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OBJETIVO



La presente revisién bibliogrdfica tiene como £in, dar a conocer los
avances que se han lograde hasta la actualidad, en los difeventes niveles de las
investigaciones realizadas sobre control microbiolSgico de insectos causantes de

plagas.

El control microbloldgico ha adquirido recientemente gran importan--
cia en el combate de enfermedades y plagas por insectos, debido a que el uso des
medido e incorrecto de plaguicidas dentro de las dreas cultivables en todo el =--
mundo, ha trafdo como consecuencia una alta contaminacidn y un desequilibrio ecg
13gico que ha ocasionado el abandono de muchas tierras que anteriormente fuerone

de elevada produccidn ungcoln‘.

El uso inadecuado de los insecticidas y otros productos quimicos ha~

dado origen a tres problemas de gran importancia como son:
a) El efecto de los insecticidas en el equilibrio de la naturaleza.
b) El desarrollo de especies de insectos resistentes a los insecticidas.

c) Y los efectos producidos por los residuos tdxicos de los insecticidas en el~

consumidor.

Por lo anterior, han realizado diversos intentos para usar microorga
nismos entom3genos en el control de las Infestacliones econdmicas de insectos, al
gunos de ellos han tenido éxito, otros tan sdlo buenos resultados parciales y al
gunos mis han fallndo completamente. Sin embargo, el control microbiano ha avan
zado rdpidamente debido a la adopeidn de muchos de los principios y métodos tan-

to del control biolSgico como del control qufml:ol.

Este esfuerzo exitoso del control microbiano en conjuncidn con el —-
astablecimiento de los insectos pardsitos y el uso juiciloso de los insecticidas~
quimicos, ha dado por consecuencia una supresidn en gran escala de los insectos-

plaga.



Por eso, durante log §iltimos afios se ha incrementado el interés en -

el uso de la potencialidad de los microor 1lsmos catalogados -=
hasta la actualidad, lo que se refleja en el nimero de artfculos publicados, que
as tan amplio, que para el presente trabajo me centre exclusivamente en las bac-

terias utilizadas en el control microbioldgico.

Esta amplitud en las investigaciones abre para el futuro perspecti--

vas muy favorables en la lucha microbiolSgica de los insectos plaga.



INTRODUCCION



El control microbioldgico, por definicidn, es una t&cnica que consis
te en utilizar microorganismos con patogenicidad-selectiva para el control de ——
los insectos plaga, que causan graves dafios a la agricultura, asl como problemas

de salud piblica.

En el control bioldgico un organismo es considerado plaga cuande =-—
las condiciones climidticas, ademds de otros factores le son favorables para el -
crecimiento de su poblacidn, por le que uno de los mejores medios para modificar
las condiciones ambientales que tienda a bajar permanentemente la poblacifn de -

1la plaga, es con el uso de enemigos nn:urulesl.

El control microbiano de insectos depende de la biologfa y caracte-~-
risticas tanto de los insectos hospederos, de los microorganismos pardsitos, asi
como del medio ambiente para la produccidn de las enfermedades en los insectos -

plagnz.



GENERALIDADES



De todos los seres que integran el reino animal, el B0R es de insec-
tos, Hasta shora se han clasificado casi un miklSn de especies difercntes de es
tos animales y anualmente se descubren unos 8,000 mds. Es probable que sdlo el-
10% de los insectos resulten dafiines para el hombre y los demds sean benéficos,=-

ya que su uso como polinizadores de las plantas es incalculable.

El combate a los insectos, en su sentido mis amplio, incluye cual---—
quier cosa que haga diffcil la vida de &stos, ya sea que los mate o evite su in-

cremento y haga que sca laboriosa su diseminacidn por el mundo.
Este combate a los inscctos puede ser realizado de muchas maneras:

A. Combate quimico: por el uso de insecticidas, repelentes, atrayentes y sus-—~

tancias quimicas auxiliares.

B. Combate fIsico y mecdnico: por medio de miquinas u otros aparatos diseiiados
especialmente y la manipulacidn especial de los factores fIsicos del ambien-

te.
C. Combate cultural: por variaciones en las condiciones agrIcolas usuales.

D. Combate bioldglico: por la introduccidn y establecimiento de microorganismos

patdgenos u otros organismos enemi{gos, ¥y.

E. Combate legal: por la reglamentacién del comercio, pricticas agricolas y --

1
otras actividades humanas .

La humanidad escd frente a un dilema, por una parte existe la necesi
dad de incrementar los alimentos que requiere para su consumo ¥ con ello mejorar

la Juccién de las i en la explotacidn del campo, y por otra parte algu

nos de los métodos corrientemente usados para obtener altos rendimientos, espe--

ctalmente en el control de plagas y enfermedades de los cultivos de interds, ---



son ambientalmente indeseables. Por lo que se han disefado e implantado diver—-
sas técnicas y procedimientos para ello, destacande recientemente el control mi-

crobloldgico.

EL término control microbioldgico se refiere al empleo de microorga-—
nismos con patogenicidad selectiva para el control de los insectos plaga, que —-—

causan graves dafos a la agricultura, asf{ como problemas de salud piiblica.

En el presente trabajo bibliogrdfico toda la investigacién se va a -
centrar sobre las bacterias empleadas en el control microbfano de los insectos -
plaga, daiiinos para el hombre (problemas de insalubridad), asi como en el caso -
de los enleivos agricolas perjudicados por los lnsectos {graves pérdidas econd-=

nicas).

En afios recientes, la patologfa de los insectos y el control micro--

biano han recibido mayor atencidn y apoyo en el mundo, por lo que los microorga—

nismos estdn do a recibir la atencidn debida a su importancia

como agentes biGticos que afectan a las poblaciones de lnscctosz.

Como los microorganismos entomfgenos son usualmente del todo especf-
ficos para los insectos plaga y no son dafiinos para plantas, hombre o animales,-
e incluso para los insectos benéficos, este procedimiento no involucra los ries-

gos presentados por el uso de insecticidas quimicos.

Los microorganismos pardsitos pueden ser divididos de manera general
en dos grupos, de acuerdo con el método natural de entrada en los insectos hospe

deros susceptibles:

a) El primer grupo que tlene una aceidn del tipo de contacto, infecta normalmen
te al insecto a través del integumento, incluye a los hongos entomdgenos, —=

asi como a ciertos nemitodos entomdéfilos.



b}

El segundo grupo os el que nos interesa e incluye a las bacterias, entre —--
ullas algunas rickettsias, ademas de virus, protozoarlos y varios nemitodos.
Este grupo comprende organismos que necesariamente deben de ser ingeridos pa

ra que causen la enfermedad en los insectos plagaz.

Las bacterias mis importantes usadas recientemente en el control mi-

crobioldgico de los insectos plaga, son aquellas que cuando esporulan forman =--

cristales de protefna tdxicos. Estos cristales son altamente téxicos para cier~

tos insectos, principalmente algunos lepidépteres, pero al parecer son innocuos-

para otras formas de vidaZ,

Dependicendo del insecto, parece que hay por lo menos tres formas di~

ferentes de accidn por las cuales la bacteria cristalifera puede matar al insec-

to hospedero.

a)

b)

La primer forma de accifn es a los pocos minutos, de unos 5 a 20 minutos, —-
despufs de la ingestidn del bacilo esporulado, produciendo una pardlisis del
intestino medio. De una a siete horas despuds provoca una pardlisis general
en todo el cuerpo del insecto, debido esto a un incremento en el pH de la --
hemolinfa, lo que indica que hay filtracidn del material alcalino del intes-

tino a la hemolinfa.

En la segunda forma de acciSn, los insectos no sufren un incremento en el pH
de la hemolinfa, pero hay pardlisis del intestino y muere de 2 a 4 dfas por-
pardlisis general. Este tipo de accidn es probablemente la mis comln de las

tres.

La tercer forma de accidn sSlo se conoce en un insecto, Anagasta kilhniella,-
e} cual muere de 2 & 4 dlas despu@s, con los sfntomas de pardlisis general.-
No muere por la toxina en ausencia de esporas como en los dos cagos anterio-
res, parece ser que para causar la muerte, las esporas deben de germinar en-

presencia de la toxina y crecer en el {ntestino mcdioz.
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La produccibn de los insecticidas microbianos es frecuentemente cos-
tosa, pero estos productos tiencn la ventaja de una muy alta patogenicidad. La~
presente efectividad y el futurs potencial de los insecticidas microblanos, de-—
pende de una sutil interaccidn entre costo/efectividad. En comparacién con los-
agentes quimicos, la seguridad percibida por la ausencia de efectos tdxicos en -
el hombre, animales, plantas e insectos ben&ficos es alta, adends de la alta efi

cacla en el campo contra los insectos blanco.

No obstante, las cosechas dafiadas es un serio problema para el agri-
cultor y el hecho de que muchos agentes microbioldgicos no tienen un efecto de ~
abatimiento inmediatamente visible ascbre los insectos hospederos, hace que los -

ingecticidas quimicos sean frecuentemente preferidos.

El uso efectivo de los agentes para el control microbioldgico requie
re de un complero entendimiento del ciclo de vida y de la ecologfa de los insec~
tos plaga, ademis de un cuidadoso control y seguimiento del tiempo, asf como de-

la frecuencia de aplicacisn del insecticida microbianoj.

Desafortunadamente, casl todos los cultivos tienen mds de una plaga-
o enfermedad de importancia econdmica, careciendo de los factores naturales ade-
cuados para el control, de aqul que se requiera la aplicacidn regular y periddi-
ca de los insecticidas microbianos para asegurar buenos rendimientos y calidad —

en el producto.

Los agentes para el control microbiano son frecuentemente compati~--
bles con otros agentes, incluyendo los quimices y pueden ser usadoa conjuntamen-—

te.



BACIERIAS UTILIIMS EN EL QONTROL MICROBIANO
A) Hospederos.
8) Cuitivos que se pretenden proteger,
C} Pois donde se realizé la investigacién.

D) Nivel de produccidén o de desarrollo de la investigacidn.



Actinomicetos.

Con el fin de obtener medidas preventivas contra la pudricidn de la-
rafz de ginseng causada por los patSgenos contenidos en el suclo, en Corea del -
Sur se estudid la interrelacldn existente entre las influencias ambientales so=--
bre los microorganismos del suelo y su efecto sobre el desarrollo de la enferme-
dad en los campos de ginseng, de las tres Areas productoras de este cultivo en —
Corea, como son: Kumsan, Goesan y Poonggi. Las poblaciones de actinomicetos -~
fueron relativamente altas de septiembre a noviembre. FEn las parcelas libres de
la enfermedad, la canctidad de actinomicetos presentes fue alta, as{ como cuando-
se reimplantd la enfermedad en los campos de ginseng, aumentando la relacidn de-
Trichoderma spp. hacia los actinomicetos en las parcelas sanas. La cantidad de-

Irichoderma spp. generalmente se incrementa en el verano y a travds del otofio, -

El contenido de materia orgdnica y fosfato en la parcela sana, fueron un poco -
- altos, mientras que la relacidn fosfato/materia orgidnica y el contenido de Mg —-
fueron elevados en los campos en donde se reimplanté la enfermedad. Todas las -
pruebas del suelo mostraron un pH dcido dE&bil de 4.5 a 4.7. El contenido de hu-
medad en el suelo se increment$ durante el invierno y esto no produjé ningin cam
bio significativo durante el perfodo de crecimienro, obteni&ndose 24.6% de hume-

dad en la parcela sana y 19.5X en la parcela enferma".

Bacillus popilliae Dutky.

Bacillus popilliae Dutky corresponde al patdgeno mis frecuentemente—
encontrado en lag larvas de Cyclocephala parallela Casev y Ligyrus subtropicus -
Blatchiey, a laa que les ocasiona la llamada enfermedad lechosa. Estas larvas -~
de insectos a su vez infectan los campos de cafia de azdcar en Florida. La enfer
medad lechosa fue diseminada en los campos de la regldn productora de la caila de

aziicar, en donde dos diferentes variedades de Bacillus popilliae infectaron a ~-
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las larvas. La enfermedad lechosa del tipo A contenfa un cristal paraesporal y-
esporas en el esporangio, fue la variedad que prevaleci infectando a Cycloce-—-
phala parallela. La variedad del tipo B, con un cristal central y esporas den-~-
tro del esporangio, se encontrd infectando principalmente a las larvas de Ligy--

rus subtropicus. Esta infeccidn incluyd también al tipo de Bacillus popilliae -

que sc encontrd mis significativamente en Cyclocephala parallela que en Ligyrus-
subzrcglcuss.

Bacillus subrilis.

En Italia estudiaron al patdgeno Fusarium oxysporum f£. sp. dianthi,-

que actiia sobre las plantas de clavel, provocando el marchitamiento de &stas, =--

para el control de Fusarium emplearon a Bacillus subtilis M 51. Con el trata—--—

miento de Bacillus subtilis M S1, las plantas quedaron protegidas de la enferme-
dad (fusariosis) durante un perfodo de dos meses. También estudiaron la persis-
tencia de B. subtilis M 51 en las plantas de clavel y la resistencia de &sta bac
teria a la selenomicina (M 2 51). Utilizaron dos muestras de suelo: una mues—-

tra de suelo infectada con Fusarium oxysporum y otra muestra libre de &ste. En-

las rafces fue estudiado el patdgeno por medio de pruebas histoldgicas. Los re-
sultados vbtenidos por estos procedimientos sugleren que la proteccidn obtenida-

en las plantas de clavel depende de la presencia fIsica de Bacillus subtilis M ~

51 en las rafees®.

Sinergismo bacterjano con efecto antagdnico
sobre microorganismos fitopatdgenos.

En estudios efectuados en la India, se determinaron los efectos de -

la temperatura y el pli sobre la produceidn de compuestos antiffingicos y el creci



miento en suelo estéril de Enterobacter aeropenes y Baclllus subtilis, antagonig

tas de Phytophchora cactorum, causante de la pudricidn de la corona de los man—-

zanos. Con Entercbacter aerogenes las miximas cantidades de compuestos antifiin-

gicos fueron producidas entre 14 y 21°C y a niveles de pH entre 3.5 y 5.0, we—-
Bacillus subtilis en cambio produce las miximas cantidades de compuestos antifiin
glcos entre 21 y 28°C y con valores de pH entre 5.0 y B.0. El indculo de Phyto-

phthora cactorum efectuado en presencia de Enterobacter acrogenes o Bacillus ---

subtilis a una temperatura dptima y & un nivel dptimo de pH, fue significativa~-

mente menos virulento comparado con los controles. La temperatura &ptima para ~
la mixima poblacidn en crecimiento en el suelo esterilizado fue para E. aeropge--

nes de 1B°C y para B. subtilis de 25°C, la poblacidn en crecimiento de B. subti-

1is fue menor que para E. perogenes. El fungicida Fosetyl Al estimuld la mulcd-
plicaciSn de las bacterias a bajas temperaturas cuande el Metalaxyl tuvd el mis-
mo efecto a altas temperaturas. Los resultados indican que las poblaciones de -
&stas bacterias antagénicas se incrementan en el suelo estéril por arriba de los
33 dfas de la inoculacidn y que los fungicidas no limitan su multiplicacidn, ni-

la produccidn de los compuestos antifﬁnglcos7-

En Queensland, Australia, aislaron y caracterizaron a algunas bacte-

rias antagdnicas para el hongo Selerotium cepivorum Berk., &l cual es causante -

de la enfermedad de la pudricidn blanda de la cebolla. Del suelo problema v del
hongo Sclerotium cepivorum, el 80X de las bacterias antagonistas aisladas fueron

identificadas como pertenecicntes al género Bacillus sp. las otras antagonistas-

fueron Coryneformes sp. y Pseudomonas spp.. En contraste, 90X de las antagonis—

tas aisladas de las rafces de la cebolla fueron generalmente Pseudomonas spp. ¥y

las remanentes fueron Erwinia app.. El significado de astas bacterias antagni-
cas es discutida en relacidn a el control de la enfermedad de la pudricidn blan-

da de la :ebol.lae.



En Checoslovaquia fueron aisladas seis bacterias de la hifdsfera del

micopardsito Pythium oligandrum. Ellas fueron Acinetobacter lwoffi, Acinetobac-

er calcoaceticus, Brevibacterium sp., Corynebacterium sp., Pseudomonas fluores-

cens y Pseudomonas maltophilia. De estas bacterias, la que registra la mis alta

actividad fue Acinetobacter calcoaceticus, la que causa una lisis en&rgica del ~

micopardsito, dando por resultado la eliminaciSn del hongo de los cultivos de re

melacha. Sin embarge, la bacteria Acinetobacter lwoffi estimula el desarrollo -

del micopardsito. Como se observa, los resultados obtenidos son ambiguos, sin -

embargo, los autores recomiendan el uso de suspensiones con una gama de bacte-—-
rias que viven en asociacidn con el micopardsito, de las que se hayan eliminado-
las especies benéficas, para que las especies antagdnicas para el micromiceto —-=

actden, logrando asi el control o la eliminacién del hongo causante de la enfer-

9
medad en la remolacha azucarera .

Microorganismos con efecto sobre
insectos plaga.

En Egipto, estudiaron los cambilos internos que sufrieron los huevos-

de dcaros, al ser inoculados con 12 microorganismos aislados (9 bacterias forma-

doras de esporas y 3 hongos) [fncluyendo a Bacillus sp., Acremonium rutilum y -~

Penicillium sp.]. Tales cambios se diferenciaron de acuerdo al tipo de microor-
ganismo bajo estudio. Sin embargo, los hongos fueron mis efectivos que las bac~
terias formadoras de esporas, esto se observd en el decremente del porcentaje -«
de la "nidada" de los huevos de los dcaros, a 28°C. Generalmente, la inocula---
cidn con estos cultives disminuyen 1a longevidad de las larvas de los dcaros en-

ayuno 10 .



Enterobacter cleacae.

Un micopardsito que ataca a las semillas de pepino, Pythium ultimum,
se ha estudiado a nivel de labaratorio en la Universidad de Arkansas, E.U.A.. La
investigacidn se dirigld para conocer los posibles mecanismos por los cuales —-
En:etuﬁuc:nr cloacae protege a las plantas contra Pythium ultimum. Se observd -
que las semillas que exudaron altos niveles de carbohidratos no fueron protegi--
das por Entercbacter cloacae y la tasa de semillas colonizadas por Pythium spp.-
fue la misma para las semillas bacterizadas y no bacterizadas. En camblo, Ente-

robacter cloacae sélo fue efectivo como un agente para el control bioldgico cuan

do las envolturas en las semillas de las especies exudaron bajos niveles de car~
bohidratos durante la germinacidn. Con esto se concluye que la capacidad de ---
Enterobacter cloacae para funcionar como un agente para el control bieldgico en-
la superficie de las semillas fue directamente relacionado con la capacidad que-
tiene la bacteria para enlazarse a las hifas de Pythium spp. que colonizan las -
semillas y por lo tanto para inhibir el desarrollo hifal totalmente e impedir —-

que ocurra la infeccidn en la superficle de las semillas'l,

En West, Virginia, E.U.A. aiglaron a Enterobacter cloacae (cultivo -

D-3) que retarda el comienzo y reduce sl desarrollo de la podredumbre en el due-

razno, artificialmente infectado con Rhizopus stolonifer, La infeccidn con ~---

Rhizopus stolopifer fue inhibida completamente en un 70X de los frutos, después-
de 5 dfas de hecha la inoculacidn. La efectividad de Enterobacter cloacae fue -
relacionada con las concentraciones de indculo del patdgenc y el antagonista. Se
afectd la firmeza de la fruta por la infeccidn con Rhizopus stolonifer, pero no-

la efectividad de Enterobacter cloacae en ¢l control de la podredumbre. Las cé-

lulas lavadas de Enterobacter cloacae fueron mis efectivas que las células apli-

cadas con medio de cultivo. No fueron detectados compuestos tdxicos para Rhizo-




pus stolonifer en los filtrados del cultivo de Enterobacter cloacael?,

Klebsiella aerogenes.

La relacidn predator-presa de Acanthamoeba castellanii y Klebsiella-

aerugenes fue estudiada en Francia en agregades de suelo que fucron previamente—
desinfectados. La predacidn numentd la producci8n de la poblacidn bacteriana ——
(Klebsiella aerogenes). Las consecuencias de &sta relacidn son discutidas en --
términos de ecologfa microbiana, con particular referencia para el control biold

gico de suelos destinados a malas hierbas!3,

Serracia spp.

En cuatro experimentos llevados a cabo en Nueva Zelanda, las bacte-~-

rias Serratia marinorubra y Serratia liquefaciens fueron cultivadas artifieial--—
mente y aplicadas en cl campo a las poblaciones de larvas de Costelytra zealan--
dica. Cuando las bacterias se aplicaron en los meses de febrero y marzo se re--
gistraron los mis altos niveles de transmisién de la enfermedad. Tres meses des
pués de la aplicacidn, hubd reducciones significativas de 30-59% en les poblacig
nes de larvas y 47X de las larvas remanentes en las parcelas tratadas fueron in=-
fectadas. El tratamiento resulta en un incremento de 30% en la produccidn de ma
teria seca en los pastos. Esto hace conclulr que estas bacterias patSgenas pue-
den ser utilizadas como insecticidas microblanos para el control de Costelytra -

zealandical®.
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Pseudomonas spp.

a) A nivel de invernadero.

Las bacterlas del género Pseudomonas spp. fueron seleccionadas en --
China por su actividad antidgonica "in vitro" contra Ceratocystis ulmi. Las =---
Pseudomonas spp. fueron probadas por su capacidad para suprimir los sintomas de-
1a enfermedad del olmo holandés, en el olmo inglés y Commelin elm "in vivo", En
una serie de experimentos que realizaron empleando una inyeccidn bacteriana pre=-
ventiva sobre el olmo inglés, no obtuvieron reduccidn en los niveles de la enfer
medad, &stos resultados fueron comparados con los controles. Con las inyecclio—=-
nes bacterianas curativas de la enfermedad Commelin elm, solo obtuvieron una le-
ve reduccidn de la enfermedad recurrente en log drboles tratados. Las Pseudomo-
nas spp. mostraron una limitada distribucidn ascendente en los drboles, pero lle
garon a ser blen distribuidas dentro de las ralces. Todavia es nccesario reali-
zar mids estudios para el control de la enfermedad del olmo holand#s, con el em--

pleo de bacterias (Pseudomonas spp.), para asi lograr una completa proteccidn de
15

los drboles

En Ontario, Canadd, a nivel de invernadero emplearon suelos de los -
campos de soya, para observar la pudricidn de la vrafz de las plantas de soya cay
sada por Phytophthora megasperma f. sp. glycinea. En el invernadero fueron ino-
culadas cuatro variedndes de Phytophthora megnsperma f. sp. glycinea para indu--
cir los sfntomas de la enfermedad en las plantas de soya. De 125 filtrados bac~
terianos procedentes de las bacterias aisladas de las ralces, 13 visualmente re-
ducen la severidad de la pudricién de las rafces en una o mis pruebas; sin embar
go al repecir las pruebas el efecto ocurre con una frecuencia de 33 a 67%. En =
los plantfos, de 13 filtrados, 12 reducen la severidad de la pudricidn de las --
rafces cuando los brotes fueron inoculados cen 103 zoosporas de Pmg por brote, -

En cambio ninguna de las bacterias fueron efectivas cuando cl indculo se incre--
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mentd a 101' zoosporas por brote. Once de los mismos filtrados inhibieron el de-
sarrollo micelial de Phytophthora megasperma E. sp. glycinea, sembrados en el me
dio de agar soya, Estos once filtrados procedieron de las bacterias identifica-

das como pertenecientes a Pseudomgnas putida y Pseudomonas fluorescens. En este

trabajo no se tuvd &xito para detectar a la rizobacterla que controld la pudri~-

cidn de las rafces en las plancas de soya bajo las condiciones experimentnlesls.

