, 1973). Una vez conocido éste valor se
determiné la potencia mediante la férmula :

U.l/ug = D.L.5, del estindar x U. I. del estandar
D.L. 5, de la muestra

Donde:

U.L./ug : Unidades Internacionales por microgramo de muestra.
D.L.sp : Dosis Letal media (en microgramos por mililitro).

U.L del estindar HD-1-5-1980: 16,000 U. I.

3.3.5 Toxicidad comparativa de las cepas seleccionadas
Finalmente los resultados de toxicidad presentados por los extractos recuperados
procedentes de los medios de cultivo, se sometieron al andlisis de varianza para evaluar el

efecto de la misma en relacién a los medios y para determinar la toxicidad entre las cepas se
realiz6 una prueba de t Student's.

3.4 Evaluaci6n y seleccién de una cepa altamente tdxica

3.4.1 Consumo de materia prima

Con los resultados obtenidos en la determinacién de azucares reductores, al inicio y final
del experimento, se determiné el consumo de la fuente de carbono por las cepas en cada
medio, realizado esto se sometieron los resultados al analisis de varianza y se clasificaron de
acuerdo a su utilizacion de esta fuente (Zar, 1984).

3.4.2 Parametros de producci6n
Determinada la produccién, productividad y rendimiento en los medios de cultivo

probados por las cepas, se realiz6 el andlisis de varianza, para determinar la existencia de efecto
de los pardmetros arriba mencionados en relacién a los medios de cultivo y mediante la prueba
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de comparacién de medias, la seleccién de aquellos que presentaran mayores ventajas para el
escalonamiento a nivel fermentador de 14 litros.

Para la selecci6n de la cepa se consider6 el nivel de produccién, obtenido de la raz6n de
la produccion y la DL, a los valores mds altos de dicho factor se les midié el consumo de la
materia prima asi como el costo y de ésta manera se seleccion6 al que lo hiciera més factible a
escalar.

3.5 Produccién a nivel de fermentador de 14 litros.

3.5.1 Preparacién del indculo

Se realiz6 de la misma manera que el experimento a nivel matraz (Dulmage, 1971).

3.5.2 Propagacion

Del medio CTP se tomé el 1 % (V/V) para sembrarlo en 3 matraces Erlenmeyer de 500
ml de capacidad con 100 ml| del medio de cultivo seleccionado estéril, se mantuvieron en
agitacién a 200 rpm a 30 °C en un agitador por 18 horas, posteriormente se inoculé un
volimen de 100 ml al fermentador de 14 litros el cual contenia un volGmen de operacién de 7
litros de medio de cultivo seleccionado mds 50 ml de antiespumante Dow-Coming al 20%. De
este se tom6 una alicuota para determinar el nimero de células con las que se inici6 del
proceso.

3.5.3 Medio de cultivo utilizado

El medio se seleccioné en base a los resultados generados en el experimento a nivel
matraz, a éste se le determind azucares reductores presentes y pH, durante el proceso.

3.5.4 Condiciones a nivel fermentador

En el cuadro 9 se muestran las condiciones en las que se llevé a cabo la fermentacién,
éstas se eligieron en base a estudios realizados por Palacios, 1991 y Galan, 1993, se considero al

mejor tratamiento para la produccion de bioinsecticida a esta escala de acuerdo a andlisis
estadisticos.
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Cuadro 9. Condiciones a nivel fermentador 14 litros para la produccién de la 8-endotoxina de

la cepa HD-1.
Parametros Valores
Alireacion 0.75 VWM
Agitacion 500 rpm
pH 7.0-8.0
Temperatura 30°C

VWM = Volumen de aire por volumen de medio por minuto
rpm = revoluciones por minuto
°C = grados centigrados

Los experimentos se realizaron en 3 fermentadores de 14 litros de capacidad de marca
New Brunswick Scientific Co. Inc. Modelo MF-114.