En la India en los experimentos a nivel de invernadero redujeron en-
un 54.9% y 68% la severidad de la enfermedad, de la pudriciSn del tallo de las ~

plantas de huate, da por Rhi ia solani, para ello emplearon filtra

dos de cultivos de Psecudomonas fluorescens. Estos filtrados los seleccionaron -

basdndose en su toxicidad "in vitro", sobre el crecimiento micelial y sobre la ~

germinacidn de los esclerocios de Rhizoctonia solani. En los experimentos de ~—

campa la bacterizacidn de las plantas de cacahuate con Pseudomonas fluorescens ~

dio como resultado plantas mis grandes (25.7%) y ademds se vio incrementado el -

rendimiento en un 59.0%. 17

Los filtrados nativos de Pseudomonas fluorescens fueron examinados -

en Salem, Indla, por su capacidad para suprimir la pudricidn de la rafz y del tg

1lo del cacahuate, por el patdgeno Sclerotium rolfsii Sacc.. Pseudomonas fluo-~-

rescens rvestringe el crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii Sacc. en las ~=—

pruebas "in vitro". Los esclerocios indican pérdidas de 10-20% y 50-60% de la -
germinacidn, despuds de que fueron sumergidas en una suspensi&n de células bacte
rianas por | hora y 1 semana, vespectivamente. En los experimentos de invernade
ro 99% de las plantas de cacahuate fueron protegidas de la infeccidn por S. rolf-
sii, si &stas eran inoculadas con P, fluorescens (IDB cfu ml_l). Las plantas no
bacterizadas infectadas con S. rolfsii mueren en 10 dfas y los pesos frescos de~

estas plantas fueron significativamente m3s bajos que los de las plantas inocula
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das con la bacteria e infectadas despu@s con Sclerotium rolfsiy!8,

b) A nivel de campo.

En las pruebas de campo que se realizaron en E.U.A., los tub&rculos-
de las papas fueron inoculados, sumergiéndolos cn una suspensidn de Erwinia ca--

rotovora subespecie atroséptica y posteriormente trataron a los tub&rculos con -

un indculo fuerte de una Pseudomona fluorescente, que fue aislada de papas (B10-

e 113). La inoculacién con Erwinis carotovora aumenta la morrifia negra de la pa

pa y reduce el tamafio y crecimiento de las plantas, asf como el tamafio y peso -—
del tubrculo al compararlo con controles sin inocular. Estos efectos son inver
tidos por el tratamiento de los tub&rculos con Pseudomonas fluorescentes, las ——

que reducen la contaminaciSn por Erwinia carotovora y el ablandamiento de los -~

tub&rculos progenie, En las pruebas realizadas a nivel de invernadero, al em=--

plear una mezcla de ambos cultivos de Pseudomonas (B10 e I13) se encontrd que --—

permanecen mayor tlempo en el tubérculo, aunque en los tratamientos a nivel de —
campo, en donde se emplean a las Pseudomonas fluorescentes, &stas se plerden fi-

cilmente de los tubérculos?.

En Cali, Colombia, obtuvieron 136 cultivos de Pseudomonas fluorescen-—
tes, aislados de la rizdsfera de las plantas y desarrollados en 5 diferentes eco
sistemas. Treinta y cuatro porciento de estos cultivos inhibleron al agente cau-
sal de la pudricidn del tallo de la yuca, Erwinia carotovora pv. carotovora, "in
vitro"”. Un mes despufs de sembradas las plantitas, fueron inoculadas con una -

suspensitn (1.1 % 10° células/ml) de cada Pseudomona. Algunos cultivos incremen

taron el peso de la raiz en un 95%, 2 meses después de que se plantaron, esto en
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comparacidn con los controles sin inocular. Las plantas inoculadas se encontra=-
ron libres de los sintomas presentados por la presencia de los patdgenos en las-—
rafces. Los estudios taxondmicos mostraron que esas bacterias aisladas corres--

pondfan a Pgeudomonas putida (90%) y a Pseudomonas fluarescens (10%) 20,

En los campos de arroz de Filipinas encontraron bacterias que produ-
cfan pigmentos fluorescentes y no fluorescentes en ¢l Medio B de King, mostrando

un control biloldgico efectivo hacia Rhizoctonia solani, el cual produce la roya-

de la vaina del arroz., Las bacterias antagonistas se aislaron de los esclero---
clos presentes en el agua que inundaba los campos de arrez, de la rizésfera de -
los suelos, de las tierras altas y de las tierras bajas de los campos de arroz,~
ademds de las plantas tanto sanas como enfermas. Ambas bacterias fluorescentes-

y no fluorescentes inhiben el crecimiento micelial del patdgeno (Rhizoctonia so-

lani), afectando su viabilidad y favoreclendo la germinacidn de las semillas de~
arroz. Los cultivos bacterianos no fluorescentes presentan mayor efectividad en

el control de Rhizoctonia solani que los cultivos fluorescentes, tanto a nivel -

de campo como de Invernadero. Cuando las bacterias antagonistas son usadas, su~
primen la enfermedad y protegen a las plantas de arroz de la infeccidn. Despuds
de la primera cosecha en donde se trataron las semillas con las bacterias anta--
gonistas, también observaron una reduccidn de la enfermedad en el campo de culci
vo. Identificaron a las bacterias fluorescentes aisladas como Pgeudomonas fluo-

rescens, Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa (In-b-24, In-b-150), en cam

bio no lograron la identificacisn completa de las bacterias no fluorescentes ---

(In-b-17, In-b=s90) 21,
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Bacillus sphaericus.
a) A nivel de laboratorio.

Fueron probades en Florida, E.U.A. los poderosos [iltrados primarios

1593 (IF - 119) y 2362 (IF - 118 y ABG ~ 6184) de Bacillus sphaericus Neide so--

bre las larvas de los mosquitos criados en el laboratorio y en los jejenes coleg
tados de los campos, siendo ademiis comparados con la actividad del filtrado 1593
- 4 (RB - 80) estdndar internacional de Bacillus sphaericus. Entre las especics
resistentes a Bacillus sphaericus (LCSO > 50 ppm) sc encuentran dos especies de-

mosquitos: Aedes aegypti (Linn.) y Aedes taenjorhynchus (Wiedamann) y dos espe-

cles de jején: Chironomus crassocaudatus Malloch y Glyptotendipes paripes Ed---
wards, Las cuatro especies de mosquitos susceptibles a el filtrado 2362 (ABG -~

6184) son: Culex quinquefasciatus Say, Culex nigripalpus Theobald, Anopheles --
albimanus Wiedemann y Anopheles quadrimaculatus Say, con valores LCqq de 0.0044,

0.0067, 0.54 y 7.35 ppm, respectivamente; el jején Wyeomyia mitchellil (Theo--—-
bald) fue tambidn susceptible a el filerado 2362 (ABG - 6184) (LCgg= 0.276 ppm)-

ademdis tambidn fue susceptible a el f£iltrade 1593 (IF - 119) (LCoo= 0.261 ppm)22.

En cambio en Arizona, E.U.A, aislaron cinco nuevos filtrados de Baci-
1lus sphaericus, presentando &stos actividad larvicida similar a la de los fil--
trados 1593 y 2362. Estos filtrados fueron alslados de orugas o saltamontes, —-
pero no presentaron actividad insecticida hacia &stos insectos. En esta investi

cidn no llegaron a clasificar los nuevos filtrados de Bacillus sghaericus“.

En Israel aislaron a Bacillus sphaericus del sedimento y del suelo,-
siendo tomadas las muestras de los sitios de reproduccidn de los mosquitos. Fue~

ron obtenidos cinco filetrados: 2613, 2615, 2619, 2620 y 2631, todos pertenecien-
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tes al Grupo 3 Fago, €stos fueron altamente activos contra lasg larvas de Culex -
pipiens. Llos filtrados recuperados mis tdxicos fueron el 2615 y 2631, los valo-
res ITU calculados fueron de aproximadamente 1500 1TU/mg, comparado con 1000 ITU/

mg para Bacillus sphaericus RB-80 referencia estindar. Las cepas pertencclentes

al Grupo 4 Fago fueron de toxicidad significativamente mis baja cuando se proba-
ron contra las larvas de Culex pipiens y mostraron una alta variabilidad en su -
toxicidad. En la lnvestigacidn los filtrados tdxices de B. sphaericus para las-
larvas de los mosquitos fuerom encontradas solamente en la regidn desértica meri
dional de Israel, Los aislados del Grupo 3 Fago fueron todos aislados de la re-

gi8n central de Nagev, Israel. Las ccpas de Bacillus sphaericus tomadas del dar
24

Muerto pertenecen al Grupo 4 Fago

En Californla, E.U.A., estudiaron las preparaciones de los cristales
larvicidas, obtenidos de un cultivo de 46 horas de crecimiento de B. sphaericus-
2362, que contenlan a las protelnas: 125~, 110- y 43- kilodaltons (kDa). S&lo -
la protefna 43- kDa es téxica a las larvas de los mosquitos. Las protefnas 63 -
y 43- kDa purificadas, no presentaron actividad inmunoldgica, por &sta razdn los
determinantes antiginicos de las dos protefnas mis pequefias tuvieron que ser de=-
tectados por su alto peso molecular (125 y 110 kDa), esto sugiere que los poste-—
riores determinantes antigénicos son precursores de los péptidos 43- y 63- kDa,-
Durante la investigacidn purificaron también a la protefna 110- kDa, descubrien-
do que es tdéxica para las larvas de Culex piplems (concentracidn letal al 50%= -
115 ng/ml). La prueba luciferasa - luciferina para el ATP intracelular indicd -
que la protefna 110- kDa no tiene efecto sobre las clulas en crecimiento de un-

cultivo de tejido de Culex guinquefasciatus, mientras que las clulas expuestas-

2 la protefna 43- kDa fueron ripidamente sensibles (50% de concentracidn letal =
54 M yg/ml). Estos resultados sugieren que las protefnas 110~ y 125- kDa son pro

toxinas, las cuales se encuentran activadas durante la esporulacidn por la —-—--
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segmentacidn de la toxina a 43-kDa. Con el andlisis de las muestras durante las
fapes de crecimiento y esporulacidn de los cultivos bacterianos, se investigaren

los origenes y relacidn de los cristales de protefna de Bacillus sphaericus. La

sintesis de los cristales de proteina fue iniciada al fin del crecimiento de las
bacterias y completado despuds de 7 horas. El primer cristal de protelna detec—
tado tuvd una masa molecular de 125- kDa. Posteriormente detectaron una acumula
ci8n pasajera de protefnas de 80- a 95- kDa; las mayores bandas fueron observa--
das a 125, 110, 63 y 43- kDa. Las esporas termo-resistentes empezaron a apare--—
cer alrededor de las 10 horas y alcanzaron un nivel midximo a las 22 horas. Se -
requiere llevar a cabo mis estudios debido a la importancia de la toxicidad de -

los cristales de protefna hacia las larvas de los mosqu1t0925.

En Francla desarrollaron un mftodo para la purificacidn de la toxina

larvicida de las cé&lulas esporuladas de Bacillus gphaericug 1593 M, ademds des--

cribieron algunas de las propledades biloquimicas y fIsicas de la toxina (caracte
rizacién). EL método involucra someter una suspensidn de las bacterias a la sa-
nicacidn, logrando asl la liberacidn de la toxina larvicida, se prosigue con la-
repeticidn del procesc de congelamiento €—» descongelamiento a 50°C. Lla purt
ficacidn {nvolucra cromatograffa en Sephadex G — 100 y DEAE - Sephacel, obtenien
do por cromatograffa Sephadex G - 100 a pH de 7.5 la menor actividad de la toxi-
na con un peso molecular de 38,000, ademis puede ser agregada a formas molecula-

res de tamafic mis gtandezs.

En China degarrollaron una técnica para la prueba de toxicidad de --
Bacillus sphaericus filcrade Ts~1, el cual fue aislado de un charco de agua, --

Los resultados de las pruebas de laboratorio muestran que las larvas de Culex —-

incluyen as pipiens pallens, C. quinquefasciatus y C. tritaeniorhynchus, ---
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siendo altamente susceptibles a los l.c:‘0 de 8.1 g/1 (1.79 % 102 cfu/mi), 8.9 g/t

(1.96 * 10% cfu/ml) y 108.0 g/l (2.38 * 102

cfu/ml), respectivamente, despuis de
46 horas del tratamiento. MHientras que Anopheles sinensis fue menos susceptible,

con LC50 de 5.069 mg/l. El segundo o tercer estadfo larvario de Aedes albopic--

tug fue tombiln susceprible con LCqy de 0.2 - 1.7 mg/l, mientras que Aedes ae—-
gypti y Ae. flavopictus no lo fueron con LCSO hasta de 15 - 115 mg/l (105-6 cfu/

ml). Esta prueba de toxicidad rodavia se encuentra en estudia”.

En la India estudiaron los parimetros que influyen en el rendimiento
de Bacillus sphaericus HS5 ab (B.s. H5 ab) y en la sintesis de la toxina larvici-
da., Despuds de la inoculacidn de B.s. H5 ab en los mosquitos, &stos alcanzaron-~
a las 15 horas la fase de miximo crecimiento. La sIntesis de la toxina larvici-
da fue tniciada alrededor de la s@ptima hora, después de la inoculacidn y alcan-
26 el maximo nivel cuando la &tapa de crecimiento entrd en la fase estacionaria.
La produccidn de B.s. HS5 ab y la sintesis de toxina no fueron afectados en el --
rango de pH de 5.5 a 10.0. La bacteria proliferd bien y sintetizd gran canti--
dad de la toxina larvicida a 25°C, 30°C y a 37°C. Utilizaron 2 medios de culti-
vo para la proliferaci8n de Bacillus gphaericus H5 ab, uno de ellos contenia al-
mid8n de mafz como fuente de carbono con infusidn de cerebro-corazén (BHI) o con
fosfato diamdnico y cacahuate aterronado como fuente de nitrdgeno y el otro con=
teniendo jaggery como fuente de carbono con BHI como fuente de nitrSgeno, con —-
los que lograron un buen crecimiento de Bacillus sphaericus H5 ab, ademis de la~

obtencidn de altos niveles en la produccidn de la toxina larvtcidaza.
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b) A nivel de campo.

En Florida, E.U.A., evaluaron en los campos de arroz la aplicacidn -
afrea del concentrado de Bacillus sphaericus Neide (cultivo 2362) (Beecomist) -
contra las larvas de los mosquitos. La aplicacidn del Beccomist a 0.58 y 1,17 -
1litros/ha en los campos de arroz, dio por resultado que a las 48 horas post-tra-
tamiento hubiera una reduccidn de 71 y 82X de las larvas de Anopheles quadrima--

culatus, respectivamente; también se observé una {mportante reduccidn en las po-

blaciones larvarias a la semana del tratamiento. En los campos inundados de la~
segunda cosecha de arroz, se aplicaron 0,29, 0.44 y 0.58 lictros/ha de Bacillus -
sphaericus, observandose a las 4B horas post-tratamiento una reduccidn en las -—

larvas de Psorophora columbiae de 50, 76 y 982, reapnctlvnmencezg.




Bacillus thuringiensis sp.

A nivel de laboratorio.

En California, E.U.A., realizaron estudios de la bacterim Bacillus -

thuringiensis ssp. israclensis, los que revelan que el cuerpo paraesporal contig

ne tres tipos de inclusidn de mayor importancia, designados como: tipo 1, 2 y 3,
los cuales son diferenciados en base a la opacidad electrdnica y tamafio, asi co-
mo tambidn en su extensiSn y forma. ELl 2° tipo de inclusidn presenta una densi-
dad electrdnica moderada y aparece frecuentemente en forma de barra en el cuerpo
poli&drico, fue aislado en gradientes de NaBr de cuerpos paraesporales purifica-
dos y caracterizados por electroforesis en gel de sodio-dodecil-sulfato-poliacri
lamida, Realizaron experimentos con &ste tipo de inclusidn contra las larvas --
neonatales de Aedes aegypti. Las inclusiones purificadas se promediaron en 150-
a 200 nm por 500 a 700 nm en secclones transversales y consisten casi exclusiva-
mente de unos 65 kilodalton (kDa) y de una proteina contaminante con cantidades-
de 38 y 28- kDa. Los valores letales de concentracidn a un nivel de 30% para --
las preparaciones del cuerpo paraesporal purificado y el tipo 2 de inclusidénm, -=
fueron respectivamente de 0.66 y 43 nm/ml, indicando que la protefna 65- kDa es—
muy tdxica a3 los mosquitos en comparacidn al cuerpe paraesporal intacto. El anf
1isis del tipo 2 de inclusidn poliddrica por electroforesis en gel de sodio-dode
cil-sulfato~poliacrilamida y los experimentos realizados durante los diferentes-
estados de purificacidn, demostraron una relacidn positiva entre la toxicidad de
la preparacidn y el grado de contaminacidn de la protefna 28- kDa. Estos resul-~
tados indican que la protefna 65- kDa no es la toxina primaria larvicida, aunque
puede actuar en conjuncidn con otras protefinas del cuerpo paraesporal, lo que --
produce la alta toxicidad mosquitocida caracterIscica de Bacillus thuringiensis-

sp. israelensts l.
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En Japbn fueron comparadas las protefnas de inclusidn paraesporal --
(P1) del filtrado PG-14 de Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni (serotipo =--
Ba:8b) y del filtrado de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis serotipo 14 -
(B.c.i. 14) por medio de electroforesis, empleando gel de poliacrilamida-sodio--
dodecil-sulfato (SPS - PAGE). La inclusidn paraesporal del filtrado PG-14 conte
nfa tres de las protefnas mis importantes: 28, 38 y 68- kDa. De las protefnas -
t6xicas dos fueron purificadas del jugo intestinal de los gusanos de seda por --
filtracién en gel Sephadex G-200 y por cromatograffa en columna DEAE-celulosa. -~

En el filcrado de B.t.i. 14 solamente fue detectada la protelna 38- kDa. Las —-

masas moleculares de las protelnas con actividad moaquitocida y hemolfitica fue--
ron de 65~ kDa y 25- kDa, respectivamente, Los valores l.D50 para las protefnas-
65 y 25~ kDa fueron de 68.0 ng/ml y 3164.5 ng/ml, respectivamente, contra las -—
larvas de Aedes aegypti em un perfodo de 2 — 3 dfas. Las wmis bajas concentracig
nes de las protefnas 65 y 25- kDa (250 #g/ml y 32 Mg/ml, respectivomente) mostra

ron actividad hemolitica contra las células rojas de la sangre de cnrnetnn.

En Nebraska, E.U.A., examinaron los enlaces disulfurc de los crista-
les larvicidas producides por Baciilus thuringiensis spp., israelensis. Los crig
tales intactos contenfan 2.01 * 10 10°° mol de sulfhfdrilos libres y 324 * 1078
mol de disulfuro/mg de protefma. En las muestras reducidas de los cristales so-
lubilizados en Slcali, se determinarcon varias protefnas, las mfis prominentes te~
nfan un tamofo molecular aparente de 28, 70, 135 y 140 kilodaltons (kDa). Las -
wuestras no reducidas contenfan dos nuevas protefnas de 52 y 26— kDa. Cuando se
redujeron, ambas protefnas la 52 y 26- kDa fueron convertidas a la proteina --——
28- kDa. Ademiis, ambas bandas reaccionan con el antisuero preparado para la pro
tefna reducida 28- kDa. Aproximadamente 50% de los cristales de proteina pueden
ser solubilizados fuera del disulfuro segmentado. Estas protelnas fueron de —e-

70- kDa o m3s pequefias. La solubilizacidn de las protefnas 135~ y 140- kDa re--
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quieren la segmentacidn del enlace disulfuro. La incubacidn de los cristales a-
pH 12.0 por 21 horas abrid el 40X de los enlaces disulfurc y solubilizd el 83X -
de los cristales de protefna. Los disulfuros estables sl dlcali estuvieron pre-
gentes en ambas porciones la soluble y la insoluble. Los grdnulos insolubles -~
contenfan de 12 o 14 disulfuros por 100- kDa de. protelna y estaban libres de gru
pos sulfhidrilos. Las proteinas solubilizadas en dlcali contenfan ambos enlaces
disulfuro (intraenlace e interenlace). A pesar de la importancia estructural, -
es inverosimil que los enlaces disulfuro se involucren en la formulacisn o libe-

racidn de la toxina larvicida de Bacillus thuringiensis spp. israelensis?Z,

En Canadd estudiaron la estabilidad del pldsmido de Bacillus thurin-

glensis var. kurstaki HD-1 (B.t.k. HD-1) durante las fases continuas de cultivo-

(CPC) en el fermentador. En cada una de las fases de cultivo se iban determinan
do la eficiencia de la esporulacién y la formacidn del cristal paraesporal. El-
plismido ADN fue extrafdo y determinado sobre gel de agarosa; durante las 328 --
horas de cultivo el contorno del plismido permanecid constante. Los datos obte~ -
nidos sugleren que la desaparicidn de los cristales paraesporales de Bacillus --
thuringiensis var. kurstaki HD-1 durante el CPC ocurre independientemente de la-

copla del plismido, pero si puede estar ligsda a una esporulacidn defectuosa3d,

En Florida, E.U,A. investigaron “in vitro" los efectos de los ilones,
carbohidratos y lectinas, sobre las propiedades citolftica y hemolitica de la -

endotoxina purificada de Hacillus thurinpiensis var. dari iensis 73-E 10-2 y

otras J-endotoxinas. La citotoxicidad fue inhibida por una preincubacién de la
toxina con K~acetilneuramfnico, dc. glucurdnico, de. galacturdnico y dcidos Ne -
acetilglutdmicos y ATP. Las lectinas fueron incapaces de inhibir la coxicidad.-

El pretratamiento de los eritrocitos de carnero con neuraminidasa los hace mis -



sensibles a la hemSlisis, Estos resultados sugieren una inhibicién no especffi-~
ca de la citotoxicidad, basindose sélo en la presencia de una carga negativa. --
Las concentraciones superiores a las fisioldgicas de los cationes divalentes ta-
les como: Ca?*, Mg?* y zn?* en el medio causaron una toxicidad reducida, micn---
tras que EDTA y EGTA mejoran la citotoxicidad de la J-endotoxina de Bacillus =--

thuringlensis var. darmstadiensts 73-E 10-2 3%,

En Chicago, E.U.A. rcalizaron pruebas seroldgicas a los cristales pa

ra diferenciar entre diferentes variedades de Bacillus thuringiensis. El anti—

auero de conejo lo ucilizaron en 10 diferentes serotipos de cristales y las reac
clones cruzadas fueron comparadas. Los resultados obtenidos de las pruebas de -
doble inmunodifusidn, de la prueba de ELISA y del andlisis Western, sugieren gque
los 10 serotipos de cristales participan mis con los determinantes antigénicos -
que lo previamente reportado. El empleo de la serologfa en los cristales para -
obtener la diferenciacidn de los cultivos de Bacillus thuringlensis (tdxicos pa-
ra los insectos) parece ser Gitil en la deteccidn especffica entre varios drdenes,

pero no dentro de los génercsss.

En la URSS evaluaron las condiciones de estandarizacisn del método -
para la determinacidn cuantitativa de esporas viables de un cultivo de Bacillus-
thuringiensis. El tween-80 y la bilis medicinal, son agentes cominmente utiliza
dos en las pruebas, observaron que éstas preparaciones de proteccidn bacteriana-
para las plantas (PPP) no exhibfan sus propiedades intrinsecas dispersivas., Es-
to provocd la biisaueda de métodos para la disgregacidn de los conglomerados bac—
terianos (B.t.), para as{ poder realizar la determinacidn del contenido de espo-
ras de las preparaciones entomopatdgenas secas, en sus diferentes estados de pro

duccidn, el método de disgregacidn implica un mecanismo de agitacidn del homoge-
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nizado. El método suglere que se aplique para todas las preparaciones de protec
cidn bacteriana para las plantas (PPP) y recomiendan la determinacién del conte~
nido actual de esporas viables de Bacillus thuringiensis en todos los estados =~

del proceso3®.

En E,U.A. utilizaron larvas neonatales de Aedes acgypti como una al-
ternativa para determinar la toxicidad de las particulas suspendidas de los in--
secticidas bacterianos en los mosquitos, Esta prueba es comparable en precisidn
a la que emplea el 4° estadlo larvario de Acdes aegypti v que es recomendada por
la Organizacidn Mundial de la Salud, pero la ventaja es que es mds rdpida y re--
quiere menos espacio. Los insectes mostraron menos variaciones entre los replie
cados, en comsideracién al LCsg. La precisidn de los experimentos con las lar--
vas neonataies en combinacidn con los requerimlentos de menos ctiempo y cspacio -

hace que &sta prueba sea Gtil en la seleccidn de un gran niimero de muestras37.

La persistencia de los cristales t&xlcos de Bacilius thuringiensis -

serovar. israelensis (B.t.i.) fue estudiada en Canadd, usando para elle cdmaras-

ambientales llenas con una formulacidn comercial de B.t.i. y sustratos naturales

de los suelos tratados, las cdmaras fuevon mantenidas casi en el fondo de un pe-
quefic lago oligotrdpico. En estas condiciones la toxicidad se conservd estable-
durante 21 dfas. La existencla de sustratos s5lidos producen una rdpida pérdida
de la toxicidad, esto es causado en parte, por las interacciones entre los sus—-

tratos y los cristales larvicidas de Bacillus thurinpiensis serovar. israelensis.

La toxicidad alcanzd un bajo Indice eatre los dfas 43 y 69 y se incrementd des--
pués de ese ticmpo, excepto para las muestras que contenfan sedimentos orgdnicos,
&ste incremento en la toxicidad puede estar relacicnado con la conducta de la es

pora y viabilidad de las células contadas de B.t.1. en las cdimaras. Estos cédlcu
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los indican que a temperaturas frfas Bacillus thuringiensis serovar. israelensis

egporula y libera nuevos crlstalesaa.

En Japdn se investigd si las esporas de Bacillus thuringiensis germi
nan en suelos naturales. Para ello emplearon un medio de peptona-polimixina y -
el medio BTV (medio selectivo para las cé&lulas vegetativas), ademfs de la pobla~
cifn dindmica de las c@lulas vegetativas y esporas de Bacillus thuringiensis de-

los suelos en estudio. Las esporas de Bacillug thuringiensis fueron capaces de-

germinar en suelos naturales esterilizados pero no en suelos naturalea no esteri
lizados. Las c&lulas vegetativas de B.t. inoculadas en suelos naturales desapa-
recieron rdpidsmente en 1-2 dfas, pero dependiendo del tipo de suelo era su capa
cidad para formar esporas o no. Esto suglere que la espora es el (inico estado -

en que Bacillus thuringienais persiste en los sueles naturnlesag.

En Taiwan han realizado estudios sobre el intestino medio de las lar
vas de la mariposa nocturna del arroz, Corcyra cephalonica, infectados con Baci-
llug thuringiensig. Al examinarlos usando la té&cnica de exploracisn dptica y el
examen al microscopio electrSnico, fue posible describir los cambios morfoldgi--
cos del epitelio, ocurridos desde el comienzo de la infeccidn hasta la muerte. =
Despuéis de la inoculacidn a los 20-40 minutos, el valor del pH del fldido del in
testino bruscamente cayS de 9.5 a 8.4, El cambio del pH. en la hemolinfa bajd a-
un nivel detectable y ademds se observd una paralisis parcial. E1 hu@sped tipo-
1, con fliiido en el intestino que tenfa un pH alrededor de 9, murid en 7 horas -
sin haber reaccidn de las defensas. El hu@sped tipo 2A, con flGido en el intes—
tine y un pH alrededor de 9, muere en l-4 dfas debido a una fuerte reaccidn de -
las defensas. EL tipo 2B y el tipo 3, con fldido en el intestino y con un pH —-

por abajo de 9, mueren en 2-4 dfas debido a su sensibilidad a la endocnxinnl'o.
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DE IMPORTANCIA AGRICOLA

a) A nivel de laboratorio.

En la URSS realizaron estudios sobre el aislado de Bacillus thurin--

glensis que obtuvieron del insecto del trigo, Eurygaster austriaca Schrk., mose--

trando que 1a bacteria pertenece al serotipo 3 y que presenta alta actividad in-

secticida hacia las larvas de Hyphantria cunea Drury, Vanessa cardui L. y Ostri-

nia nubilalis Hbn.. De los dos aislados A-7 y L~6; el secgundo es el que presen-

t5 la mds alta actividad insecticida’l,

Dos preparaciones comerciales de Bacillus thuringiensis var. kursta-
ki conteniendo 16,000 IU/mg: Dipel (Abbott Laboratories, N. Chicago, U.S.A.) ¥
Bacilan (PPR, Waley, Poland), fueron probados en Polonia "in vitro" sobre Meng--
pon gallinae y Ecomenacanthus stramipeus. Los insectos fueron rocfados con ——=-
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.0, 4.0 y 10.0X dc las soluciones de los insecticidas mi-
croblanos. Cada concentracidn fue probada sobre un grupo de 10 insectos, en =--
tres aplicaciones. La viabilidad fue observada después de 10, 20, 30 y 60 min y
luego en 10 tiempos dentro de un intervalo de 1 hora. EL Dipel fue efectivo a =
bajas concentracicnes [LCgg= 2.2(1.4=3,5)% contra E. stramineus y 2,9 (1.8-4.6)%
contra M. gallinae]. Los LC5, para Bacilan fueron de 2.9 (1.8 - 4.3) para E. --
stramineus y 3.2 (2.5 - 4.0)% para M. gallinae, respectivamente, La ingestidn -
de insecticidas microbianos fue comprobada por la presencia de esporas de B.t. -
en los insectos, siendo previamente expuestos a la actividad indirecta de 2.2% -
de Dipel y 2.9% de Bacilan. AdemAs observaron el desarrollo de las colonias de-—

Bacillus thuringiensis en el cultivo de pio_jos"z.



Los estudios sobre patogenicidad y desarrollo de Bacillus thurin~-—-—-

giensis (B.t.)} en las termitas, Microcerotermes championi y Bifiditermes beesoni,

fueron realizados en la Universidad de Punjab, India. Ambas termitas fueron en-
contradas susceptibles a la infeccidn causada por B.t.. Los estudios histopato-
16gicos mostraron que B.t. desarrolld mds rdpidamente en Microcerotermes cham——-
ploni comparado con Bifiditermes beesoni. En M. championi, las células bacteris
nas atacaron los vellos del intestino medio después de 6 horas, extendi@ndose en
un perfodo de 20 ~ 24 horas a la cavidad del cuerpo y atacando la grasa del cuer

po y a las células lipodérmicas. En el caso de B. beesoni, las c&lulas bacteria

nas {B.t.) sc extendieron cerca de la membrana peritrdfica después de las 24 «~=
horas, atacando después de 48 horas a el epitelio y a las c&lulas regenerativas-—
y extendiéndose a la membrana basamento del intestino medio a las 72 horas des—-

pufia de la 1nfccc16n“'.

En Kansas, E.U.A., estudiaron los resultados obtenidos de la aplica-

cidn de Bacillua thuringiensis a la superficie del mafz almacenado, Emplearon a

B. thuringiensis como polvo, para ello aplicaron una capa de &ste polvo sobre la
superficie del malz, siendo transportado hacia deantro del grano por la corriente
de aire descendente. El secado que obtuvieron en las bodegas tfpicas de almace-
naje de granos que cuentan con sistema de secado fue de aproximadamente 25% del-
polvo empleado, penetrando &ste de 2.5 a 12.5 cm de la superficie del mafz hacia
el interior, previniendo por lo tanto la infestacidn por la polilla Plodia in---
terpunctella a la harina de mafz. La distribucin de esporas y la actividad t&-
xica depende de las partfculas y del tamafio de las fracciones de la formulacifn-

de Bacilius thuringiensis (en polvo)l‘s.
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Hicieron bioemsayos en Israel con nueve cultivos de Bacillug thurin-~

glensis Berliner pertenecientes a las variedades kenyae, aizawal y entomocidus,-

contra el 18L egtadfo larvario de Boarmia (Ascotis) gelenaria Schiffermueller y-

comparados con Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-1-S-1980. No encontraron

ningln cultivo que tuviera una potencia superior a la de HD-1-5-1980, la cual es
usada para el control comercial de las larvas jGvenes de esta plaga en las plan-

taciones de nguncu[el‘s.

En Zurich, Suiza, la actividad insecticida de las delta-endotoxinas~

de 14 filrrados de Bacillus thuringiensis pertencclentes a 12 subespecies fue de

terminada contra Pleris brassicae, Heliothis virescens y Spodoptera littoralis.-

Las larvas de Pleris brassicae fueron altamente susceptibles a los cristales pu-

rificados de los filtrados de Bacillus thuringiensis subsp. thuringiensis y de -

Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni, mientras que Heliothis virescens respon

de mejor a Bacillus thuringiensis subsp. kenyae y a Bacillus thuringiensis subsp.

kurstaki. Los cristales del filtrado de Bacillus thuringiensis subsp. entomoci~

dus fueron los mds potentes contra Spodoptera littoralis Boisd.. Esto muestra -

que la solubilidad de los criscales dentro del intestino de las tres cspecies de
insectos es un primer paso importante en el modo de aceidn. La predisolucidn de
los cristales especialmente mejoran la actividad insecticida contra Heliothis --
virescens. Cuando fueron aplicadas las toxinas activas "in vitro”, la relativa-
extensidn de la potencia varfa grandemente de una especie de insectos a otra. -
Con esto se pucde concluir que por lo menos tres factores influyen en la poten--

cla de las delta-endotoxinas de Bacillus thuringiensis: el origen del filtrado-

relacionado con la toxina, el grado de solubilidad de los criatales en el jugo ~

del intestino y la susceptibilidad intrinseca de los insectos a la tnxinnl'7.
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La toxicidad de diversas formulaciones de Bacillug thuringiensis var.
kurstaki (Berliner) (BTK) sobre el gusano del betabel, Spodoptera exigua (Hub--—
ner), fue decerminada en California, E.U.A., usando larvas neonatales en un bio-
ensayo con la incorporacidn de una dieta. Los Lc50 para las formulaciones del -
complejo espora/cristal de dos cultivos de BTK, de Dipel 2X y Javelin fue de —--
299tg/ml y 81 #g/ml de dieta, respectivamente. EI l.c50 de ABG-6162, una formu_
lacidn experimental de thuringlensina fue de 37.54«g(Al)/m)l de dieta. El tiempo
de muerte varfa con el tratamiento, con Dipel 2X o Javelin, la mayor mortalidad-
(52%) ocurrié por el 3%E 4fa, mientras con ABG-6162, la mortalidad mis grande -
(522) fue entre los dfas 5 y 6. Las combinaciones de thuringiensina y BIK provo
caron una potenciacifn, mientras que las combinaciones de las dos formulaciones~
BTK producen un efecto sumario. Las combinaciones de Bacillus thurinpiensis var.
kurstaki y thuringiensina incrementan las tasas de mortalidad, con un 90X de la-

mortalidad toral ocurricnds dentro de los 3 dfas®S,

Otro trabajo realizado tambi&n en la Universidad de California fue -
el referente a la determinacin de la toxicidad de Dipel 2X, Avermectin lll y =
Neem para con el gusano del betabel, Spodoptera exigua (Hubner), &sta toxicidad—
fue determinada usando larvas neonatales con la incorporacidn de una dieta. Los
LCSO para Dipel 2X, Avermectin B1 y Neem en un medio con régimen alimentario fue
ron de 196 4g/ml, 0.8l4 #g(Al)/ml y 0.116,#g/ml, respecsivamente. Las combina--
ciones de ABG-6162 (una formulaciSn experimental de thuringiensina) y Dipel 2X,-
resultaron ser muy potentes, mientras que las combinaciones de Neem con Avermec—
tin By o con Dipel 2X producen un efecto antagdnico, No hubd una relacidn li---—
neal del tiempo promedio de mortalidad con todas las concentraciones de los tdxi
cos, excepto para ABG-6162. El tiempo promedio de mortaldiad fue significativa-
mente diferente entre los tdxicos. Estos tiempos para Dipel 2X, Avermectin Bya-

Neem y ABG-6162 fueron de 3.06, 4.13, 5.42 y 6.23 dfas, respectivamente. E1 =——
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tiempo promedio de mortalidad para las combinaciones de tSxicos fue variable y ~
proporciond datos de las maneras y sitios de accidn de los compuestos aplicados-

individual o cunjuntnmentel'g.

Después de | afio de estudio en el Cairo, Egipto, se realizd la inves

tigacidn sobre la distribucidn de Bacillus thuringiensis y Bacillus cereus en ~-

los suelos egipcios. Las muestras de varios tipos de suelos fueron colectadas -

de campos que no fueron previamente roclados con Bacillus thuringiensis. Para -

el aislamiento de Bacillus thuringiensis y Bacillus cereus se empled una nueva -

técnica para eliminar el crecimiento de la mayorfa de las bacterias del suelo, -
hongos u otra flora indeseable. Una alta cuenta de bacilos fue detectada en los
suelos arcillosos mis fértiles, mientras que los suelos arenosos siempre tuvie——
ron pequefias cantidedes. Algunos de los cultivos los descubrieron al ser acti-—-
vos contra las plagas del algoddn, como son los lepiddptevos: Spodoptera exigua,

y Heliothis avmigera, mientras que ninguno de los cultivos presentaron una impor

tante actividad bioldgica contra Spodoptera littoralis®C,

En Alemania, a nivel de laboratorio realizaron estudios con algunas-
larvas de Spodoptera frugiperda, siendo alimentadas durante 3 dias con hojas de-

Ricinus communis tratadas, algunas con Neem-seed-kernel-extract (AZT-VR), otras-

con Bacillus thuringiensis (Dipel), o con una mezcla de ambos. El AZT-VR fue —-

probado en concentraciones de 25 ppm a 250 ppm, las concentraciones de Dipel ---
fueron de 0.12 a 0.5%. La comblnacidn de Neem-secd-kernel-extract y los produce

tos de Bacillus thuringiensis incrementaron la mortalidad, comparando esto con -

la accidn que cada compuesto ejerce por 5I solo. Ademds la combinacidn hizd de-
crecer ¢l peso de las pupas de los insectos prueba que sobrevivieren y redujeron

el tiempo requerido para matar al 50% de las larvas de Spodoptera frugiperda. En
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algunas combinaciones el efecto resultante ‘fue tan amplio como se esperaba, mos-

trando una accidn ainérgicnil-

Una J ~exotoxina de Bacillus thuringiensis Berliner fue probada en -

Georgia, E.U.A., sobre el primer, tercer y cuarto estad{os de Spodoptera frugi--

© perda (J.E. Smith), Heliothis zea (Bodie) y Trichoplusia ni (Hubner). Las lar--

vag fueron someridas a dietas que contenfan a la # ~exotoxina teniendo un alcan
ce de 0 a 200 Ag(Al)/ml de la dieta. Los LCgp para el primer, tercer y cuarto—
estadfos de Spodoptera frugiperda fueron de: 0.4, 7.2 y 123.7 4 g(AL)/ml, res--

pectivamente, Las larvas de Reliothis zea fueron las menos sensibles a la toxi-

na, con los LCg5y de 1.0, 14,2 y 127.3 /g(AI)/ml para el primer, tercer y cuarto
estadfos, respectivamente. Las curvas de respuesta dosis/mortalidad para el ---
cuarto estadfo de Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni fueron no lineales por
todo el perfodo de la prueba, indicando una posible alimentacidn, que es 1o que-
disuade al factor asociado con la toxina. La fecundidad de las mariposas noctur
nas desarrolladas de las larvas expuestas a la # -exotoxina fue mis baja que la-
fecundidad de las mariposas nocturnas de las larvas alimentadas con una dicta --

sin tratamientod?,

El sinergismo entre la S-exotoxina y Bacillus thuringiensis ssp. --

kurstaki (HD-1) fue estudiado en E.U.A. y demostrado en las larvas de la maripo

sa, Lymantria dispar, alimentandose de una dieta artificial que contenia una megz
cla de HD-15-1980 (un estandarizado de esporas y una preparacién de cristales --
del filtrado HD-1 de B.e.) y una S -exotoxina. Despuds de S5 dlas de exposicidn,
el LCsy del mezclado de B.t. con 0.01 y 0.02% de /J-exatoxina fue significativa-
mente mds bajo que el de B.t. solo. Un incremento significativo en la suscepti-

bilidad de las larvas a B.t. fue también notndo con la adicidn de 0,001% de - -
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exotoxina cuando el tiempo de exposicidén fue incrementado a 7 dfas. La concen-—-
tracién minima de B. thuringlensis y la 4~ exotoxina en el tiempo de exposicidn
cuando c) sinergismo fue observado, fue de 0.79 #g/ml de la preparacién HD-15- -
1980 con 0.012 de A-exotoxina despuds de 11 dfas de exposicién, 0.001% de #-
exotoxina con 3.125 Ag/ml de HD-15~1980 tambi&n despuls de 1l dfas de exposicidn
y con 6.25 #g/ml de HD-15-1980 mis 0.02% de 3 -exotoxina despuds de 3 dfas de -

expos 1:15n53.

Una muy importante plaga en la vitivinicultura es la mariposa noctur
na de la baya de la uva, Lobesia (Polychrosis) botrana Den. and Schiff., y ha si
do estudiada en la URSS la posibilidad de provocar una infeccidn mixta en los in
sectos, con la perspectiva del mejoramiento a la proteceidn microbiolégica de -~
los vifiedos. En comparacidn con las monoinfecciones, la infeccidn mixta causada

por Bacillus thuringiensis y un Baculovirus (Gramulovirus grana) aceleran el ti-
54

po de mortalidad de las larvas, como lo mostraron los valores LCSO

Varias formulaciones y métodos de aplicacidn de Bacillus thuringien-—
8is var. Kurstaki Berliner y acefato, fueron evaluados en Carolina del Norte, -=-
E.U.A., para el control del gusano de los brotes del tabaco, Heliothis virescens,
Obtuvieron mejoras mInimas para el control de Heliochis virescens con variacio——
nes en la presiSn y el volumen del rocfado, en el tamafio de la boquilla del pul-
verizador o con el arreglo a la boquilla dentro del rango usado por los cultiva~
dores del tabaco. Se descubrid que la aplicacifn de cebo a mano ya sea hecho en
casa 0 como un preparado comercial, son los mis potentes. La comida granular -~
hecha en casa y los cebos de salvado de mafz no fluyeron bien a través del apli-
cador granular, especialmente bajo condiciones himedas, resultandoc en una canti-

dad desigual y variable de cebo rocfado. El cebo mis compacto transportado, =--
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por ejemplo: Dipel 10 granular, fluyd imparcialmente a través del aplicador gra
nular y tuvd un control intermedio entre la aplicaciSn del cebo a mano y las for

mulaciones rocfables™.

En la URSS efectuaron estudios citoldgicos de hemolinfas de las oru-
gas de Galleria mellonella (mariposa del panal de abeja), después de la adminis-—
tracién parenteral de dosis subletales de la exotoxina termoldbil de Bacillus -~
thuringiensis. El inicio del proceso toxicoldgice fue observado a los 5-10 miny
tos, despufs de la inyeccidn. La administracidn de la exotoxina causd los si-~-
guientes cambios inespecfficos en los insectos: deformacidn y lisis de los hemo
citos, hipervacuolizacidn del ciroplasma, picnosis y degeneracidn del nicleo. La
exotoxina termoldbil contribuyd a la destruccidn del epitelio intestinal y a la-
aparicidn de bacteremia, inducidas por la reproduccién de la microflora intesti-
nal en la hemolinfa. El uso de dosis subletales de la exotoxima termolébil de~-—

mostrd la capacidad de los insectos para reais:irlass.

En otra investigacifn realizada tambifn en la URSS, observaron y es-—
tudiaron las cavacterfsticas morfolGgicas de la hemolinfa de los insectos expues
tos a la fosfolipasa de Bacillus thuringiensis, @stos insectos fueron las larvas
de Galleria mellonella (mariposa del panal de abeja) en el VII estadfo. El efec
to téxico de la fosfolipasa se manifest§ en cambios inespecIficos de los hemoci-~
tos: deformacidn, lisis, hipervacuelizacidn, picnosis y descentralizacidn de_l -
niicleo. La fosfolipasa afectS a los hemocitos. Participa junto con otras toxi-
nas en la destruccidn de las barreras naturales en el epitelio intestinal y en -
el sistema hemocftico. El uso de dosis subletales de la fosfolipasa demuestra-—
que los insectos son capaces de combatir a las toxinas bacterianas. Ellos se re

cuperan debido al incremento en niimero de los eosindfilos, micronucleocitos, eng
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citos, enucitoides y a la formacidn de nuevos hemocitos. Para la mayor parte de
ellos, los enocitos y los enocitoides efectdian una funcidn excretora, eliminando
a la fosfolipasa del cuerpa. A diferencia de los elementos formados de animales
de sangre caliente sin tomar en consideracidn su tipo, los hemocitos de insectos
pueden efectuar varias funciones. Presumiblemente pueden cambiar de una funcidn
a otra. La resistencia de los insectos a varias sustancias tdxicas puede deber

se parcialmente a este hech057.