3.5.5 Cinética del cultivo

Se tomaron alicuotas de 5 ml durante el desarrollo del proceso y las cuales se les
determin6

1. Frotis consecutivos cada 2 h para observar el desarrollo de la cepa hasta finalizar la
esporulacién.

2. Medicién de pH: este se midi6 con electrodo tipo Ingood implantado al fermentador durante
todo el proceso.

3. Determinacién de azucares: se analizaron por el método del dcido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

3.5.6 Recuperacién del complejo espora-cristal

Se utilizé el método de precipitacién lactosa-acetona propuesto por (Dulmage,1970) el
cual se explicé con anterioridad.

3.5.7 Determinacién de pardmetros de produccién

La produccién, el rendimiento, la productividad se determinaron de la misma manera
que a nivel matraz utilizando para ello las formulas anteriormente ya sefialadas.
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3.5.8 Bioensayos de los extractos, conteo de esporas, y determinacién del coeficiente de
rendimiento celular en base al sustrato (Y x/s).

Estos se realizaron siguiendo la metodologfa aplicada a nivel matraz.

3.5.9 Demanda biolégica de oxigeno

La demanda biolégica de oxigeno (Na) se determiné por el método de Humprey y cal.
(1976), que consiste en eliminar durante el proceso la aireacién y practicamente la agitacién, en
éste momento la concentracion de oxigeno disuelto se detect6 en funcién de la concentracién
de células de Bacillus thuringiensis presentes, al graficar la disminucién del porcentaje de
oxigeno disuelto contra tiempo en segundos, el valor de la pendiente representa el
requerimiento de oxigeno expresado como Na en gramos de oxigeno por litro de medio de
cultivo por hora (Medrano, 1992 y Wang, 1979).

3.5.10 Velocidad especifica del consumo de oxigeno

Para Bacillus thuringiensis el QO, es un pardmetro importante de fermentacién, el cual
representa la velocidad especifica del consumo de oxigeno expresado como g de oxigeno /g de
células secas por hora. Este se determiné en razén a la demanda de oxigeno (Na) entre los
gramos de células secas existentes en cada litro de medio de fermentaci6n (Demain, 1986).

3.5.11 Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (K,,)

La medicién de este pardmetro se realizé6 mediante el método dindmico de Humprey
(1967), el cual se basa en la variacién de la concentracién del oxigeno disuelto con respecto al
medio que es igual a cero. Sin embargo, al realizarlo en cultivo intermitente es de suponer que
esta situacién no es asi. Para establecer una metodologia sencilla de medici6n se dividi6 el valor
de Na determinado anteriormente entre el gradiente de concentracién de oxigeno (C,-C*), que
prevaleci6 durante la medicién con la presencia de células, obteniéndose finaimente el
coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno expresado como K,=h"" (Moresi,
1988 y Crueger,1989).
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RESULTADOS

4.1. Seleccién de extractos

De la revision realizada a los archivos de la coleccion internacional de bacilos
entomopatégenos (CIE), se seleccionaron 25 extractos clave HD superiores en actividad téxica al
estindar comercial, considerados como los mejores y de éstos se eligieron 7 en base a los
criterios sefalados anteriormente (Seccion 3.1.2), los cuales se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10. Caracteristicas de los extractos seleccionados de la coleccién internacional de
bacilos entomopatégenos para el control biol6gico de 7. ni'y H. virescens.

Extracto  Cepa  Serotipo Tipode Produc-  Potencia Potencia
(clave) HD cristal ciébn T.mi H. virescens
(gh) u. . u L.

FR55C44 187 3a3b k-73 30.87 87,000 Nd
kurstaki

FR84C40 1 3a3b k-1 30.80 775,000 588,000
kurstaki

FR85C25 164 3a3b k-1 2610  1:510,000 825,000
kurstaki

FR208F36 263 3a3b k-1 43.00 62,900 1,540,000
kurstaki

FR215A42 1 3a3b k-1 Nd 587,000 1;730,000
kurstaki

FR215F42 1 3a3b k-1 Nd 754,000 1,270,000
kurstaki

FR246C36 73 3a3b k-73 26.00 38,400 55,400
kurstaki

* Nd : no determinada, U. I. : Unidades internacionales.