Veintidds filtrados de esporas, ademis de las preparaciones de la -~

delta-exotoxina de 20 diferentes serotipos de Bacillus thurinpiepsig fueron pro-

bados en Filadelfia, E.U.A, por su actividad larvicida sobre Manduca gexta, en «
bicensayos con dietas diluidas. Los extractos de hidrdxido de sodio de cada pre
paracidn fueron probades por su actividad como inhibidores del transporte de po-
tasio, siendo aislados del intestino medio de las larvas de Manduca sexta. To--
das las preparaciones que inhibieron el transporte de potasioc fueron larvicidas.
Doce de las trece preparaclones activas causaron 50% de la inhibicidn del tran--
porte de potasio, a bajas concentraciones que se requirieron para matar al 50X -
de las larvas indeseables. La inhibicidn del transporte de potasic activo por -
aislamiento del intestino medio de las lepiddpteras es un método rapido para me-
dir la potencia de los cfectos de las preparaciones de la delta-exotoxina de —w-

Bacillus thuringiensis sobre el tejido blanco. Esta prueba "in vitro" también -

proporciona un dato cualitativo de la actividad larvicida de la preparacidn de ~

la delta- exotoxina®8,

Baciilus thuringiensis es usada como insecticida microbianc en mu=——
chos paises a causa de sus méritos: no presenta toxicidad hacia los mamiferos y

su alta selectividad hacia los organismos blanco. Una serie de experimentos Eue
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ron llevados 2 cabo en Corea para selecclonar una variedad efectiva de Bacillus-

thuringiensis para el control del gusano ordinario de la col, Pleris rapae y pu-

ra preparar un pequefio medioc de cultive de costo barato para la produccidn en ma

sa de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, fue desarrollado y demostrado que el

costo de produccidn de la bacteria usando este medio puede ser marcadamente redu

cido segln se compara con Thuricideb0,

En la lndia determinaron la suaceptibilidad de Rhizopertha dominica~
a varias formulaciones comerciales de insecticidas bacterianos. Rhizopertha do-
minica fue altemente susceptible a Dipel, Thuricide y a E-61, produciendo 95X, -
90% y 85% de mortalidad, respectivamente, para la mixima concentracidn (1%), ---
1PS~78 y R-153-78 fueron menos efectivos produclendo solamente 70% y 60Z de mor-

taltdad en los insectos adultos a la misma concentracisn®l.



b} A nivel de campo,

En E.U.A, fueron alimentadas las larvas del escarabajo mexicano del-

frijol, Epilachna varivestis, con varloes estadfos de Bacillus thuringiensis var.

thuringiensis que contenfan la bera-exotoxina, para determinar si con este trata
miento se podia prolongar su lapso de vida preadulta. Alimentandose a las lar--
vas sobre el follaje del frijol, fueron rocfadas con una solucién conteniendo —-
2 g/1 del ingrediente activo con una dilucidn de 1:10,000, prolongando la vida -
por cerca de 5 y 3 dlas, respectivamente. Con la prolongacidn del tiempo de de-

sarrollo larvario se mejord la actividad prcdnwraﬁz.

El gusano de la hoja del algoddn egipclo, Spodoptera littoralis =e-—

Boisd. es la principal plaga de la alfalfa en Israel. Los niveles en la pobla=--
cién de otras plagas usualmente no alcanzan el umbral econdmico. Se requirieron
nueve aplicaclones con insecticidas qufmicos (7 aplicaciones rocladas y 2 cebos-

granulares de fluorosilicatos) para el control de Spodoptera lictoralis durante-

la temporada de 1984 (durante la cual los niveles de infestacidn fueron eleva--=

dos), mientras que solo 5 aplicaciones de una preparacidn de Bacillus thuringien-

sis var. entomecidus (B.t.e.) (3 rocfados y 2 cebos) produjercn el mismo efecto.

Durante 1983 y 1985 las poblaciones de las plagas fueron moderadas y solamente -

fueron requeridas 6 aplicaciones con pesticidas quimicos. Un cebo de B. thurin-

giensis con salvado de trigo, Coax. fue desarrollado, siendo efective en el con-
trol de las larvas adultas (estadfos 4-6). Los rendimientos de los campos trata

dos con Bac{llug thuringiensis var. entomocidus fueron gimilares 2 los rendimien

tos de un campo convencionalmente tratade. EL control Sptimo para las larvas --
adultas fue obtenido por la aplicacidn de la preparacidn del cebo bajo el viento

durante el segado de la alfalfa®®,
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En el Cairo, Egipto, se tratd el estado prepupal de Spodoptera 1i-——-

ttoralis Boisd. con Bactllus thuringiensis kurstaki HD-1 (Dipel) a una alta con-

centracién (5%). El estado prepupal de Spodoptera littoralis Boisd. se vid afec

tado cuando se rocfo el Dipel o cuando &ste se adiciond & el suelo. Las maripo-
815 emergieron mostrando una corta longevidad aseciada con una baja produccidn -
de huevos y una baja fertilidad, ademis se observd um incremento en los gusanos-

con malformaciones. El pretratamiento de las pupas de Spodoptera littoralig ——-

Boisd. con B. thuringiensis kurstaki HD-1 (Dipel) durante sus diferentes esta-=--

dfos mostraron un incremento en el efecto cuando el tratamiento fue aplicado in-

mediatamente después de la pupn:lanﬁs.

Desde los severos brotes de la mariposa nocturna, Lymantria monacha-
L. en Polonia 1978/84, el papel de los microorganismos como agentes para su con-
trol ha sido investigado ampliasmente. Las orugas que cayeron muertas fueron ob-
servadas principalmente durante los estados en que se Iincrementd la poblacidn, -
en 1980/81. De las orugas moribundas, fueron aisladas enterobacterias. Los ex—

perimentos para el control de la mariposa nocturna, Lymantria monacha L. con B.~

thuringiensis fueron realizados primero con diferentes productos comerciales. -
En 1983 y 1984, un producto polaco nombrado Thuridan fue usado por primera vez.-
La mortandad se observd sobre las larvas mis jdvenes, esta fue mayor en las re~-
glones donde crecfa el pino y menor en las de abeto o en una mezcla donde se de-

sarrollaba el pino y ahe:osb.

Durante un brote en masa de la mariposa nocturna Lymantria monacha —
L. en el norte de Alemania en los afios de 1978 a 1980, se llevaron a cabo prue=--
bas de campo para el control microbiano de &sta severa plaga forestal, en dos --

&reas de '"Luneburger Heide". Se probd la combinacidn de una preparacién de Ba--
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cillus thuringiensis (B.t.) y un virus poliédrico nuclear (NPV) para evaluar sus

efectos t&xicos sobre Lymantria monacha L.. Los datos obtenidos del campo y del
laboratorio durante las pruebas indican que a una dosis subletal de B.t. (0.15 ~

Kg Dipel/ha) junto con una baja dosis de NPV (lDI'l poliedres/ha) inducen una mor

tandad rdpida en comparacidn con el virus 501067.

Heliothis armigera es la plaga que ataca los cawpos de algoddn en --

Israel, principalmente en la llanura de la Costa Mediterrdnea al principio de la
temporada de slembra., Desde 1984, &sta plaga se extendid a través del Valle -—-
Jordon Rift, 1llegando a ser la plaga mis importante durante toda la temporada.-

En las pruebas de campo B. thuringiensis var. kurataki fue empleado para el con-

trol de la plaga, principalmente durante el perfodo temprano de la temporada en-
la llanura de la Costa. La mortalidad de las larvas fue un poco mis baja, pero-
casi igual a la de las parcelas tratadas quimicamente con Thienex. Con esto se-

concluye que al inicio de la temporada de siembra B.t. var. kurstaki puede ser -

un agente iitil para el cantrol de Heliothis armigera con la ventaja de preservar

las poblaciones de los enemigos naturales. En el Valle Jordon Rift, los experi-
mentos de campo se efectuaron hacia el fin de la temporada, para el control de -
una poblacién excepcionalmente alta (mis de 32 larvas/2 w de la hilera). En uno
u otro de los campos tratados con insecticidas quimicos o con B.t. var. kurstaki
la sobrevivencia de las larvas fue elevada (4.7 - 8.0 larvas/2 m). La sensibili
dad presentada a la aplicacidn de B.t. fue dudosa durante este perfodo, por lo -
que iniciaron las aplicaclones mixtas de productos quimicos y bioinsecticidas pa
ra combatir también a lus demds plagas que pucblan los campos de algodSn de ----

lsrneles.
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Una preparacidn biolégica basada en las especies entomopatdgenas de-

Bacillug thuringpiensis fue probada an Atenas, Grecta, por su efectividad en el -

contrel de Prays oleae en las plantaciones de olivo. La preparacidn fue aplica-

da usando diferentes métodos durante los afios de 1981 y 1982. La evaluacidn de-
la inmediata eficacia del tratamiento tiene lugar durante la generacién antdfaga
de la plaga. En 1981, la aplicacidn de la preparacién fue seguida a los pocos =~
dfas después de un aguacero. La mortalidad de las larvas alcanzé un nivel prome
dio de 68%. En una segunda parcela, la preparacidn fue reaplicada despuds del -
aguacero, con una mortalidad larvaria de 97%. En 1982, una sola aplicacidn fue-
suficiente para lograr una mortalidad de 94X, Las diferencias no significativas

fueron encontradas entre la cantidad de hembras de Prayg oleae capturadas en las

trampas de feromona en las arboledas tratadas, contra las arboledas de olivos ==
sin tratar, Este hallazgo indicd que las trampas, las cuales atraen a las hem—-
bras desde una gran distancia, no es un método seguro para la evaluacidn de los~
tratamientos. Considerando la cafda del fruto inmaduro, el mis alto porcentaje-
se presentd durante el filtimo perfodo. En el temprano estadfo de desarrollo del
fruto, las {investigaciones no fueron capaces de determinar, sf el fruto cafa por
la infestacidn de la plaga o a causa de desordenes fisiolSgices. A estadfos tar

dfos, la pérdida del fruto se debfa a las plagas pero no excedfa el 8% 69,

En Oregon, E.U.A. las tasas de inactivacidn de Bacillus thuringien--
8is fueron determinadas con el empleo de dos formulaciones aplicadas a una con——
centracién de 20 y 30 billones de unidades internacionales/hectdrea contra el gy

sano del abeto occidental Chorigtoneura occidentalis Freeman, empleando para la-

aplicacifn del bioimsecticida un helicdptero. El niimero de dfas antes de que de
clinen los residuos al 50X de la actividad original varfa con la dosis, porque -
las tasas de inactivacidn de los cuatre tratamientos fueron aproximadamente igua

les. El &xito de Bacillus thuringiensis en el programa para el control depende-
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aparentemente mis de la tasa inicial de mortalidad que de la persistencia del --

agente microhlnno’o.

Durante otro trabajo de investigacién también realizado en Oregon, -
E.U.A., estudiaron los efectos de Bacillus thuringiensis sobre los parfisitos de-
los gusanos de las yemas del abeto occidental (WSBW) Choristoneura occidentalis-
Freeman. La pruecba de campo se realizd con el empleo de dos formulaciones de --
B.t. Berliner (Thuricide 32 LV y San-415). Cada aplicacidn se realizd a dos do-
sis (20 y 30 billones de unidades por hectdrea). La observacién al microscoplo=
mostrd que tres especies de Insectos contenfan @ B.t.: Glypta fumiferanae (Vie-
reck), Apanteles fumiferanae (Viereck) y Phytodietus fumiferanac Rohwer. La pre
sencia de los pardsitos infectados o contaminados con Bacillus thuringiensis fue
extremadamente baja y parecid no estar relaclonada a ninguna de las aplicaciones

del tra:umicntn“.

En 1985, probaron en Ontario, Canad&, a nivel de campo a Futura, una
nueva formulacidn concentrada de Bacillus thurjngiensis Berliner var. kurstaki.-
Se determind su efectividad contra el gusano de los brotes del pino blanco Cho—-
ristoneura pinus pinus Freeman., Fue aplicada sin diluir a dos concentracioneas:—
20 * 10° y 30 * 10° unidades internacionales por hectdrea (20 y 30 BIU/ha). La=
dosis de 30 BIU/ha suprimid satisfactoriamente a las poblaciones de Choristoneu-
ra pinus pinus Freeman (71X de mortalidad larvaria) y prevind la grave defolia--
cién de los &rboles hospederos (64% de proteccidn al follaje)., El cratamiento -
con 20 BIU/ha fue solo efectivo en la regulacidn del gusano de las brotes del pi
no blanco (442 de mortalidad) y no fue efectivo en la proteccién al follaje (28%

de proteccisn)m.
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En Canadi investigaron la eficacia presentada por varias formulacio-
nes de Bacillus thuringiensis var. kurstaki y la dosificacidn de cllas en el cam

po contra el enrollador del abeto, Lambdina fiscellaria fiscellaris. Por via ~-

afrea se aplie§ Thuricide 48 LV, Thuricide 64 B, Futura XLV y formulaciones acuo
sas de B.t. Berliner var., kurstaki. Escas formulaciones fueron probadas para ob

servar su efectividad en el control del enrollador del abeto, Lambdina fiscella-

ria fiscellaria y en los sitios del abeto balsimico, Abies balgamea (L.) Mill. -

Thuricide 64 B, se aplicd dos veces a una dosis de 30 Unidades Internacionales ~
Billdn (BIU)/hectdrea en 1.78 litros/ha, Fue la formulacién wis efectiva, redu-

ciendo a la poblacidn de larvas cerca del 100%. 3
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¢) A nivel de campo y laboratorio.

En Italia, durante 1983 llevaron a cabo experimentos en el campo y -
en el laboratorio para evaluar la efectividad de tres preparaciones de B.t. Ber-
liner en el control del 1252y 29 estadfos larvarios de Thaumetopoea pityocam-~
pa. Las pruebas fueron realizadas con Bactucide y Dipel, ambas a 50 y 100 g/hl-
y Bactospeine a 100 y 200 g/hl. Los miis altos porcentajes de mortalidad fueron=-
obtenidos con Dipel (en las pruebas de campo, 80.4% y 81.8% de las larvas murie-
ron en las parcelas tratadas con 50 y 100 g del producto, respectivamente)., En-
las pruebas de laboratoric la accidn del insecticida wicrobiano fuec observada al
4° dfa despuis de la aplicacifn y alcanz8 el miximo entre el 14° y 16° dfa. Bac
ture, Dipel (100 g/hl) y Bactospeine (200 g/hl) fueron usades contra el 18re y -
2° estadfos larvarios de Lymantria dispar, ambos en las prucbas de campo y en el
laboratorio. Otras pruebas fueron tambi&n realizadas en el laboratorio contra =
el 355 y 4° estadfos larvarios de Euproctis chrysorrhoea con las mismas prepara-
ciones, pero con doble dosis. Otra vez Dipel fue el mds efectivo, tanto en el -~
campo (85.8% de larvas muertas de Lymantria dispar) como em las pruebas de labo-
ratorio (85% de larvas muertas de L. dispar y 75% de Euproctis chrysorrhoea). =
Los experimentos en el campo con Dipel y con Thuricide HP, a 100 g/hl, fueron ==
realizados en 1983 contra la 22 generacidn de larvas de Lobesia botrana. Dipel-
parecid ser significativamente mis efectivo que Thuricide, pero la diferencia no

fue significativa’®,
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d) - A nivel de invernadero y campo.

El insecto de la col, Mamestra brassicae, es una plaga que ha sido -

combatida con el empleo de preparaciones comerciales bacterianas tante en la ---
Unidn Sovi&tica como en Inglaterra. En la Unifn Sovi&tica el uso asociado de la
mezcla bacteria-virus en este caso Bitoxibacillin-virus FKS, fue probada por ser
mis efectiva que la accidn que presentan cada uno por separado. El incremento =

en la mortalidad de las larvas de Mamestra brassicae fue de 25 - 37%, En tanto-

en Inglaterra probaron 60 extractos actives de 12 variedades de Bacilius thurin-
Blensis, de ellos l4 excractos presentaban una potencia mejorada para combatir a

la plaga de Mamestra brassicae, tan dafilna para los cultives de col, esto se —-—

hizd a nivel de campo e inverpadero. De estos extractos, siete aumentaban 10 --

veces su accidn sobre las variedades entomocidus y aizawai, y se les considera -

como adecuados para la prictica del control de la plaga, ya que algunos de estos
slete extractos tienen una potencla incrementada hacia Spodoptera littoralis y -
una elevada potencia contra otras plagas. Se les considera de gran valor para -
crear un nuevo producto que pueda incrementar el nimero de las especies plaga, -

que pueden controlarse con Bacillus thurlngiensis75'76.

En Israel realizaron experimentos para determinar la potencia de las

preparaciones de Bacillug thuringiensis Berliner contra lag larvas del inmsecto -

horadador europeo del mafz, Ostrinia pubilalis Hubner. Bacillus thuringiensis -

serovariedad 3a 3b, kurstaki (Dipel) fue mis potente que Bacillus thuringiensis-

serovariedad 1, thuringiensis (Bactospeine 1); otras preparaciones bacterianas -

ensayadas fueron B.t. serovariedad 3a 3b, kurstaki (Toarwo CT) cuyas esporas son

inactivas y B.t. serovar, 7, aizawai (ABG 6104). Tanto en el invernadero como-

en el campo otra preparacién de B.t. 3a 3b, kurstaki (Bactospeine III) fue rvocla

da sobre las hojas del mafz tierno a concentraciones de 0.5 y 1%, resultando ser
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activa en el invernadero contra las-larvas de Ostrinia nubilalfs. El pH de la -
superficie de la hoja del malz tierno, tuvd un valor de 6.9 - 7.5 antes y des---

pués de la nplicui&n".
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DE IMPORTANCIA SANITARIA
a) A nivel de laboratorio.

En E.U.A., evaluaron siete formulaciones fliidas de concentrados de-

Bacillus thuringiensis (serotipo H-14), &stas fueron: Teknar wdc, auto-dispersi

ble Teknar, Teknar 2X concentrado acuoso, Teknar 2X concentrado de Base aceitosa,
Vectobae AS, Bactimos FC y Skeetal F. Las emplearon en arroyos pequeilos contra-~

Simulium vittatum. No hubd diferencias significativas en la eficacia entre las—

formulaciones, con la excepcidn del Teknar 2X concentrado acuoso, &l cual requi-
riS considerablemente menor cantidad (5 mg/litro/l min) que las otras formulacio
nes que produjeron 95X de mortalidad en el penfiltimo estadfo de Simulium vieta—-—
tum. FEn el campo determinaron los LC-95 para las otras formulaciones en un ran-
go de 10,6 a 15.9 mg/litro/! min. WNo hubd diferencias significativas entre la ~
eficacia de las formulaciones diluidas excesivamente y las formulaciones sin —-—-

a1luir?,

Una preparacidn de Bacilius thuringlensis usada para el control mi--
crobiano de moacas fue probada en Helsinki, Finlandia, debido al incremento de —
la resistencia de Drosophila melanogaster a la thuripgiensina. Desarrollaron ==
una resistencia de 10 veces en 30 generaciones FJO a F7D' Fue obtenida una re--
sistencia de 6 veces 2 0.2 y a 0.5% de la preparacidn. Las moscas criadas en -~
una preparacidn del 2 y 3% fueron muy débiles y no desarrollaron resistencia du-
rante la seleccién. Al contrario, ellas no aparecieron en la generacién FSB' —
Las pruebas con moscas de la fruta resistentes a los quimicos, mostraron que =-——
ellas no obtuvieron resistencia cruzada entre los quimicos y la thuringlensina.-
Estos datos son discutidos, en cuanto al uso de la thuringiensina en el control~

de las moscussg.
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En California, E.U.A. investigaron la accidn tdxica de Bacillus thu-

ringiensis var. isramelensis sobre Aedes aegypti "in vivo". Observaron como el -

misculo esquelético de las larvas de Aedes aegypetl sufre daiios estructurales pro
gresivos, debido a la ingestidn de los cristales téxicos de B.t.i.. En las lar-
vas de los mosquitos tratados con B.r.i., el misculo esquelético se hincha, la -
membrana plasmitica se separa de las miofibrillas fundamentales y la mitocondria

plerde su Integridad estructural. El tratamiento con B.t.i. también daiia a las-

células esquel@ticas mioepid€rmicas. El tilempo de aparicidn ¢ intensidad de las
lesiones en el sistema del miisculo esquel@tico, coincide con el comienzo de los-
sintomag evidentes de intoxicacién por B.t.i., tales como inactividad y pardli--
sls general del cuerpo. Los resultados de estos estudios indican que el sistema
de los misculos esqueléticos juega un papel importante en las manifestaciones -~
sintomdticas de intoxicacidn con B.t.i.. La necrosis de los misculos esqueldti~
cos parece ser la principal causa de pardlisis en loa lnsectos tratados con w=-—--

Bacillus thuringiensis var. israelensis’8.

También en otra investigacidn realizada en California, E.U.A, se tra

bajé sobre la accidn tdxica de Bacillus thuringiensis var. israelensis (B.t.i.)-

en Aedes aegypti "in vivo". La Intoxicacidn prugresiva en las larvas del mosqui

to por B.t.i. (4 M g/ml) se caracteriza por el paro en la alimentacidn después -

de 1 hora de la ingestién, reduciéndose la actividad a las 2 horas, la inactivi-
dad extrema a las 4 horas y la pardlisis general del cuerpo a las 6 horas. El -
efecto de B.t.1. en la estructura posterior del intestino medic fue detectado --
como a la hora, cuando el borde del epitelio estriado fue dafiado; esto fue segui
do por el hinchamiento de las cé&lulas epiteliales y la destruccidn de los organe
los celulares. Los misculos del intestino media circular y longltudinal fueron-
cambi&n danados por el tratamlento con B.t.i., esto es indicado por el hincha---

miento y separacidn de la ldmina base. Seis horas despuls del tratamiento con-
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B.t.

+s las paredes del intestino madio fueron destruldas severamente entre la -

membrana peritrdpica y la limina base separada, produciendo un canal abierto en-
tre el conducto del intestino y el homocel. De estas lesiones, la desorganiza--
cidn de las microvellosidades y el epitelio hinchado en el intestino medio coin-
ciden con el paro en la alimentacidn. El funcionamiento lento y la parflisis de

los ingectos ocurre solo en estados avanzados de intoxicacidn con B.t.i., cuando

el intestino medio fue severamente dafiado. Las lesiones celulares que resultan-

de la accidn inicial con Bacilius thuringiensis var. israelensis sobre el epite-

1lio del intestino medio puede ser crucial para la pardlisis general del cuerpo -

que se observa después de la ingestidn de esta :cxinn”.

Tres filtrados téxicos de Bacillus thuringiensis para Aedes aegypti-

fueron aislados en Israel. Los cultivos 37.K 30, 5~2-6 y 5-2-13, todos aparente
mente de B.t. del serotipo H-14, fueron altamente t&xicos a las larvas de Aedes-
aegypti. El cultivo S-2~6 fue cl menos tdxico y tiene calculado un ITU con un -

valor de 17,800 ITU/mg, comparado con 15,000 para Bacillus thuringiensis var. --

israelensis IP5-82 (referencia estdndar). Todavia se encuentra en estudio la re
cuperacidn y desarrollo de los filtrados bacterianos, para ser usados como {nsec

ticidas microbianos en el mundcao.