4.2. Estudio de toxicidad de los extractos

A los extractos seleccionados se les determiné su actividad insecticida después de 15
afos de almacenamiento. Esto se realiz6 mediante bioensayos, los resultados se muestran en el
cuadro 11. Para observar el efecto de los extractos, los porcentajes de mortalidades fueron
sometidos al andlisis de varianza donde se determiné que existen diferencias en el
comportamiento insecticida de los extractos (cuadro 1A), en cuanto a la comparacién de medias
(Tuckey), Zar,1984, se observaron 4 grupos las cuales se muestran en el cuadro 12; en las
cepas HD-1, HD-73, HD-187 y HD-263 la actividad insecticida se ha mantenido; las dos
primeras presentaron los mds altos niveles (superiores al 80%) asi como un comportamiento
semejante, por su parte se observé que la cepa HD-164 perdi6 toxicidad.
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Cuadro 11. Toxicidad presentada por 7 extractos de la coleccion internacional de bacilos

entomopatégenos después de 15 afios de almacenamiento.

Clave de Extracto Insectos probados
(Cepa) Trichoplusia ni Heliothis virescens
50 pg/mi 500 pg/ml 50 ug/ml 500 pg/ml
FR55C44 (HD-187) 0.0 20.3 + 8.5 42.3 + 19.0 80.0 = 10.0
FR84C40 (HD-1) 31.3 £ 12.5 78.5 + 8.7 67.9 = 10.9 90.0
FR85C25 (HD-164) 6.8+ 68 (14993 0.0 6.5 6.5
FR208F36 (HD-263) 6.5+ 6.5 449 £ 6.3 90.0 90.0
FR215A42 (HD-1) 55.4 + 16,5 90.0 90.0 90.0
FR215F42 (HD-1) 33.6+ 13.3 90.0 83.0 + 6.8 90.0
FR246C36 (HD-73) 332+ 5.7 90.0 90.0 90.0

Nota: Los valores contenidos en la tabla corresponden a la media + su desviacion estindar del % de mortalidad con su respectiva comeccidn,
donde el 0 significa que no presento mortalidad y el 90 corresponde a la eliminacion de toda la poblacién

En cuanto al efecto que presentd la dosis, indica que existen diferencias en la
concentracién de 50 ug/ml y 500 ug/ml en ambos insectos, para ello se realizaron pruebas de
X?, resultando mas tdxica la segunda; por dltimo en relacion a los insectos plaga ( Trichoplusia ni
y Heliothis virescens) mediante pruebas de X? (Cuadro 2A) se observaron diferencias de
toxicidad entre los insectos siendo mds susceptible Heljothis virescens ( Ge Z. y col., 1991), lo
cual concuerda con los experimentos realizados por Dulmage, quién reporta valores de
mortalidad total, esto se debi6 a que la bacteria fué cultivada en diferentes medios lo cual hizo
que la actividad insecticida fuera diferente, inclusive se tratindose de la misma cepa, trabajos
de: Dulmage, Salama y Smith afirman lo obtenido, ellos mencionan que la toxicidad de las
cepas de Bacillus thuringiensis son dependientes del serotipo asi como del medio donde se
propaga, sin embargo cabe considerar que la estructuracién genética es diferente en cada
serotipo (Hofte y Whiteley, 1989).

Cuadro 12. Comparaciones de medias de la toxicidad de los 7 extractos seleccionados de la
coleccién internacional de bacilos entomopatégenos.

Clave del extracto Promedio + desv. Std Grupos estadisticos
(Cepa) % de mortalidad

FR215A42 89.3833 £ 5.5467 a

FR246C36 82.5166 = 9.1326 ab

FR215F42 81.1583 = 9.7040 ab

FR84C40 77.2166 = 8.9793 ab

FR208F36 62.8333 + 12.3520 bc

FR55C44 38.6250 = 11.5828 c

FR85C25 2.0000 = 1.0446 d

Nota: Los valores promedio y la desviacién estindar se expresan con su respectiva comeccion del %, la literales diferentes indican diferencias
significativas (p £ 0.05, Zar, 1984).
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Mediante los andlisis de varianza aplicados a la toxicidad de los extractos asi como a las
pruebas de comparacién de medias de Tuckey y pruebas de X?, procedente del paquete
Statgraphic 2, se seleccionaron a las cepas HD-1 y HD-73 como las mejores candidatas, para la
recuperacién de su actividad téxica.