En Nebrasnka, E.U.A., se analiz§ el potencial larvicida que presentan

las c&lulas vegetativas de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (B.t.i.) --

contra las larvas de Aedes aegypti. Las células vegetativas de B.t.i. (6 * 1051

ml) lograron el 100X de mortalidad en las larvas de Aedes segypti 24 horas des—-—

pués de la ingeatidn, este potencial larvicida proviene del interior de las célu
las. Las células libres flotantes no mataron a las larvas, sin embargo, ellas -

contenfan una hemolisina termolibil inmunoldgicamente distinta del factor hemolf
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tico (liberado durance laz solubilizaciSn de loa cristales de B.t.i.). El poten—
cial larvicida de las c&lulas vegetativas no fue debido al poli-f -hidroxibutira
to, sin embargo, se relaciona con la capacidad de las c&lulas vegetativas a ¢spg
rular durante los experimentos. Cuando los ensayos se realizaron en presencia -
de cloranfenicol o estreptomicina no hubd toxicidad del larvicida potencial, -=-=
B.t.1. no es un alcaldfilo, por lo que es imposible su mulciplicacidn en medios-
de cultivo con un pH 9.5, ademis no se puede demostrar la formacidn de la cdpsy
la protectora. Sin embargo, las bacterias pueden multiplicarse en los fldidos -
del intestino de las larvas de los mosquitos muertos o moribundos, porque los va
lores del pH caen marcadamente despu€s de la exposicidn a las toxinas de los —--

cristales de Bacillus thuringiensis subsp. i.srnclensis&l.

En China, realizaron una evaluaciSn en el laboratorio sobre la efieca

cia potencial de Bacillus thuringiensis israelensis para el control de los mos--

quitos en Malasia. Los experimentas en el laboratorio con B.t.i. (IP5-78 polvo-~

estdndar) se realizaron para controlar los estadfos larvarios 3° y 4° de Aedes -

aegypti, Aedes albopictus, Aedes togoi, Culex guinquefasciatus, Armigeres dur---

hami, Anopheles balabacensis y las especies Chironomus. Aedes aegypti y Aedes ~

albopfictus fueron muy sensibles a B.t.i., pero los valores LCq, y chc mds altos

que se obtuvieron fueron para las especies Chironomus. La potencia de B.t.i. —

fue reducida al estar en presencia de soluciones de NaCl al 0.5% (pH de 10), pe-
to no hubd reducecidn en la actividad larvicida. El polvo de B.t.i. junto con ==
una solucidn de NaCl se asentaron en el fondo de una columna de agua de 45.0 ca~
de altura a las 3 horas despus de lo establecido. La gran selectividad de ~-—-

B.t. por las larvas de los mosquitos es lo que hace que no existan efectos té-

xicos sobre los peces. La resistencia a los fil:rudqs de Bacillus thuringiensis

2
israelensis se produce hasta la a2 generacidn de las larvas de Aedes m.-gyg:ls‘.
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Fue estudiado en E.U.A. el efecto tdxico de una preparacidn de espo-

ras de Bacillus thuringiensis var. israelensis Berliner serotipo H-14 sobre el -

cuarto estadfo larvario de Aedes aegypti L. y Toxorhynchites amboinensis (Doles—

chall) con la consigulente suspensidn alimentaria, este cfecto lo compararon con
los obtenidos por la inyeccidn de B.t.i. H~14 en una alimentacidn forzada o por=
la via de un orificio como un enema. Las larvas de Aedes aegypti mostraron alta

sensibilidad a B.t.i. H-14 porque al filtrar el alimento concentraban a la toxi-

na larvicida, Posteriormence las larvas de Agdes aepypti fueron aproximadamente

2 veces menos sensibles a B.t.i, H~l4 que las larvas de Toxorhynchites ambhoinen-

sig, pero resultaron contagiadas las larvas de Aedes sepypti con las larvas muer

tas que contenfan en sus cuerpos partfculas de B.t.i. H-14 83.

En la URSS estudiaron la actividad larvicida de Bacilius thuringien-

sis H-14 filcrado BTS-393 contra las larvas de Aedes aegypti, expuesta la formu-

lacidn a prolongados perfodos de almacenaje (12 meses) y a una temperatura de --
37°C 6 18-22°C induciendo una reduccidn de 5-32% en la viabilidad de las esporas.
Las esporas sobreviven tanto a 5°C como a ~30°C. La concentracidn letal de la -~
formulacidn de B.t. H-14 para las larvas de Ae. aegypti mostrd una cafda de 2,2-
y 2.4 en la actividad larvicida cuando la formulacidn se conservé durante 1 afio-
a 28°C y 37°C, respectivamente. La toxicidad de la preparacidn no fue alterada-
a temperaturas de =30°C, +5, +18 y 22°C. Al usar a B.t. H-1l4 en los campos de -

arroz obtuvieron el 100X de mortalidad em las larvas de Anopheles messeae y —--~

Culex pipiens pipiena. La reduccin en las esporas no tiene relacidn con la ac-
tividad larvicida de la formulacidn (B.t. H~l4) o sea que no reduce su accidn --

téxica para con las larvas de los mesquuoseb.
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A nivel de laboratorio estudiaron en Israel el destino de Bacillus -

thuringiensis subsp, israelensis. Crearon un sistema entre las aguas de un cam~

po de arroz simulado y una mutante de una bacteria resistente a tres antibifti--
cos. El contacto con el limo de un cultivo de esporas de la mutante resulta en-
una inmediata desaparicién de la actividad larvicida, pero no asf sobre la viabj
lidad. La supresidn de la toxicidad fue causada por la adsorcién bacteriana a =~
las partfculas del suelo, ya que 99.8% de las bacterias se encontraron en la ——-
fraccidn limosa (en un intervalo de 45 min), con la desaparicidn del sobrenadan-
te. Cuando el limo fue removide las bacterias nuevamente se detectaron., Al ==~
efectuarse el cdlculo de la viabilidad se observé que la interferencia causada ~
por el limo se conservd constante por lo menos 22 dfas, indicando que las espo——
ras estuvieron viables pero totalmente inmdviles, y que fueron incapaces de ger-
minar y multiplicarse en el limo, bajo las condiciones experimentales. Aproxima
damente 8% de las colonias bacterianas tuvieron la capacidad para ser separadas-~
del limo por medio de un mezclado vigoroso, seguido de una filtracién. Las espo
ras filtradas retuvieron su toxicidad, matando al 90% de las poblaciones larva--
rias, alin despuds de los 22 dfas de incubacidn en el suelo. La pérdida de la ag

tividad tdxica de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis en el limo fue por -

lo tanto un proceso reversible debido probablemente al tipo de bacteria (mutante)
y a su toxina inaccesible para la larva., En las aguas sin limo del campo simula
do observaron solamente una muy lenta inhibiciSn de la actividad larvicida. En-
contraste a la actividad larvicida a que en presencia del limo hay supresifn de-

la actividad larvicida y no hay restablecimiento de ellaas.
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b) A nivel de campo.

En el rfo Orange cerca de Prieska, Suddfrica, estudiaron a Bacillus~

thuringiensis Berliner var. israelensis de Barjac (serotipo H-14) (B.t.i.) a unma

concentriucién de 1.6 ppm durante 10 minutos, con una toxicidad de 1500 AAU/mg, -
contra las larvas de Simulium chutteri Lewis. La cantidad de larvas muertas en-

las piledras colectadas de los rdpidos despuds de la aplicacidn de B.t.i. y el de

cremento numérico encontrado por las comparaciones von los valores medios de las

larvas contadas en las piedras, indican que B.t.i. efectivamente matd a las lar-

vas simulidas., E1 uso de B.t.i. en el control de Simulium chutterl es preferi--

ble a los organofosfatos y a las formulaclones organocloradas porque tienen una-
aceién mis especiflca contra la mosca negra y porque a ellas no se les comoce in

munidad a Bacillus thuringiensis en cualquiera de las especles de Simulium®3,

En la URSS realizaron pruebas de campo con Bacilius thuringiensis --

H-14 BTS-393 para demostvar su alta eficacia contra Aedes aegypci L. (de labora-

torio), Anopheles atroparvus van Tiel, Anopheles stephensi List., Anopheles mes-

scae Fall (criados @stos insectos en la ciiscara de arroz) y contra Culex pipiens

molestus Forskal (crfado en el sftano de las casas inundadas). En cuanto al es-

tado de desarrollo los LCgy fueron de 0.0018 - 0.0098 mg/l para Acdes aegypti, -
0.0029 - 0.0043 mg/l para Culex pipiens, 0.0444 - 0.0530 mg/l y 0.0023 - 0.031 -

mg/l para Angpheles atroparvus y Anopheles stephensi, respectivamente, y 0.0031-
0.0370 mg/1l para Anopheles messeae. En los campos de arroz la eficacia de la --

formulacifn usada a una desis de 0.4 - 0.8 Kg/ha fue cerca del 100%, siendo ob--
servada a los 12~14 dfas y en los sitanos fue aplicada la formulacidn a una do--
sis de 0.2 - 0.4 g/mz. demostrando una eficacia de 90-100% en 6 dfas (perfodo de

observacisn) 86,
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En lsrael utilizaron a Bacillus thuringiensis var. israelensia, ya -

que es un importante agente tdxico en el control de los mosquitos; pero la répi-
da desaparicidn de su toxicidad hace que su uso en la prdctica no sea econdmica~

mente atractiva. Tambi&n la falta de evidencia de multiplicacidn de B.t.i., en -

las larvas de los mosquitos en el agua hace que la ecologfa natural de B.t.i. —-
sea problemitica., Se prevee una posible soluciSn a este problema, ya que lag ==
larvas de los mosquitos utilizan a los esqueletos de las larvas muertas (con ~--

B.t.1.) y &stos son tdxicos para las larvas. Los resultados sugirieron un ciclo,

que involucra el envenenamiento de las larvas y posteriormente la muerte, debido

a la J -endotoxina de B.t.i.. Las esporas al germinar y desarrocllar vegetativa-

mente, esporulan (con produceidn de la toxina) lo que proveca la multiplicacidn-
y formacidn de varios millones de c&lulas en el esqueleto. Todavia se encuentra
en discusién las implicaciones de &stos resultados para la ecologfa de Bacillus-
thuringiensis var, israclensis y para su aplicacidn en el control de los mosqui-

IOBB7.

La efectividad de Bacillus thuringiensis var. israelensis SH-14, fue

probada en 16 sitios de procreacidn de Anopheles albimanus, bajo las comdiciones
naturales de la isla de Cuba, en las ciudades de la Habana, Sanctl Spiritus y -—-
Santiago de Cuba. Los sitios de procreacidn comprendfieron dreas con presencia o
no de vegetacidn, asf como de agua corriente, teniendo un #rea total de 2.73 ha,
a las que se aplicaron 3.26 Kg del blocompuesto en dosis de 0.4, 0.2 y 0.2 g/mz.
Los resultados de las pruebas realizadas en &stas provincias reportaron que =---—
Bacillus thuringiensis var. israclensis SH-14 tuvé alta efectividad contra las -

larvas de Anopheles a1bimanug 88,
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Fue evaluada en Arkansas, E.U.A. la aplicacidn aérea del Beecomist ~

{Bacillug thuringiensis var. israelensis serotipo H-14] contra las larvas de ---

Anopheles quadrimaculatus en los campos de arroz; el rocfado del Beecomist fue a
diferentes concentraciones y a bajos volumenes (ULV). Los depdsitos sobre los -

controles indican que 0.54 litros/ha de B.t.i. penetran a las partes mis densas-

del campo de arroz. El niimero de gotitas provocado a 65 cm tuvd un nivel de --—-
4.9 + 5.0/100 cn?. Un dfa despuds del tratamiento las aplicaclones de 0.54, ===
0.27, 0.11, 0.07 y 0.04 litros de B.t.i./ha reportaron reducciones de 97.8, —-——
94.4, 93,0, 71,1 y 21.8%, respectivamente, en las larvas de Anophales guadrimacu-
latus (sumergidas). Los cilculos letales de las dosis de campo (LFDsg LFDgg) --

fueron de 0.05 y 0.16 litros/ha, tespectivamentesg.

En E.U.A. realizaron la determinacién en los campos de arroz, de la-
anchura Gptima de la faja de hierba, para el control de las larvas de Anopheles-
quadrimaculatus por medio de la aplicacién del Beecomist [Bacillus thuringiensis

var. israelensis (serotipo H-14)]. En el laboratorio se crfaron a las larvas, -

para que posteriormente las poblaciones larvarias fueran usadas como control en-
el tratamiento afreo (1 dfa después). La traslapacién de la faja de hierba fue-
necesaria para mantener los altos niveles de reduccidn larvaria. La anchura &p-
tima para el rocf{ado fue de 67 m con viento a favor y a un volumen de 1,44 1/ --

mtn?0,

Se probS en Cuba la efectividad de Bacillus thuringiengis var. is---

raglensis H-14 contra los mosquitos Culex gquinquefasciatus, Culex nigripalpus, -

Anopheles albimanus y Psorophora confinnis, a una dosis de 0.4 g/mz en seis luga

res de reproduccidn (con diferentes caracteristicas bioecoldgicas) de los mosqui

tos. Llos resultados de los experimentos bajo las condiciones naturales mostra--
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ron una alta efectividad de este biocompuesto (B.t.i. H-14), ya que el 100X de -

las larvas resultaron muertas después de las 24 horas de aplicacién. Todavia eg

tdn verificando las ventajas y posibilidad de uso de Bacillus thuringiensis var.
israelensis H-14 en la lucha contra los mosquitos, ya que tlene importancia médi

ca y veterinaria en los climas l:ropicxllesgl
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c) A nivel de laboratorio y campo.

En Checoslovaquia realizaron comparaciones de los resultados obteni-
dos a nivel de laboratorio y a nivel de campo de las formulaclones de Bacillus -
thuringiensis serotipo H-14. Las formulaciones empleadas fueron de Checoslova-~
quia (Moskitur) y de la URSS (Baktokulicid). Reportaron los resultados en unida
des internacionales tdxicas para Aedes aegypti (Tu-mg-l), la potencia de estas -
dos formulaciones probadas fue mis elevada que la formulacidn estdndar del Insti
tuto Pasteur IPS-78 (=i000 TU-mg-l). Moskitur tuvd una potencia de alrededor de
1,500 TU.mg ! y Baktokulicid de 2,000 TU.mg~l. Los valores LCg, obtenidos en ~-
el laboratorio para Baktokulicid y Moskitur en las larvas de Acdes aegypti fue--
ron respectivamente de 0.11 y 0.16 mg-.l.—l. En tanto en el campo los valores =---
LC9D de los mosquitos atacados violentamente de las especies Aedes y Culex fue-~
ron de 0.14-0.31 mg-l_l para Moskitur y 0.11-0.41 mg~1-l para Baktokulicid y —---
0,16-0.48 mg-l"l para IPS-78. La susceptibilidad de las larvas de Anopheles =w-

stephensi en el laboratorio fue similar a la de lag larvas de Aedes aegypti. Las

larvas de Anopheles messeae requirieron que se repitiera el tratamiento mis ve=-

ces y con valores LCQD para Baktokulicid de 1.6 mg-l_l y para Moskitur de 6.4 ——

mg+1l °; para obtener 902 de mortalidad como en las demiis especies de mosquitos.—
El objetivo de los experimentos fue el de establecer la concentracidn minima uti
1izada de Moskitur y Baktokulicid para obtener tasas en la mortalidad larvaria -
del 100%. En los experimentos de laboratorio Baktokulicid dio el 100% en el con

trol de Anopheles messese, en el 4° estadfo larvario y a una dosis alta de 3.2 -

mg-l-l, Moskitur dio 23.12 de muertes a 6.4 mg-l-l. El efecto de las formulacio
nes Moskitur y Baktokulicid fue inmediato. La eficacia de Bacillus thuringien—-
8is serotipo H~l4 en los tratamientos de campo decrecid marcadamente con las al-

tas densidades larvarias (100 larvas/l dmz) 92
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Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus.

a) A nivel de laboratorio.

En Egipto fue evaluada la potencia larvicida de dos insecticidas bac
terianos, Bacillus thuringiensis y Bacillus sphoericus, contra las larvas del --
mosquito Aedes aegypti. Los valores LCSD mostraron que B.t. H-14 (4 * 105 espo-
ras/ml) tiene su mds alta patogenicidad contra el cuarto estadfo de Ae. aegypti-
¥y Que Bacillus sphaericus (3.1 * 106 esporas/ml) tiene una mayor patogenicidad.-
Lu seleccidn larvaria que se logrd con el L090 de ambos microorganismos patdge--

nos en 8 generaciones sucesivas, causd un decrementS en las especies selecciona-

das de Aedes ae ti, en comparacidn con un testiga. Ademiis los resultados indi

can que el efecto de la selecciSn larvaria con los dos biloinsecticidas muestran-
una reduccidn obvia en la producciSn de huevos y en la capacidad de incubar los-
huevos por las hembras adultas de los mosquitos que lograron desarrollar de las-

larvas suhmvlvien:es” .

En la India probaron a nivel de laboratorio a Bacillus thuringiensis
var. israelensis H-14 (VCRC B.17), a Bacillus sphaericus (Bsph) (VCRC B, 64) y -
8 Bacillus sphaericus (Bsph) 1848 contra las larvas de los mosquitos Anopheles -
stephensi y Culex pipiens. A los tres dfas después del tratamiento, la cuenta -
de los cristales fue de lOBIml; las bajas concentraciones fueron registradas de~
pendiendo de la potencia de las dosis empleadas contra el 3%E estadfo larvario -
de los mosquitos. Las determinaciones LCSO y LC?O mostraron diferentes grados -
de sl_:aceptlbuidnd en las especies. Descubrieron que el filtrado de B. gphaeri-
cus 1848 fue mds téxico que el filtrado VCRC B. 64. La relativa toxicidad de --
los tres filtrados se registra en la secuencia Bsph 1848 > Bti H=14 (VCRC B, 17)
> Bsph (VCRC B. 64)., Los filtrados probados mostraron su propiedad innocua pa-

ra los manfferos y otros vertebrados acufiticos, lo que sugiere que pueden ser --
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usados en el medio ambiente acudtico para el control de los mosquitnsgl‘.

En la URSS realizaron la comparaciSn de la sensibilidad de las lar--
vas de los mosquitos Anopheles stephensi, An. atroparvus, An. sacharovi, Acdes -

aegypti y Culex pipiens, hacia las preparaciones bacterianas de Bacillus thurin-

glensis serotipo 14 y de Bacillus sphaericus. Observandose la mis baja sensibi-

lidad en Anopheles sacharovi. La sensibilidad larvaria hacia las preparaciones-
bacterianas decrece con la edad. La pronunciada relacién entre la edad de las -
larvas y la sensibilidad a el bioinsecticida fue registrada en las especies de -

los mosquitos resistentes®s.

En E.U.A, realizaron pruebas de toxicidad de tres especies de Baci--

llus sphaericus contra los Gltimos estadfos de 12 especies de mosquitos culicine

resultando varias especies susceptibles a B.s.. A el filtrado 1593 Culex pi----

piens y C. galinarius, fueron altamente sugsceptibles a el filtrado 1593 (LC5OS -

10% esporas/ml), ademds C. piplens tambi&n fue altamente susceptible a el filtrg

do 20134, asl como C. restuans. La potencia del f{iltrado SSII-l fue aproximada

mente de un décimo en comparacidn con los filtrados 2013-4 y 1593 contra C. pi--
piens. La susceptibilidad de las especies culicine a el filtrado 1593 fue muy -

variable. A temperaturas >/ZD°C Aedes fitchit, Ae. stimulans y Ae, vexans fue-

ron nis susceptibles (LCggS 6 + 10° = 4 « 10% esporas/ml), Ae. criseriatus Ffue-
menos susceptible (LCgq 108 esporas/ml) y Ac. acpypti fue refractaria. La sus~-
ceptibilidad de los mosquitos aedes a el filtrado SSII-1 fue menos variable., ---

Los LCSDS para Ae. aegypti, Ac. canadensis, Ae. stimulans y Ae. triseriatus se -

encontraron entre 10" y 108 cElulas vegetativas + esporas/ml. Todas las espe-—-

cies de mosquitos probadas fueron en general altamente susceptibles a B.t.i. ---

67



(LCgS 2.3 # 107 = 2.5 » 10% esporas/ml). EL primer estadlo de las larvas de ==
Ae. aepypti fue miAs susceptible a el filtrado SSI1I-1 de Bacillus sphaericus que-—

el tercer estadfo%6,
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b) A nivel de laboratorio y campo.

Fueron evaluados en California, E.U.A. tanto a nivel de laboratorio-
como de campo dos agentes del control microbiano, a Bacillus thuringiensis H-14-
y a Bacillus sphaericus contra las larvas de Psorophora columbiae. El filtrado-

2362 de Bacillus sphaericus fue probadc también en el campo contra Aedes melani-

mon, Psorophora columbiae fue levemente mis susceptible que Culex gquinquefag-~-

ciatus a el filtrado activo de B. sphaericus (2362), el LCyq para el filtrado ac
tivo tuvé un alcance de 0.013 - 0.069 mg/litro, En las pruebas de campo, las ——
suspensiones acuosas del polvo de B. gphaericus 2362 y 1593 tuvieron un rendi---
miento de 98 ~ 99% de reduccidn en las larvas de los mosquitos en una proporcidn
0.1 a 0,25 1b/acre. Las formulaciones granulares de B.t. H-14 fueron evaluadas-

contra Psorgphora columbiae, rindiendo de 96 - 99X en el control de las larvas a

una concentraciSn de 1 a 10 lb/acre, dependiendo de la potencia y el ctipo de for
mulacidn. El polvo de B.t. H-l14 en agua caliente y a una proporcidn de 0.25 ===
1ib/acre dic un rendimiento en el control de B8%, mientras que a la misma propor-—
c18n pero a la intemperie (fresca) da un rendimiento solo del 4% en la reduccidn
larvaria. A la intemperie emplearon una concentracifn de 0.5 lb/acre del polvo-

de Bacillus thurinpiensis H-14 para obtener 94% en el control de las larvusw.
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SITUACION 'Y PERSPECTIVAS DEL

QAWTROL  MICROBIOLOGIQD  EN  MEXICD



En nuestro pafs también se estin llevando a cabo investigaciones so-
bre el empleo de bacterias entomopatdgenas para el control microbiano de insec--
tos plaga, siendo realizadas €stas investigaciones principalmente en la Universi
dad Auténoma de Nuevo Ledn, en el Instituto Tecnoldgico de Durango y en el ~~e—-
CINVESTAV del Instituto Polit&cnico Nacional, siendo realizadas estas investiga-
clones tanto a nivel de laboratorio como de campo, para posteriormente utilizar-
a @stas bacterias entomopatSgenas como biloinsecticidas. Estas tres institucio--
nes trabajan conjuntamente para la obtencidn de bioinsecticidas efectivos que 1lg
gren la eliminacidn de los insectos plaga que causan graves dafios a la agriculty
ra del pafs y que origlnan cuantiosas pérdidas cconémicas, asi como también para

combatir a los i plaga de enf . La bacteria mis estu=-

diada por estas instituciones es Bacillus thuringiensis debido a su ficil tecno-

logfa de produccidn, seguridad, especificidad y efectividad en el control micro~

biano de &stos insectos daiiinos.

Las investigaciones en México se ran al en~

consideracidn que la autorizacidn offcial para la utilizacidn de biocidas en el-
control de insectos plaga es a partir de 1984, pero tambi&n queda demostrado gque
es necesario que participen en forma activa wmds Instituciones en el programa de
control bioldgico, como pueden ser las instituclones gubernamentales y la inicia
tiva privada, ademis de otras instituciones de educacidn superior. Para asi po-
der enfrentar el grave problema que representan los insectos plaga y lograr en -

el futuro un efectivo control bioldgico de €stos.



DE IMPORTANCIA AGRICOLA

Bacillus thuringiensis.

Caracterizacidn,

Con el prop8sito de localizar cepas nativas de Bacillus thuringien--

5is con toxicidad hacla insectos plaga similar o mayor que las varledades de re-
ferencia internacional, se aislaron y caracterizaron variedades de esta bacteria
en la UANL a partir de muestras de suelo de los estados de Guanajuato y Nuevo =-
Ledn, encontrindese dos cepas denominadas como GM-12 y GM-32, respectivamente, -
las cuales no correspondiecron serolSgicamente a ninguno de los serotipos interna
cionales. Estos aislados dan reaccidn cruzada entre s, demostrindese que co=-=
rresponden & un mismo serotipo, aunque presentan diferencias en las pruebas bio-
quimicas de sacarosa y ureasa, en base a estos resultados se proponen ambas como

un nuevo serotipo 1nternuc10n3198.

Desde 1956 se establecid que la actividad insecticida de Bacillus —

thuringiensis estd localizada en el cristal y que la presencia de esporas es —--
innecesaria para la accidn tdx{ca. La caracterizacidn bioquimica del cristal de
B,t. no se ha desarrollado eficientemente por la carencia de preparaciones li---
bres de contaminaciSn por esporas; al disponer de bacterias mutantes asporogéni-
cas cristalfferas se podria contar con un modelo para estudiar el proceso de ——-
cristalogénesis independientemente del evento de esporulacidn, asf{ mismo la ca=--
racterizacidn bioquimica del cristal y su posible aplicacidn en la produccidn in
dustrial de bioinsecticidas. La cepa HD-l de B.t. se tratd en la UANL con &cido
nitroso 0.05 M en buffer de acetato de saodio 0.1 M y a un pH de 4.6 durante 20 ~

minutos a 30°C, perdiendo la sensibilidad al fago AP-l, adquiriendo la capacidad
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para utilizar sacarosa asl como un retrasc de 72 a 96 horas en la produccidn de-
esporas, En un segundo tratamiento con el mismo agente mutdigenico & las cepas -
mutantes retardadas en esporulacidn, se obtuvieron revertantes sensibles al fago
AP~1 e incapaces de utilizar sacarosa. el tipo de colonia que presentaron (tanto)
las cepas mutantes como las revertantes fueron colonias transliicidas tfpicas dew

una cepa aspn:ogénica” .

Seleccidn de cepas (toxicidad).

Con el objeto de conocer la toxicidad de 13 nuevas cepas de Bacillus
thuringicnsis aisladas de suelo y larvas enfermas (Clave: G¥-20 a GM-32) (Colec-
ci8n microbial FCB-UANL] en la UANL las propagaron en un medio a base de melazas
suplementado con harina de soya, recuperando al final de la fermenctacifn la endg
toxina producida por este microorganismo, por coprecipitacién con lactosa-aceto-
na. El extracto final obtenido se agregd en concentraciones de 50 a 500 Ag/ml-
de dieta, a las crias de las larvas de insectos prueba: Spodoptern frugiperda y

Heliothis virescens, para determinar su grado de toxicidad., Se encontrd que 6 -

cepas poseen un cristal ( na) de forma r lar a diferencia del --

bipiramidal reportado para B. thuringiensis. En toxicidad, tres cepas dieron --
buenos resultados, obteniendose concentraciones letales medias (LC-50) que osci~
laron entre 134 y 358 4g/ml de dieta en Spodoptera frugiperdas y de B6 a 2304g/

ml en Heliothis virescens'®C.

Para seleccionar cepas toxigénicas de Bacillus thuringiensis efecti-

vas contra Spodoptera frugiperda y Heliothis virescens, plagas de importancia ——

econdmica del mafz, algoddn y tabaco, se propagaron 19 aislados de esta bacteria
{Coleccién microbial FCB-UANL) en un medio a base de melazas, harina de soya y -

1fquido de remojo de mafz. El extracto recuperado de estos medios al final de -
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la fermentacidn, fue adicionado a una dieta semisint@tica de crecimiento para --
los anteriores insectos en dosis de 50 a 500 4t g/ml de dieta, para determinar la

dosis letal media del extracto (LC-50). Se encontrd qQue 5 de las 19 cepas son =

altamente t&xicas para Spodoptera frugiperda en on con el in=~
ternacional HD-1-~1980, presentando una LC=50 que oscila entre 59 y 275 g del -
extracto por ml de dieta del insecto. Al probar estos extracots contra Helig---
this virescens, se encontrd que solo una cepa posee toxicidad superior al estdin-

dar dado, presentando una potencia de 17,869 ullmgwl.

Aislaron mds de 100 cepas de Bacillus thuringicnsis en la UANL con -
el objeto de encontrar una cepa nativa de B.t. que presentara alta efectividad -
para el control de 2 insectos lepiddpteros plaga de importancia agrfcola, como =
son: el gusano barrenador del mafz, Spodoptera frugiperda y el gusano bellotero-
del algoddn, Heliothis virescens. De estas cepas, 32 las identificaron por su -
bioqufmica y serologfa, y posteriormente las propagaron en un mismo medio de cul
tivo a base de melazas. Cada uno de los extractos fue obtenido por coprecipita-
cidn con lactosa~acetona y probados contra estos dos insectos, encontrindose que
la cepa GM-10 identificada como la variedad aizawai presentd una LC-50 de 19.3 -~
wg/ml, mientras que para el estindar fue de 21.16 mg/ml. Sin embargo, para ==---
Spadoptera frugiperda el mismo aislado resultd 110 veces mis tdxico que el estdn

dar siendo su LC-50 de 59.0 mg/ml y la del estdndar 6,491 mg/ml 102'

La bfisqueda continua de cepas autdctonas de B.t. que posean activi--
dad téxica sobre algln insecto plaga, ha conducido a realizar pruebas miiltiples—
de estos bioinsecticidas sobre plagas como el gusano cogollero del mafz (Spodop-
tera frugiperda), gusano elotero (Heliothis zea), palomilla de la cera (Galleria

mellonella) y la palomilla de granos almacenados {Plodia interpunctella}. El =~
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interds del grupo de investigacifn de Durango es la de consolidar los resultados
que se han venido obteniendo desde 1986 en la produccidn de bioinsecticidas, tra
bajando en los aspectos de Microbiologla, Bioquimica, Ingenierfa, asf como en —--
los de prefactibilidad econdmica. Aunque la cepa de B.t. var. aizawai LP-l fue-
aislada de una larva infectada de Cydia pomonella, se encontrd em el laboratorio
que &sta cepa es t&xica tambifn para una colenia susceptible del gusano cogolle-
ro del mafz, Spodoptera frugiperda, en dosis de 0.0l a 1.0Z con un fndice de mor
talidad de 80X. Ademds el bioinsecticida de B.t. var. aizawai LP-1, cesd casl -
de inmediato la actividad alimenticia de los gusanos de prueba y su tiempo letal

fue de 10 horas 103,

Ensayos de producclidn.

Algunas cepas de Bseillus thuringiensia producen un derivado nucleo-

tidico denominado f -exotoxina, el cual resulta de gran interés por su uso poten
cial como bioinsecticida. El objetivo de &sta investigacién fue demostrar la -~

eficiencia de p 8n de la g na en dos cepas de Coleccidn internacio

nal reportadas como buenas productoras y finalmente contar con una metodologfa -
para identificar este compuesto en las cepas de B.t. de la Coleccidn de la UANL.
Las cepas de B.t. HD-59 y HD-199 fueron propagadas respectivamente en un medio a
base de casaminoficidos, posteriormente se utilizd precipitacidn con etanol como-
método de prepurificacidn y anfilisis eapectrofotom&trice para la deteccidn de la
toxina. Asf mismo, se determind el efecto de la presencia dé glucosa en este me
dio, encontrindose que &sta no presenta efecto sobre la produccidn de la toxina,
contrario & lo anteriformente reportado. Finalmente se considers que el método -
de prepurificacifn con etanol no es el mis efectivo por lo que actualmente utili

zan la didlisis para eliminar interferencias en el andlisis espec:rofotomé:ricom[‘.
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Después de los resultados poco atractivos que se obtuvieron en el ——

Instituto Tecnoldgico de Duramgo con las cepas de coleccidn de Bacillus thurin--

giensis en la produccidn de Bioinsecticidas y su uso para conbatir plagas del -~
mafz, se procedid al aislamiento de microorganismos de larvas enfermas del gusa-
no cogollero, Spodoptera frugiperda, el cual llega a producir pérdidas hasta de-
un 40X en cultivos de wmafz. Tres cepas de B,t. fueron obtenidas y propagadas en
fermentadores de 14 litros, obteniéndose tres biolnsecticidas, dos de los cuales
fueron probados a nivel de laboratoric utilizando el producto comercial Dipel co
mo testigo. Con los datos obtenidos hasta ahora en la planta piloto, del aisla~
miento y caracterizacién de cepas con referencia a la propagacidn de los microor
ganismos, asf como los de toxicidad CL50 y C"go’ se plantean’ las perspectivas de
su utilizacidn a gran escala, en funcidn de los resultados prometedores que es——

tén a punto de llevarse a escala de invernadero y cumpoms.

En este trabajo efectuado en el CINVESTAV-IPN, se realizaron fermen-—
taciones a nivel de matraz con 1l cepas nativas de B.t., proparcionadas por la -
UANL. De esta experimentacién se eligieron 2 cepas y un medio de cultivo en ba-
se a los mejores crecimientos y actividad bioldgica, para caracterizar su compor
tamiente en cultivos por lote, en reactores de l4 litros. Obteniéndose concen——
traciones celulares de 1.7 * 10% a 2.5 * 10% células/ml. Con el objeto de inerg
mentar las productividades y concentraciones celulares cobtenidas en cultives por
lote, se realizaron cultivos por lote alimentado, con el que se obtuvieron ‘con--
centraciones de hasta 5 * lDI' células/ml. La concentracidn y productividad en -
la elaboracidn de un producte a partir de B.t., puede aumentarse de manera signi

flcativa con la utilizacidn de 8sta técnica de fermentacidn'®%.
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El objetivo de &sta investigaciSn realizada en el CINVESTAV-IPN, es-
el de escalar el proceso de producciSn por lote de un bloinsecticida de B.t., de
un fermentador de 14 litros a uno de 1100 litros, utilizando el criterio del coe
ficiente de transferencia de oxfgeno constante (KLA). Se efectuaron fermentacio
nes a nivel de 14 litros con una velocidad de aireacidn fija y velocidades de —-
agitacisn variables para determinar los pardmetros cinéticos y el KLA del siste-
ma. De los resultados obtenidos, se observd que la velocidad de transferencia -
de oxfgeno (funcidn de la velocidad de agitacidn) tiene influencia sobre la velo
cidad especffica de crecimiento, el tiempo de fermentacidn y la eficiencia de eg
porulacifn. Actualmente se estd trabajando a nivel planta piloto en el fermenta

dor de 1100 1icros '%7,

Se ha demostrado que la cantidad y tipo de la J -endotoxina varfa -
ampliamente, dependiendo de la cepa y medio de cultivo en el cual crece B.t.. En
el presente trabnjo efectuado en la UANL, se intentd incrementar la potencia y -
rendimiento de dos aislados de cepas de B.t. denominadas GM-7 y GM-10, para lo -
cual efectuaron fermentaciones a nivel de matraz, usindose tres medios de culti-
vo, los cuales varfan en su fuente de carbono como melaza, dextrosa y jugo de ==
agave, adicionados con harina de soya y L.R.M. como fuente de nitrSgeno, ademds—
de factores de crecimiento y CaCOJ como amortiguador del pH. De los complejos ~
egpora~cristal extrafdos se llevaron a cabo bioensayos contra Spodoptera frupi--
perda (gusano cogollero del mafz), presentando un porcentaje de muerte para GM-7
de 93.3% con el medio de dextrosa y un 89.3% en el de melaza; y para la GM~10 un
84.0% en el medio de jugo de agave y 73.3% en dextrosa. El medio en el cual ge-
obtuvé un mejor rendimiento es el de melaza con 16.7% (g/l) y 13.7% (g/l) para -

GM-7 y GM-10, respectivamenl:eme.



Sobrevivencia de Bacillum thuringtensis.

Con el objetivo de determinar la sobrevivencia de las c&lulas vegeta

tivas de Bacillus thuringiensis en la rizSsfera de frijol, en la UANL tomaron --

muestras de suelo de 4 diferentes estadfos de un cultivo de frijol (Phaseolus —-
vulgaris), de fstas muestras recuperaron de la riz&sfera de las plantas de fri--

jol a las células vegetativas de Bacillus thuringiensis, las cuales habfan sido-

previamente inoculadas a las muestras de suelo contenidas en macetas. La recupg
racién se llevd a cabo por el método de floculacidn con CaCl, al 1% con un paso-
adicional en gradiente y se cuantificaron mediante epifluorescencia directa. Se

observd que el niimero de células vegetativas de Bacillus thuringiensis en suelo-

est@ril no cultivado declind un 98%, 15 dfas despu@s de la inoculacidn, mientras
que en suelog cultivados estériles se encontrd un descenso de 382 durante el mis
mo perfodo de tiempo. Pero en suelo cultivado no estéril se observd un mayor de
cremento. Esto suglere que los exudados radiculares no promovieron el desarro—-
llo de B.t. durante ningiin estadf{o de la planta, lo que demuestra la baja capaci

dad del microorganismo para desarrollarse en este hibltn:mg.

Se llevd a cabo un estudio en la UANL para determinar la capacidad -

de persistencia en suelo, de 20 cepas de Bacillus thuringiensis, agrupadas en 8~

varicdades., Para tal efecto, seleccionaron suelos de tipo xerosol y litesol, =--
que ocupan en conjunto el 93% de la superficie total del estado de Nuevo Ledn, =~
el objetivo de &sta investigacidn fue conocer si este ambiente puede representar
un hdbitat para la bacteria en cuestidn. Los ensayos de sobrevivencia ge reali-
zaron en condiciones de laboratorio, inoculando un niimero conocido de c&lulas en
suelo autoclaveado de ambos tipos, contenidos en frascos de vidrio e incubados a
temperatura ambiente, la duracidn de los experimentos fue de 4 y 6 meses. La de
terminacién en cada muestreo de este microorganismo se hiz§ utilizando métodos -

estiindar de cuenta viable en placa. La comparacidn de pendientes de sobreviven—
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cia indican que no hay diferencia significativa entre las 20 cepas probadas, con
respecto a un Bacillus nativo de suelo, lo mismo ocurre para los suelos utiliza-
dos y el tiempo de mediciSn efectuados. Ninguna de las cepas evaluadas, perdid-

la capacidad de formar el cristal paraesporal al final del experimento“o.

Biotecnologfa.

En el estado de Durango les principales cultives agrfcolas son los -
de walz y frijol; ambos reciben graves dafios por el ataque de plagas. Con el -=-
£in de producir un bioinsecticida proveniente de Bacillus thuringiensis capaz de
actuar contra ingectos plaga del mafz, aislaron en el ITD tres cepas de dicho g§
nero, a partir de larvas enfermas de Spodoptera frugiperda de la regién de Vicen
te Guerrero, Dgo.. Los estudios de cin&tica microbiana a escala de laboratorio-
y planta piloto permitieron formular un medio de cultivo a base de melaza de ca-
fia de azficar, agua de cocimiento de mafz y harina de soya. Se establecid una --
teorfa achre la relacidn existente entre la formulacidn del medio de cultivo, —
las condiciones de proceso y la biosiIntesis de la toxina, asf como de la poten--
cia de su toxicidad. Dentro de los resultados mfs importantes, se pueden mencic
nar los siguienctes: valores de UPC de 1 * 107/m1 con un factor de dilucién de 1,
dieron un porcentaje de mortalidad de larvas hasta de 902. Demanda de oxfgeno:-

1.5 g 02/1 * hora. Coeficiente de respiracidn: 0.3 g Ozlg c&lulas * hora l“.

El grupo de investigaciSn multidisciplinario de Durango, se encuen--
tra trabajando desde 1986, sobre la produccifn de bioinsecticidas a partir de ce
pas autSctonas de B.t. para combatir insectos plaga de tipo agricola, frutfcola-
(Cydia pomonella, plaga del manzano) y forestal. Este trabajo cubre los resulta

dos de biotecnologfa encontrados en la propagacidn de una cepa identificada y -~

15 ESTA TESIS MO DEBE
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caracterizada como B.t. var. aizawai LP-1, analizando los aspectos de formula---
cidn de medics de cultivo y condiciones de propagacifn bajo diseiios experimenta=
les que conducen al establecimiento de algunas conclusiones que permiten prede=--
cir 1la factibilidad técnica y econdmica del proceso. Entre los resultados mis ~
importantes estin los sigulentes: fuente de nitrSgeno mfs apropiada, harinolina;
nlmero de esporas por mililitro, 60 - 100 * 107; demanda de oxIgeno, 0.70 g 02/-
litro * hora; rendimiento 0.50 g cElulas/g azlcar reductor y la aparicibn de una
anormalidad en la fase de esporulacidn, consistente en la presencia de dos pi=---

CDEllza

Bajo el criterio de que una de las operaciones unitarias mfs impor——
tantes desde el punto de vista econbmico y de control de calidad en la produc=~-
c¢ibn de bioinsecticidas es la de secado, este trabajo realizado por el grupo de-
investigacidn multidiseiplinario de Durango, pretende establecer las condiciones
apropladas para obtener un bioinsecticida cuyas caracterfsticas de vida de ana-—
quel y de toxicologfa, no se vean afectadas. Para eate propdsito, utilizaron un
secador por aspersidn y uno de charolas. Los resultados obtenidos hasta ahora,-
indican una relacidn muy estrecha entre la energfa térmica del sistema y la via—
bilidad de la espora de B.t., ya que la cuenta de esporas disminuye cuando se in
crementa la temperatura de salida del aire, sin embargo, es independiente de la-
temperatura de entrada. Con respecto a velocidades de flujo, sus efectos estin-
tanto en el tiempo de secado como en el porcentaje de humedad del bioingecticida

deshid:n:adol 13 .
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Comparacién con agroquimicos.

De los estudios realizados por el grupo de investigacidn de Planifi-
cacién Industrial del Instituto Tecnoldgico de Durango, sobre la produccidn de -
bioinsecticidas para combatir insectos plaga de tipo agrfcola, frutfcola y fores
tal, destacan los resultados obtenidos hasta ahora en la produccidn de bioinsec-
ticidas para combatir a la palomilla del manzano, Cydia pomonella L., a base de-
un bioinsecticida producido con una cepa autSetona de Bacillusg thuringiensis, ca
racterizada como variedad aizawai LP-1. Proberon tres insecticidas qufmicos al-
lado del bicinsecticida, en una extensin de 5 hectdreas. Los productos quimi--
cos fueron: Perfekthion, Orthene y Becis, en dosis de 1000 cm3/1000 1 de agua,-
con resultades promedio en porcentaje de dafios de 63%, 64X y 53%, respectivamen-
te, mientras que el bioinsecticida permitfo una infestacidn del 25X. Hanta ——--
shora, los resultados se han estado conjuntando con los obtenidos, con otros bip
insecticidas con el fin de evaluar posibilidades econmicas de produccién comer-

ciul“‘.

Pruebas de campo.

Lz palomflla del manzano, Cydia pomonella L., es la principal plaga-
de este frutal en Durango, pues anualmente el estado hace fuertes inversiones --
econSmicas en las campaiias fitosanitarias, usando insecticidas qufmicos. Para -

ofrecer una opeidn mis, para el combate de esta plaga, el grupo interdisciplina-

rio de B.t. en s aisls, 128 y produj6é la cepa de B.t. var. aiza-~-

wai LP-1 con el objeto de determinar su efectividad téxica sobre la palomilla —-

del manzano. Hasta el » se ha que existe una respuesta biold
gica positiva del insecto al t&xico de prueba con un Indice de mortalidad al ---
100X, tiempo letal de 72 horas y una respuesta variable en la suspensidn de la -

actividad alimenticia y pardlisis del insecto. Otro dato importante es que en -
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este afio, se reaiizd la segunda aplicacifn anual del bioinsecticida a nivel de -

cnmpnl 15'

Azotobacter sp.
Aiglamiento.

En la UANL aislaron cepas antagonistas para Phymatotrychum omnivorum,
agente causal de la pudricidn texana del nogal. Determinaron las diferencias en
el niimero y tipo de poblaciones bacterianas en la rizSsfera de nogales sanos ¥y ~
enfermos., Para tal efecto tomaron muestras de suelo y de rafz de los &rboles e-
hicieron cuentas viables de las mismas. Asf como tambi&n realizaron ensayos de~
antagonismo "in vitro" entre el hongo y las poblaciones bacterianas predominan--
tes. Se encontrd en &sta investigacidn que existe una diferencia significativa-
en la cantidad de poblacidn bacteriana a univel de ralz entre nogales sanos y en—
fermos, no asf en suelo rizosférico. La cepa que aislaron con actividad antago=-

nigta hacia el hongo Phymatotrychum omnivorum fue caracterizada como Azotobacter
116

sp
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DE IMPORTANCIA SANITARIA

Bacillus thuringiensis.

Seleccidn de cepas.

Siete cepas nativas de Bacillus thuringiensis fueron asialadas en la-
UANL de muestras de suelo o de mosquitos muertos, tres de ellas GM-7, GM~49 y --
GM=50, pertenecientes a la variedad aizawanl del serotipo 7, mostraron diferen—-—-
cias en sus pruebas bioqufmicas y en la toxicidad, indicande que el serotipo no-
estd relacionado con la toxicidad. Los aislades se propagaron en once medios de
.cullivo distintos con la finalidad de selecclonar las cepas y medios .de cultivo-
que favorecieran la toxicidad, solamente las cepas GH-49 y GM~50 al cultivarse -
en los medios IV y II respectivamente exhibieron toxicidad. Los bicensayos con~

Aedes negypti presentaron una dosis letal media de 102.1 mg/l, 69.68 mg/l y ~-—

8.05 * 107> mg/1 para GM-49, GM-50 y el 1PS-82, ivamen Para-
Culex pipiens guinquefasciatus fue de 50.04 mg/l, 102.48 mg/l y 1.5 * 10-2 mg/1-
para GHM-49, GM-50 y el dar IPS-82, r Hz,

La delt di ina es el d principal de virulencia en --

las larvas de insectos y responsable de la utilidad de Bacillus thuringiensis co
mo bloinsecticida comercial. La patogenicidad que presenta es principalmente -
contra las larvas de lepldSpteros pero se han reportado variedades activas con--
tra las larvas de dipteros y coléopteros. Con el propbsito de encontrar cepas —
nativas de B.c. con una mayor potencia entomocida y/o mayor espectro de toxici-—
dad, aislaron en la UANL 29 cepas de B,t.. Seleccionaron 4 cepas al azar y las-
hicieron crecer hasta que esporularan. Estas preparaciones crudas se resuspen——
dieron a una concentracidn de 1 mg/ml y se aplicaron en la dieta volimenes de =~

5.0, 25.0 y 50.0 X1 a las larvas de Trichoplusia ni (lepiddptera) y de Aedes -
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aegypti (dfiptera), repitiéndose cada bloensayo 5 veces. Ninguna cepa fue activa
contra Aedes aegypti, sin embargo, éstas cepas fueron activas contra Trichoplu--
sia ni, La cepa JJJ-5 mostrd una potencia tdxica similar a la cepa de referen—
cia HD-1l; las cepas JJJ-8a y JJJ-2 mostraron una potencia mayor, mientras que la

cepa JJJ-3 presentd una potencia menorlm.