4.3. Evaluacion y seleccién de la cepa mds téxica

Para realizar esto se tomaron en cuenta las factores mas importantes que intervienen en
el proceso de produccién del bicinsecticida y que son los siguientes:
4.3.1 Consumo de materia prima (Azicares)

El consumo de az(icares en los medios de cultivo fué variable, se observé la utilizacién
de la fuente de carbono del 60 al 70% en los medios con dextrosa y con respecto a los que
contenian melaza su rango fué mas amplio del 20 al 70 %.

La prueba t de Student”s mostrada en el cuadro 13 compara de forma general a las dos

cepas e indica que no existen diferencias significativas entre el consumo de aztcares de ambas.

Cuadro 13. Prueba t de Student’s para comparar el consumo de az(cares en los catorce
medios por las cepas B. thuringiensis HD-1y HD-73.

Pardmetro Valor

t 0.423154 NS

Nivel de significancia 0.067390

Tamafo de la poblacién 42 unidades de c/cepa

Nota: NS: no significativa.

Analizando individualmente el comportamiento de la cepa HD-1 en los catorce medios
de cultivo de acuerdo a la utilizacién de la fuente de carbono, el ANOVA presentado en el
cuadro 3A, pone en evidencia que existe efecto entre los medios, la prueba de comparacién de
medias de Tuckey, mostré que existen 8 diferentes grupos, de los cuales los medios que
contenian dextrosa como fuente de carbono ( E-2 y E-5) presentaron un alto consumo junto con
el medio E-11, en ellos el contenido de harina de soya fue idéntico (10 g/), resultados
semejantes fueron obtenidos por Palacios, quién utilizando un medio de melaza con semejante
contenido de azdcares reductores observé el mismo consumo y en el medio con dextrosa la
utilizacién de dicha fuente fué superior al 55 %. Cabe mencionar que en los medios: E-14, E-
12, E-10, E-6 y E-1, se observé un minimo consumo de azicares reductores, se indica
graficamente en |a figura 5.
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Figura 5. Azcares consumidos (%) por la cepa Bacillus thuringiensis HD-1 en los medios de
cultivos probados.
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Los resultados obtenidos para la cepa HD-73 indicaron que existen diferencias
significativas en el consumo de azicares en los catorce medios de cultivo con una probabilidad
de error de 0.0 (cuadro 4A), las pruebas de comparacién de medias de Tuckey mostraron 8
grupos. Los consumos mds altos al igual que en la cepa anterior los presentaron los medios E-2,
E-5y E-11, asocidndolos a las caracteristicas antes mencionadas; mientras que los medios E-6, E-
13 y E-1 siguen un patrén de consumo bajo sin presentar caracteristica alguna en su
composicién, esto va de acuerdo con los resultados obtenidos por : Dulmage, Salama y Smith,
que indican que el comportamiento de la cepa depende de la composicion del medio de
cultivo , por otro lado los medios E-9, E-8, E-3, E-7, E-12 y E-14 presentan un comportamiento
semejante, en ellos la proporcién de la fuente de carbono fue de 10y 30 g/l y la de nitrégeno y
cofactores de 10 a 20 g/l. La representacion del comportamiento de estos se muestra en la
figura 6.
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Figu 6. Consumo de az(cares (%) por la cepa HD-73 en los 14 medios de cultivo probados.

4.3.2 pH

El pH fue diferente en ambas cepas, en el cuadro 14 se muestra la prueba t de
Student”s que determiné esto.

Cuadro 14. Comparacién de pH para ambas cepas de B. thuringiensis mediante la prueba de
Student”s.

Pardmetro Valor

t 1.4868 NS
Probabilidad de error 0.1409

Nuamero de observaciones 42 unidades/cepa

Nota: NS : no significativa

El andlisis de varianza realizado a cada una de las cepas (cuadro 5A y 6A), dedujo que el
pH es diferente en cada medio de cultivo donde se desarrollaron, m