En la UANL aislaron mds de 100 cepas nativas de Bacillus thuringien-

sis a partir de muestras de suelo y de insectos, 59 de &stas cepas fueron propa-

gadas en un mismo medio de melazas y probadas en larvas de Aedes aegypti y Culex
quinguefasciatus. Resultaron 5 de los aislados ;:en actividad téxica para Aedes-
aegypti (GM-2f, GM-23, GM~25, GM~34 y GM~50); la mis tSxica de &stas cepas fue ~
la GM-34 tdentificada como Bacillus thuringiensis serotipo 3, se empled a una --
dosis de 8.3 * 10_3 mg/l resultando 1,706 veces mencs potente que el eatdndar in
ternacional IPS~82. En el caso de Culex quinquefagcilatus se obtuvd toxicidad en
los aislados GM-10, GM-11, GM-23 y GM-49, siendo la cepa GM-23 identificada como
serotipo 7, variedad aizawail, la que presentd una mayor toxicidad con una LC-50-
de 16,656 mg/l y en comparacidn c¢on el estindar internacional IPS-82 resultd =--

2,006 veces menos puten(eug.

Ensayos de produccidn.

En nuestro pals entre las principales enf (22 sibles dee
mayor importancia estin el paludismo y el dengue, cuyos vectores son el mosquito
Anopheles albimanug y Aedes aegypti. En la UANL se cuenca con un programa de ——
aislamiento de cepas de B.t. a partir de suelos y de larvas de insectos. En el-
presente trabajo se evalud la toxicidad de 6 nuevos aislados de B.t.: GM-88, ——-
GM-90, GM-91, GM-92, GM-94 y GM-98. Estos aislados se propagaron a nivel de ma-

traz en un medio a base de melaza, harina de soya, lfquido de remojo de mafz y -
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carbonato de calcio, la extracciSn del complejo espora-cristal se efectud aproxi
madamente a las ‘72 horas y Se recuperd por el método de coprecipitacidn con lac-
tosa y acetona. Los bioensayos se realizaron con dilucidn de los extractos de ~
las 6 cepas de B.t. y un estindar denominado IPS-82 para calcular la LC-30 ueili

zando larvas del 2° estadlo de Culex guinquefasciatus y Aedes R{ZO'

Bacillus sphaericus.
Aislamiento y caracterizacidn.

* La gran cantidad de enfermedades transmisibles por ingectos vectores
de importancia médica en nuestro pals, ha llevado a buscar métodos alternativos-—
como lo es el control bioldgico para suplementar el uso de insecticidas quimicos.

Bactllus sphaericug es considerado en la actualidad como un promisorioc agente de

control bioldgico para insectos vectores. En el laboratorio de Microbiologfa In
dustrial y del Suelo de la FCB-UANL se cuenta con un programa de aislamiento de-
cepas nativas de B.s. a partir de larvas de mosquitos. Se recuperaron a partir-
de larvas enfermas 12 cepas de bacilos esporulados, los cuales se identificaron-
por pruebas bioquimicas como pertenecientes al grupo de H.g.. Con el objeto de-
demostrar su toxicidad, &stas cepas se propagaron a nivel de matraz en tres me-—-
dios diferentes de cultivo. El medio que proporciond el mejor crecimiento y es-
porulacidn resultd ser el MBS a base de Bacto-triptosa, extracto de levadura y —
sales. Con los extractos recuperados se realizaron bloensayos, usdndose al mis-
mo tiempo una cepa de referencila de Bacillus sphaericus 159] proporcionada por -
la Dra. H, de Barjac del Institute Pasteur de Parfs, Francia. Para los bloensa-
yos utilizaron larvas del 2° estadfo de Culex quinquefasciatus y Anopheles albi-

manuslu.
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Bibliogréfico.

Bacillus sphaericus es el microorganismo representativo del tipo con

trol microbiano para vectores transmisores de enfermedades, que atacan al hombre
¥ animales de alto valor comercial, Las perspectivas de este microorganismo --
son buenas, dada la resistencia que presentan los mosquitos a los insecticidas -
convencionales y al poder entomotSxico m3s alto con respecto a B.t. H-14. Este-
trabajo realizado en el Instituto de Investigaciones Biom#dicas, UNAM, es una -~
vecopilacisn de la informacidn de los Gltimos 10 afios, de que se dispone de ——--
B, sphaericus (produccidn, ventajas sobre los otros controlea bioldgices y alter

nativas de mejoramiento), as{ como las perspectivas de Bacillus sphaericus en ~~
122

nuestro pafs

Bacillus thuringiensis y Bacillus sphsericus.

Aislamiento y recuperacidn.

El principal método para el control de insectos vectores de enferme~
dades han sido los insecticidas quimices, sin embargo, ademds de los problemas -
de contaminacidn ambiental se ha observado menor efectividad de estos agentes, -
debido a la resistencia que presentan dichos insectos. El enfoque de la presen=~
te {nvestigacidn realizada en la UANL, fue el aislamiento y recuperacidn de ce-—

pas nacivas de Bacillus sp. a partir de larvas de mosquitos. Con el objetivo ff

nal de contar con nuevas alternativas de control microbilal para insectos vecto--
res de importancia médica. Con el método de termoresistencia se procesaron un -
total de 100 muestras de larvas de Aedes sp. y Culex sp., respectivamente, colec
tadas en zonas cercanas al Area metropolitana de la ciudad de Monterrey, Se re-
cuperaran 23 cepas esporuladas, las cuales se clasificaron morfoldgica y bioqul-

micamente, correspondiendo 12 cepas a Bacillus sphaericus y 1l cepas a Bacillus-

thuringiensis!23.
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DIVERSAS BACTERIAS
aLTivo

Ginseng

Coiia de azicor

Plantos de clovel

Manzanos

"Cebolla

Remolacha

ENFERMEDAD

Pudricién de la ralz

Enfermedad lechosa del Tipo A
y del Tipo B

Fusariosis

Pudricién de la corona de
los drboles

Pudricién blance

Ablandamiento del azicor

AGENTE CAUSAL

Trichoderma sp.

Cyclocephala paraliela
Ligyrus subtropicus

Fusorium oxysporum f.
sp. dianthi

Phytophthora coctorum

Sclerotium cepivorum
Berk.

Pythium ol igandrum

BACTERIA EMPLEADA EN EL CONTROL

Actinomicetos sp.
Shin, Hyun-Sung, et al

Corea del Sur, 1987.
Bacillus popiltise Dutky

Boucias, D.G.
Florida, 1986,

et al

Bacillus subtilis M 51

Filippi, D. et al

ltalia, 1987.

Enterobacter aerogenes
Bacillus subtilis

Gupta, V. K.
India, 1986.

Bacillus sp.
Pseudomonas sp.

Song, W. C. et al
Australio, 1986.

Acinetobacter calcoaceticus
Brevibacterium sp.
Corynebacterium sp.
Pseudomonas fluorescens
Pseudemonos maltophilie

Vasely, D.
Checos lovaquia, 1987.
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aLrivo

Diversos

) Pepino

Durazno

Mglas hierbas

Postizales

ENFERVEDAD

Decremento en la "nidada®
de huevos.

Infeccién en la superficie
de las semillus

Podredumbre de lo fruta

Competencia por los nutrientes

AGENTE CAUSAL

Acaros

Pythium ul timum

Rhizopus stolonifer

Acanthamoeba castellanii

Costelytra zealondica

BACTERIA EMPLEADA EN EL CONTROL

Bacillus sp.
Acremonium rutilum
Penicillium sp.

Ali, F. S.. etal
Egipto, 1986.

Enterobacter cloacaoe

Nelson, Eric B.. et al
Arkansas, 1986,

Enterobacter cloacae D-3

Wilson, Charles L.. et ol
West Virginia, 1987.

Klebsiella aerogenes

Pussard, M.. et al
Francio, 1986.

Serratia morinorubra
Serratia liquefaciens
Jockson, T. A..

Nueva Zelanda, 1986.
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Pscidomonas sp.

QLo
Olany inglés

Soyu

Cacuhuate

Cacohuate

Papu

Yucu

Arroz

ENFERMEDAD
Del olmo holandes y Conmelin eim

Pudricién de ia raiz
de las plantas

Pudricién del tallo de
tos plantas

Pudricién de la ralz y del
tallo de las plontos

Morrifia negru de lo popa

Pudricién del tallo de
tas plantas

Roya de luo vaina del arroz

AGENTE CAUSAL
Ceratocystis uimi

Phytophthora

BACTERIA EMPLEADA EN EL CONTROL
Pseudomonas sp.

Shi, din Ltin et af
China, 1986.

f. sp. glycinea

Rhizoctonia soloni

Sclerotium rolfsii

Erwinia carotovora

subsp. atroséptico

Erwinia carotovora

pv. carolovora

Rhizoctonia solani

m

Sacc.

P putida
Pseudomonas fluorescens

Lifshitz, R.
Ontario, 1986

et al

Pseudomonas fluorescens

Sovithiry, S. et al
India, 1987.

Pseudomonas fluorescentes

Coneson, P. et ol

India, 1987.

Pseudomonas fluorescentes

Rhodes, D. 1. et al
E.U.A. 1986,

Pseudomongs putida
Pseudomonas fluorescens

Hernéndez, J. M. et ol
Colombia, 1986.

Pseudomonas fluorescentes
Pseudomonas aeruginosa y
Bacterias no fluorescentes

Mew, T. W.
Filipinos, 1986.



Baci!lus sphaericus sp.
IMPORTANCIA SANITARIA
A} A nivel de laboratorio.
ESPECIES DE MOSQUITOS SUSCEPTIBLES FILTRADOS ACTIVOS

Culex quinquefasciatus Soy
Culex nigripaipus Theobald
Filtrado 2362 (ABG-6184)
Anopheles albimanus Wiedemann
Anopheles quadrimaculatus Say
Jején:
Filtrado 2362 (ABG-6184)

Wyeomyia mitchelii (Theobald)
Filtrado 1593 (iIF-119)

Ali, Arshad., et al
Florida, 1986,

Actividad larvicida simijar a 5 nuevos filtrados aislados
tos onteriores filtrados. sin identificar.

Lysenko, Oleg E. et al
Arizona, 1986.

2613
2615%
Culex pipiens 2619
2620
2631*
*Fueron los (iltrados mds téxicos.

Brownbridges, M. ct al
Isract, 1987,
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Clasificaclén bosoda en la composicién protelca.

Fuente Bacteria Protefnas Fraccién especffica.
Preparaciones de Bacillus sphaericus Contenfan a las Sdlo la protelna 43-kDa
cristales larvicidas 2362 protefnas 125-, es téxica @ las larvas

110~ y a3-kDa de los mosquitos.

Pratelna 110-kDa Téxico para Culex
pipiens.

Broaodwell, Andrew H, et ol
Callfornia, 1986.

Método para lo purificacién de la toxina
larvicida de Bacillus sphaericus 1593M,

- Solubilizacién de las células (bacterias).

~ Sonicacién de las células (confinamiento de la toxina larvicida).
- Repeticlones de congelomiento <—» descongelamiento (50°C).

- Cromatograffa en Sephadex G-100 y DEAE-Sephace!.

Sgarrefla, Francesco. et al
Francia, 1987,

Prueba de toxicidad de Bacilius sphaericus Ts-1.

Esta pruebo reportb que las siguientes larvos
fueron altomente susceptibles o lo preparacién.

Culex pipiens pallens
Culex quinquefasciatus
Culex tritaeniorhynchus
Aedes albopictus

* La prueba todavia se encuentra en
estudio.
Ren, Gai-Xin. et ol
China, 1967.
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Parémetros que Influyen en el rendimiento de Bacillus_sphaericus H5 ab
y en la sintesis de la toxino larvicida.

- Tiempo
-

- Temperatura
- Nutrientes

Hoti, S. L, et al
Indla, 1986,

B) A nivel de canpo.

Evaluaclén de lo opllcacién aérec de Bacillus sphaericus Neide 2362 (Beecomist).

Roclado. Larvas susceptibles,
ler. Cosecha de orroz Anopheles quadrimaculatus
20, Cosecha de arroz Psorophora colunbiae

Lacey, L. A. et al
Florida, 1987.
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Bacillus thuringlensis sp.

A NIVEL DE LABORATORIO.

Investigacién del mecanismo de accién, relacibn, composicién qulmica y
toxicidud de las protefnas de inclusién del cuerpo paraesporai.
Cuerpo paraesporal Tres protefnas de inclusién Las identificaron por su capacidad

de B.t. 1, 1,2,3 electrénica, tawirlo, extensién y -
forma.

Contenfan una protelna de 65-kDa y une protefna contaminante con valores de 38 y 28-kDa.
Los resultedos demostraron que la protefna 65-kDa no es lo toxina larvicida primaria, o
que indica, que actia en conjunclén con otras protefnas del cuerpo paraesporal intacto.

lbarra, Jorge E., et al
California, 1387,

Comparacién de las protelnas de inclusién paraesporal

de los filtrados de dos especies de B.t..

Filtrodo PG~14 de B.t. subsp. morrisoni Filtrado de B.t. subsp, Israelensis
{serotipo 8a : 8b) serotipo 14

Contenfa 3 de las mfés importontes pro-- Sélo fue detectada la protefna 38-kDa.
tefnas 28-, 38- y 68-kDa.

Los masas moleculares de las protelnas con actividod mosquitocida y hemolftica fueron

de 6§5-kDa y 25-kDa, respectivamente. Siendo efectivas contra los larvas de Aedes ---

aegypti.

Yu, Y. M., et al
Japén,. 1987,

Examen de los enlaces disul furo de los
cristales larvicidas de B.t. spp. isrgelensis,
Cristales solubilizados en Glcali 28, 70, 135 y 140-kDa.

Muestras no reducidas 52 y 26-kDa.,
Después de la reduccién se convierten en la protelna 28-kDa.

Protelnos:  26- 28- 52- 70- 135~ 140- kDo
Son solubilizadas fuera del enlace Para la solubilizacién requieren la
disul furo segmentado segmentacién del enlace disul furo

A pesor de la importaoncia estructural de los enlaces disulfuro, es inverosimil,
que é&stos se encuentren involucrados en la formacién o liberacién de la toxing
de B.t. spp. israelensis.

Couche, Gruham A., et al
Nebraska, 1987.
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Estudio de la estobilidad del plésmido
de B.t. var. kurstoki HD-1.

Los datos que obtuvieron sugieren que la desaparicién de los cristales paraesporales de B.t. var. kurstaki HD-1
durante los continuas fases de cultivo, ocurre independientemente de la copia del plésmido, pero si puede estar ~-——-
tigado lo desoparicién de los cristales a una esporulacién defectuosa,

Roy, B. P.. et al
Canadé, 1987.

Investigacién *in vitro*® de los efectos de los iones, carbohidratos y lectinas

sobre los propiedades citol[tica y hemolftica de la & -endotoxina purificada

de B.1. var. dormstadiensis 73-E10-2,
lones .~ Inhjben la citotoxicided,
Carbohidratos.- Inhiben la citotoxicidad y hucen que los eritrocitos sean mis sensibles a la hemblisis.
Lectinas .~ No inhiben la toxicidad.

Drobniewsky, Francis A.. et al
Florida, 1987,

Pruebas serolégicas a los cristales de B.t..

Demostré ser atil la serologfa para la diferenciacién de los cultivos de Bacillus thuringiensis, en la detec-—
cién especifica entre varios érdenes, pero no dentro de los géneros,

Smith, Robert A..
Chicago, 1987.

Método para la determinacién cuantitativa de esporas viables

de un cultivo de B.t..
Requiere la disgregacién de los conglomerodos bacterianos (B.t.}.
Un mecanismo para Ia agitacidn del homogenizado.

Vorob’Eva, M. A. et al
URSS, 1987.
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Determinacién de la toxicidad de las partfculas suspendidos de los
insecticidas bacterienos en los mosquitos.

Esta prueba es atil en la seleccién de un gran ndmero de muestras porque requiere de menos tiempo y espacio
para la determinacién, y por el uso de larvas neonatales de mosquitos (Aedes aegypti).

Ibarra, Jorge E. et al
E.U.A., 1987,

Persistencia de la toxicidad de los cristales de
Bacillus thuringiensis ssp. israelensis.

La presencio de sustratos sélidos produce una répida pérdida de lo toxicidad, por la interaccibn entre los
sustratos y los cristales larvicidas de B.t.i. .

A tenperaturas frias B.t.i., sl puede esporulor y |iberor nuevos cristales.

Dupont. C. et af
Canad§, 1986.

Germinacidn de las esporas de B.t.

en suelos naturales,
Los esporas de B.t. si germinon en suelos naturales esterilizodos, pero no en suelos naturales no esterilizados.
La espora es el dnico estado en que B.t. persiste en los suelos noturales.

Akiba, Yoshio.
Jopdn, 1986,
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Mecenismo de accidn de B.t. sobre los larvas de o
mariposa nocturna del arroz, Corcyra cephalonica.

A los 20-40 min después de la inoculacibn, el valor del pH del fliido intestingl coe de 9,5 a 8.4
Parblisis parciol.
Huésped tipo 1.
El flaido intestinal con un pH alrededor de 9.
Muere en 7 horas,- sin haber reoccibn de los defenses.
Huésped tipo 2 A.
El flGido Intestinal también con un pH alrededor de 9.
Muere en 1-4 dlas, debido a una fuerte reaccién de las defensas.
Huésped tipo By 3 .
El fldido intestinal con un pH < 9,

Mueren en 2-4 dlas, debido a su sensibilidod o la endotoxina cristalinag.

Chiang, A. S. et al
Taiwan, 1986,
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Bacillus thuringiensis sp.

IMPORTANCIA AGRICOLA

A nivel de laboratorio.

Preparacién de B.t.

B.t. serotipo 3, L-6

Preparaciones comer-
ciales de B.t.k.

Dipel {Chicago)
Bacilan (Polonja)

Bacteria empleada en el
control.

Bacillus thuringiensis

Aislado a partir:

Del insecto del trigo.
Eurygoster austriaca
Schrk.

Insectos sobre los que
actdan,

Menopon galtinge
Ecomenacanthus stramineus

Agente causal

Termi tas:
Microcerotermes championi
Bifiditermes beesoni

Actividad insecticida
hacig las larvas de:

Hyphantria cunea Drury
Vanessa cardui L,

Ostrinia nubilalis Hon,

Nombre vulgor

Piojo comin de las gallinas

Darios

Formocién de galerfas en

la madera.

Darios

Afecta la corteza de los
drboles de hojas caducas.

Sus orugas se alimentan del
cardo y de los ortigas.
Horadaciones al malz.

Sidor, Ciril, Slarka Gajin.
URSS, 1967,

et al

Darios

Escozor en el cuerpo

Lonc, Elzbieta, Michal Mazurkiewicz
Polonia, 1986.

Corparacidn

B.t. desorrollé ms répidamente
en M. championi que en
B. beesoni,

Khan, Khalid Idress.
India, 1986.

et al
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‘Fomulacldn

Bacillus thuringiensis
{en polvo)

B.t. Berliner pertene-
clente a jos varieda—
des kenyae, aizawai y
entamocidus.

B.t. subsp. thuringiensis
B.t. subsp. morrisoni

B, t. subsp. kenyge
B,t. subsp. kurstoki

B.t, subsp. entamocidus

Agente causal

Polilla,
Plodia interpunctelia

Boarmia {Ascotis}
selenaria Schiffermueller

Cusono de la col,
Pieris brassicae

Cusano de los brotes del
tabaco, Heliothis virescens

Gusano de Ia hoja del
algodén, Spodoptera
littoralis Boisd.

Danos

Infestacién de lo harino de
malz, por la polilla.

Cultivo

Malz almacenado

Mc. Gaughey, W. H..

Kansas, 1986.
Las orugas viven en Plantaciones de aguacate
los érboles.
Hysoki, M. et al
Israel, 1986.
Horadaciones en la col. Col.
El gusano se alimenta de Tabaco.
las yemas.
Las larvas se alimentan de Algodbn

las hojas, perforéndelas.

Joquet Francoise, Ralf Huetter. et al

Suiza,

1987,
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FORWULACICNES DE B.t.

B.t. var. kurstoki (Berliner)
Dipel 2X

Jovelin

Thuringfensing

Dipet 2X
Avermectin 8y
Neem
Thuringiensing

Bacillus thuringiensis
Bacillus cereus

Dipel
Neenrseed-kernel-extract

Jrexotoxina de B.t. Berliner

AGENTE CAUSAL

Gusano del betobel,
Spodoptera exigua (Hubner)

Cusano del betabel,
Spodoptera exigua (Hubner)

Spodoptera exigua, y
Heliothis armigera

Gusano cogollero,
Spodoptera frugiperds

Gusano cogollero,
Spodoptera frugiperda

Gusono elotero,
Heliothis zea {Bodie}

Trichoplusia ni (Hubner)

DAROS

Los gusonos borrenan
el betabel

Los gusanos barrenan
el betabel

Los gusanos penetron

a los botones florales

y en los cdpsulas
grandes camen todo
el interior.

La larva se alimen
ta de los hojas del
cogollo.

La larva se alimen
ta de las hojas del
cogol lo.

La lerva borrena -
los elotes

Las larves perfo-
ren o agujeran las
hojus.

awrw
Betabel

Moar, William 1. et al
California, 1986.

Betabel
Moar, William J. et of
Colifornia, 1987,

Algodén

Salama, H. S. et ol
Egipto, 1987.

Malz

Hellpap, C. et ol
Afemania, 1986.
Mafz
Malz

Col

Hornby, Jonathan A. et ol
E.U.A., 1987.
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FORWILACIQNES DE B.t.

Sinergismo entre ung
B-exotoxina y B.t. kurstoki
(HD-1)

Sinergismo entre B.t. y
Granulovirus orana

B.t. var. kurstoki Berliner

Una exotoxina termolébil
de B.t.

Fosfolipasa de B.t.

d -exotoxinas de B.t.

AGENTE CAUSAL

Lorvas de la mariposa,
Lymantria dispar

Mariposa nocturng de la
baya de la uva,

Lobesia botrana Den, and
Schiff

Gusono de los brotes del
tabaco, Heliothis virescens

Mariposa del panal de obeja,

Galleria mellonella

Mariposa del panal de abeja,

Galleria melionella

Manduca sexta

DAROS

Defoliacién tota!
o parcial de los
brboles.

Las larvas se ali-
mentan del fruto,

Lo lorva se alimen
ta de los yemas

Lo palomiila se ali
menta de lo cera -
del panal

Lo palamilia se ali
menta de la cera
del penal

Se alimenta de las
hojos del tobaco

aLTivo

Proteccién forestal

Dubols, Normond R.
E.ULA,, 1986,

Videdos

Malaniya, 1. G. et al
URSS, 1586

Tabaco

Lanpert, E P et ol
E.U.A., 1987.

Apicul tura

lvinskene, V.L. et ol
URSS, 1986,

Apicultura

lvinskene, V.L. et al
URSS, 1986,

Tabaco

Wol fersberger, M.G. et al
Fitadelfia, 1987,
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FORMULACIONES DE 8. t. AGENTE CAUSAL

B.t. vor. kurstoki Gusano de la col,
Pleris ropae

Dipel Rhizoperthe dominica
Thuricide

E-61

1PS-78

R-153-78

b} A nivel de campo.
aLTivo DARO

Alfalfa La larva se alimenta de las
hojes, perforéndolas.

Algodén Le lorva se alimenta de los
hojas, posteriormente pene-
tra al cogolio

Proteccién forestal  Defoliocién total o porcial
{pino, abeto) de los pinos y abetos.

DARCS aLrivo
Horadaciones en la Col
col
Choi, Y.C, et ol
Corea, 1987.
Barrena los granos Ataca précticamente a
almacenodos todos los cereales, y
tarbién o los subpro-
ductos de los granos,
como las harinas,
Hasan, Rashid. et al
India, 1986,
AGENTE CAUSAL PREPARACION DE B. t,

Gusano de la hojo del al-

godén, Spodoptera littorg
1is Boisd.

Spodaptera Iittoralis
Boisd.

Mariposa nocturna,
Lymantria monacha L.

B.t. var. entomocidus

Broza, Meir, Baruch Sneh.
et al

Israel, 1986.

B.t. kurstaki HD-1
(Dipel)

Salama. H.S. et ol
Egipto, 1987.

Thuriden (B.t.)

Glowacka-Pilot, Barbora
Polonia, 1986.
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anTivo

Proteccién forestal

Algodén

Olivos

Proteccién forestal
{abeto occidental)

Proteccién forestal
{obeto occidental)

oo

Defoliacién total &
parcial de los pinos
y abetos.

El gusano penetra a fos
botones floreales, en los
cdpsulas grandes come
todo el interior.

El fruto coe inmaduro
del drbol.

E!l gusano al alimentarse
de las aclculas produce
defoliacién en los
érboles.

El gusono al olimentorse
de las oclculos produce
defoliacién en los
érboles.

* Lg infeccién de los parésitos

con B.t. fue sy boj

AGENTE CAUSAL

Mariposa nocturna,
Lymantria monacha L.

Heliothis armigera
Prays oleae

Gusano del abeto occidental
Choristoneura occidentalis
Freeman

Par6sitos de los gusanos
de las yemas del abeto
occidentai, Choristoneura
occidentalis Freeman

-Glypta fumiferance

~Apanteles fumi feronce
-Phytodietus fumiferance
Rohwer

PREPARACION DE B, t.

Dipel (B.t.}, y un virus
poliédrico nuclear (NPV)

Altenkirch, Wolfgang,
Juerg Huber, et al
Alemonia, 1986,

B.t. var. kurstoki

Broza, Meir
Israel, 1986,

Bacillus thuringiensis

Yamvrias, C. et al
Greclo, 1987,

Bacillus thuringiensis

Beckwith, Roy C. et al
Oregon, 1987.

Formulaciones de B.t. Berliner
-Thuricfde 32 LV
-San-415

Niwa, Christine G. et al
Oregon, 1987.
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aLtiv

Protuccion forestal
{pina}

Proteccién furestal
(abeto}

€] A nivel de canpo y
aLtivo
Proteccién forestul

Proteccién forestal

Proteccién forestat

Uva

DANOS

Gruve defoliacién de los
érboles.

Deformacién de las hojas,
éstas se arrollon mds o
meros sobre s mismas

laboratorio,
DANOS
Defoliacién de los pinares

Defoliacién total o par--
ciul de los brboles

Defoliacién de los érboles

Afecta al fruto

d) A nivel de invernadere y campo.

awrivo
GCol

DAROS

Horodaciones en la col

AGENTE CAUSAL

Gusuno de los brotes del pino

blunco, Choristoneura pinus

pinus Freemon

Enrol lador del abeto,

Lonbding [iscelloria [iscella

AGENTE CAUSAL
Thaume topoea pi tyocompa

Lymontria dispar

Euproctis chrysorrhoea

Laobesia botrana

AGENTE CAUSAL

Mamestra brassicoe

rig

PREPARACIUN DE B.t.

Futura

{B.t. Berliner var. kurstokil

Cadagan, B. L. et al
Ontario, 1987.
Thuricide 48 LV
Thuricide 64 B*
Futura XLV
Formulaciones acuosas de
B.t. Berliner vor, kurstoki

West. R. J. et al
Conadé, 1987,

PREPARACION DE B. t.
Bactucide

Dipel*

Bactospeine
Thuricide HP

Niccoli, Angela. et al
Italio, 1987.

PREPARACION DE B. t.

Asociacién de:

bitoxibacillin-virus FKS
Khodyrev, V. P.
URSS. 1986.
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aLrivo

DANDS

AGENTE CAUSAL

PREPARACICN DE B.t.

B.t. vor, entomocidus

B.t. var. aizowoi

Col Horadaciones en la col Mamestra brossicae
Algodén La larve se alimenta de Spodoptera littoralis
las hojos, posteriormen
te penetra al cogollo
Malz Horedaciones de los gro Insecto horadador europec del

nos de mafz

BACILLUS THURINGIENSIS SP.

IMPORTANCIA SANITARIA.
a) A nivel de laboratorio.

ESPECIES DE MOSQUITOS SUSCEPTIBLES

Aedes aegypti

Aedes aegypti

Aedes aegypti

mafz, Ostrinia nubilalis
Hubner

BACTERIA EMPLEADA EN EL CONTROL

B.t. var. israelensis

B.t. var. israelensis

Bacillus thuringiensis H-14

Jarrett, Paul. et al
Inglaterra, 1986.

Dipel (B.t. 30:3b, kurstaki)
Bactospeine 1 (B.t. 1,thuringiensis}
Toarwo CT (B.t. 30:3b, kurstaki)
ABG 6104 (B.t. 7, gizawai)
Bactospeine 111 (B.t,30:3b,kurstuki)

Navon, A, et al
isrgel, 1986.

FILTRADOS ACTIVOS

Singh, G.J.P.. et al
California. 1986.

Singh, G.J.P.. et al
California, 1986.

37.K 30

5-2-6

5-2-13
Brownbridge, M.. et al
Isrgel, 1986.



ESPECIES DE MOSQUITOS
SUSCEPT |BLES

Aedes agegypti

®Aedes aegypti, *Ae. albopictus,
Ae. togol

CQuiex quinquefasclatus
Armigeres durhomi

Anopheles balabocensis

Especies chironomus

Aedes aegypt! L.
Toxorhynchites amboinensis
(Doteschall)

Aedes aegypt!

Anopheles messeae

Culex piplens pipiens, Conpos de

arroz

Mosquitos

ESPECIE DE MOSCA "SUSCEPTIBLE
Drosophila melanogaster

Simul iun chutteri Lewis
(mosca negral

BACTERIA EMPLEADA FILTRADOS
EN EL QONTROL ACTIVOS
Células vegetativas

de B.t. subsp. -

Israelensis

Baclllus thuringiensis
israelensis

B.t, var. Israelensis -
Berliner serotipo H-14

Bacillus thuringiensis BTS-393
H-14

B.t. subsp, Isroelensis

BACTERIA EMPLEADA EN EL GONTROL
Baclllus thuringlensis

B.t. Berliner var. Israelensis
de Barfac H-14

106

Walther, Corey J. et al
Nebraska, 1986.

Lee, H.L. et al
hina, 1986.

Misch,Donald W. et ol
E.U.A., 1987,

Sokolova,E. 1. et al
URSS, 1987.

GOhana,Bel la, Joel
Margalit, et al
Israel, 1987,

Carlberg, Gunnel
et al .
Finlandita, 1987.

De Moor, F.C., et al
Sudbfrica, 1986.



b) A nlvel de campo.

ESPECIES DE AOSGJITIE
SUSCEPTIBL

Aedes aegypti L.

Anopheles atcgga;\{gi Campos
de

Anopheles stiqg?nsl
Anopheles messeae Fall

CQulex plpiens molestus Forskal

Mosquitos {en el HpO!

Anopheles albimonus

Anopheles quodrimaculatus
{canpos de orroz).

les quodrimaculatus
{Fue de 67 m la anchura
éptima para el roclado)

Culex quinquefasclotus
Culex nigripalpus
Anopheles albimanus
Psorophora confinnls

c) A nivel de laboratorio y canpo

ESPECIES DE MOSQUITOS
SUSCEPTIBLES

s gegypt!®*
Amplules stephensi*
Anopheles messeae

arroz

BACTERIA EMPLEADA
EN EL CONTROL

Bacillus thuringlensis
H-14

B.t, var. isroelensis

B, t. var. Isroelensis,
SH-14

B.t.i. H-14

B.t.i. H-12

B.t.i. H-14

.BACTERIA EMPLEADA EN
EL QONTROL

B.t. H-14

107

FILTRADOS
ACTIVOS

B875-393

Sokolova, E.l., et ol
URSS, 1986,

Zaritsky, Arich, et al
Israel, 1987.

Montero Lago, Grisel
et al
Cuba, 1987,

Beecomist

Sandoski, C.A., et al
Arkansas, 1986.

Beecomist

Sondoski, C.A., et al
Arkansas, 1987,

Montero Lago, Grisel,
et al
Cuba, 1987,

FORMULACIONES
Moskitur
Baktokulicid

Rettich, f.
Checos lovaquia, 1987,



BACILLUS THURINGIENSIS Y BACILLUS SPHAERICUS .

e} A nlvel de laboratorio.

ESPECIES DE MOSQUITOS BACTERIA EMPLEADA EN FILTRADOS ACTIVOS

SUSCEPT IBLES EL CONTROL

Acdes aegypti Bacillus thuringiensis H-14

Baci!lus sphaericus

Saleh, Moustafa S. el al
Egipto, 1987,

Anopheles stephensi Baclilus sphaericus 1848 8sph 1848

Culex plpiens Bacillus sphaericus B.t.i. H-14 (VCRC B. 17}

{VCRC B.64) Bsph (VCRC B. 64]
B.t. var. israelensis H-14

Narsaiah, J. et al
India, 1987.

Anopheles stephensi

Anopheles atroparvus

Anopheles sacharovi* Bacillus thuringiensis H-14
Aedes aegypti Bacitlus sphaericus

Culex pipiens

* boja sensibilidad
Gonushkina, L. A. et vl

URSS, 1987.
Culex pipiens Baclllus spharicus 1593, 2013-4
Culex salinarius Bacillus sphaericus 1593
Culex restuons Bacillus sphaericus 2013-4

Acdes aegypti
Aedes canadensis
Acdes stimulans
Aedes triserlatus

B.t. var. isrgelensis

Wraight, Stephen P. et al

E.U.A., 1987,
b) A nivel de loboratorio y compo.
ESPECIES DE MOSQUITOS BACTERIA EMPLEADA EN FILTRADOS ACTIVOS
SUSCEPTIBLES EL. QONTROL
Psorophora columbiae 2362, 1593
Qulex quinquefasciatus Bacillus sphaericus

Acdes melanimon

Psorophora columbiae 8.t. H-14

Mulla, M. 5. et al
California, 1986,
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FORMULACIONES QDMERCIALES DE BACILLUS THURINGIENSIS.

B.t. H-14 37.K 30
5-2-6
5-2-13
BT5-393
Moskitur
Baktokulicid
B.t. var, israelensis H-14 Beecomist
B.t. var. kurstoki Dipel
Dipel 2X
Bacilan
Toarwo CT
B.t. Berliner var. kurstaki Futura
Futura XLV

B8.t. serovar. 1, thuringiensis

Bactospeine 1
Bactospeine 111

8.t serovar. 7, aizowgi ——— ABG 6104

A ~exotoxina de B. t.

Thuringiensina

a.t.
Javelin
Thuricide
Thuricide 32 LV, 48 LV, 64 B
Thuricide HP
E-61
1P5-78
R-153-78
Thuridan
San-215
Bactucide
Bitoxibacillin

FORMULACION GOMERCIAL DE:

Bacillus sphaericus Neide 2362

Beecomist
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Siluucién y Perspectives del Control Microbiolégico en México.

IMPORTANCIA AGRICOLA

Bacillus thuringiensis sp.
Caructerizacién de dos nuevos serotipos internacionales.

En la UANL corocterizaron a las cepas G4-12 y GM-32 de Bocillus thuringiensis. Estos aislados dan
reuccion cruzedo entre si, pero presenten diferencias en lus pruebes bioquimicas de socarosa y ureasa, por lo-
Que umbas se proponen como un nuevo serotipo internacional.

Rodriguez P. M. C. et al
UANL, 1988.

Para conacer la toxicidad de 13 nuevas cepos de B. (..

En la UANL obluvieron la endotoxina producida por B.t. por coprecipitacién con loctesa-acetona, -
seis de los cepas presenteron un cristal ({ §-endotoxina) de forma rectongulor a diferencia del bipiromidal re-

portado pora B.t.. Tres cepas resultaron ser téxicas pora Spodoptera frugiperda y Heliothis virescens.

Gullegos M. G. et al
UANL, 1987.
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Caructerizacién bioguimico del cristal de B.t..
Para disponer de baclerias mutantes asporogénicas cristaliferus en lo UANL trataron ¢ ia

cepa HD-1 de B.1.
bc. nitroso 0.05M

perdiendo la sensibilided al fogo AP-1
buffer de acetato de sodio 0.1M

pH 4.6

adquiriendo lo capacidod para utilizer sacurosa

retraso de 72 a 96 horas en la produccién de esporas
20 minutos

30°C

*Cepos nutantes relardadas | *las cepes nutontes retordodos + 2° trotomiento

en esporulacion en esporulacién

Cepas revertantes sensibles al fago AP-1

b oy
e incapaces de utilizar socoroso

Esto establece que o actividad insecticida de B.1. estd localizuda cn el cristal y que la presen-

cio de esporas es innecesaria pora lu uccidn téxica del bioinsecticida.

Navarro S. C. M. et al

UANL, 1987,
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Seleccibn de cepas toxigénicos de B.t..
De los 19 aislados de B.t. que propogaron en la UANL, 5 resultaron ser altomente téxicos parg ----
Spoduptera frugiperda (plaga del maiz), pero sclomente 1 cepa presentd toxicidad contrg Heliothis virescens --
{plago del algodén y tabaco).
Gollegos, M. G.. et al
UANL, 1987.

Seleccibn de una cepa téxica de B.t..

De 100 cepas aislodos de B.t. en la UANL, 32 cepas fueron identificados por su bioquimica y serolo
glo, de dstos lo cepa G4-10 identificada camo gizawai resultd ser altamente téxica pora Spodoptera frugiperda;
Heliathis virescens fue menos sensible a la cepa Q-10 de B. t..

Galén, W. J. L.. et al
UANL, 1987,
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Seleccién de cepas lbxicas pura insectos plaga.

La cepa de B.t. var. gizowni LP-1 aislada en el Instituto Tecnoldgico de Durongo, de una larva in-

festadu de Cydia pomonella, [ue efectiva contra:

Spodoptera frugiperda {guscno cogoliero del mafz}
Heliothis zea (gusano elotero}
Golleria r;lellonellu {palomilla de la cera)

Plodia interpunctella (palomille de gronos almacenados}

Cesondo cosi de inmediato lo actividod alimenticio de los gusonos prueba y el tiempo letal fue de 10 horas.

Medrono R. H. et al
inst. Tec. de Dgo., 1989.

Eficiencia en la produccién de la f3 -exotoxina de B.t..

Dos cepas de B.1. consideredas como buenas productoras de la f -exotoxina como son g HD-58 y ~-—-
HD-199 fueron propogadas en un medio o base de casaminodcidos, pora posteriormente ser precipitadas con etanol,
siendo conprobado que el mélodo de prepurificacién con etanol no es el mis efectivo, por lo que uctuaimente se
utiliza la diGlisis para eliminar interferencias en el onélisis espectrofotométrico pora la deteccién de lo —-
/2 -exotoxina.
Arevalo N. K. et af

UANL, 1987,
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Produccién de bioinsecticidas,

En el Instituto Tecnoldgico de Durengo obtuvieron tres bioinsecticidos de 8.t., después de que pro
pagaron @ las cepas en fermentadores de 14 litros, de la ol ta efectividad presentada por los biaiﬁsecticidas -
en el laboratorio hacia Spodoptera frugiperda se considerd su utilizacibn a gron escala.

Medrano, R. H.. et al )
Inst. Tec. de Dgo.. 1987.

Técnica de fermentacién para la produccién de bioinsecticidas.

En el CINVESTAV-IPN eligieron 2 cepas de B.t. y un medio de cuitivo en base g los mejores crecimien
tos y actividad biolbgice, para realizar cultivos por lote alimentado en fermentadores de 14 litros y obtener -
as! concentraciones de hasta 5 * 10° célulasimi.

Reyes, V. J.. et al

CINVESTAV-IPN,  1989.
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Ensayo de produccibn de un bioinsecticida de B.t..

En el CINVESTAV-IPN escaloron el proceso de produccién por lote de un bioinsecticida de B.t. de un
fermentador de 14 litros a unc de 1100 litros, utilizando el criterio del coeficiente de transferencio de oxf-

geno constante (KLA).

Razo, F. E.. et al
CINVESTAV-IPN. 1989

Incremento de la potencia y rendimiento de aislodos de B.t,.

En la UANL efectuaron fermentaciones o nivel de motraz con 2 cepas de 8.t. W-7 y GM-10, usando —~
para ello tres medios de cultivo, los cuales varfan en su fuente de carbono. De los conplejos espora-cristal-

{ § -endotoxina) extrafdos se {levaron o cabo bi contra 5 a frugiperda.

(bteniéndose unu efectividad para GM-7 de 93.3% en el medio de dextrosa
y 89.3% en el de melaza
para G-10 de 84.0% en el medio de jugo de agave

y 73.3% en el de dextrosa

.
El medio en el cuol se obtuvé un mejor rendimiento es el de melaza con 16.7% (g/1) y 13.7% {g/1) -
para (M-7 y GM-10, respectivamente.

Palacios, C, L. L.. etal
UANL. 1989
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Sobrevivencia de las células vegetativas de B.t..

En la UML recuperaron de |a rizbsfera de los plentas de frijol a las célulos vegetativas de B.t.,
de lus nuestras de suelo de 4 diferentes estodlos de un cultivo de frijol. La recuperacién de las células ve-
getativas se llevé o cobo por el método de floculacién con CaCIZ al 1% con un paso odicional en gradiente y se

cuontificaron medionte epifluorescencia directa.

El N? de cél. veg. de B.t. declind un 98% en 15 dfas --- en suelo no cultivedo estéril
38% en 15 dias --~ en suelos cultivados estériles
el decremento --- en suelo cultivado no estéril

Lo que sugiere que los exudados radiculares no promovieron el desarrollo de B.t. durante ningdn ~
estadlo de la planta, lo que deruestra la baja capacided del microorganismo para desarrollarse en este hébitat.
Medrano, G. M. A.. et al
UANL, 1987,

Produccién de un bioinsecticida de B.t..

En el Instituto Tecnolégico de Durango propagaron tres cepas de B.t. en un medio de cultivo a base
de meloza de cofia de aziicar, agua de cocimiento de malz y harina de soya, para as! obtener un bioinsecticida -
de 8.t. efectivo contra las plagas del malz y frijol. Qbteniéndose un porcentaje de mortalidad larvaria de -- '
hasta el 90%.

Medrano, R. H.. et al
inst. Tec. de Dgo., 1987.
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Capacidad de persistencia en suelos de B.t..

En la UANL seleccionaron suelos de tipo xerosol y litosol como hébitat para 20 cepos de B.t..

N? conocido de se inocularon en suelo se incubaron a temp.
frascos de vidrio
células de B.t. | outoclaveado de ambos tipos amiente
.
perfodo de la determinacién de cada muestreo de este microorgaenismo

4y 6 meses | se realizb por el método esténdar de cuento viable en placa

las pendientes de sobrevivencia indicon
que no hay diferencia significativa entre lo mismo ocurre con el tiempo de

las 20 cepas probadas con respecto ¢ un los suelos utilizados medicién

Bacillus native de suelo
S

Ninguna de las cepas evaluadas perdié la copacidad
+ para formar el crista! pargesporal al final del

experimento.

Luno 0. H. A.. et al
UANL, 1988.
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Biotecnologiu para la produccién de bioinsecticidas de B.1..

En el Instituto Tecnolégico de Durango propagaron la cepo de B.t. var. gizawai, para ello analizo-
ron los especlos de formulacién de medios de cultivo y lus condiciones de propagacidn bajo disefios experimen-
tales, para asi predecir lu foctibilidud técnica y econdmica del proceso,

Carrera G. M. et al

Inst. Tec. de Dgo., 1989.

El sccado, fuctor imporiante durante la produccién de bioinsecticidas.

En el Instituto Tecnoldgico de Durango establecieron las condiciones apropiadas para obtener un . —-
biainsecticida cuyas caructerfsticus de vida de anaquel y de toxicologia no se vieran afectodas, parc ello cop
sideraron que una de las operaciones unilarias mis importantes es la de secado del bioinsecticido, Existe una
relucién muy estrechu entre lo encrgfa térmica del sistemo y la viabilidud de las esporos de B.t., ya que la -
cuenta de esporus viables disminuye cuando se incrementa la temperatura de salide del gire, sin emborgo, es in
dependiente de lo temperatura de entrada.

Saucedo M. L. et al

Inst, Tec. de Dgo., 1989.
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Conparacidn entre un bioinsecticido e insecticidas quimicos.

Probaron en Durango el bioinsecticida obtenido de B.t. var. uizawai para combatir o la palomiiia -
del manzano, Cydia pomonetia L., ul lado de tres insecticidas quimicos.

CQvteniendo los siguientes resultados promedio en porcentgje de dafos a la plaga:

Perfekthion 63%
Orthene 64%
Becis 53%

Bioinsecticida  25%

Con estos resultodos evaluaron las posibilidades econémicas de produccidn comerciol del bidinsec-
ticida. ‘
Medrano R. H. " et .al

- inst. Tec. de Dgo., - 1989

Prueba de campo.

En Durango oplicaron a nivel de campo a B.t. var. gizewoi para controlar a la pafomilia del manza~
no, g@ pomonella L., obteniendo con ello un indice de mortalidad larvario del 100% y un tiempo letal de 72-
horas.
Gorcia G. C. et al
CIIDIR-1PN, Dgo., 1989,
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IMPORTANCIA SANITARIA

Bgcillus thuringiensis.
Seleccién de cepas toxigénicas de B.t..

Las cepas aisladas en la UANL de B.t. GM-49 y GM-50 pertenecientes o la variedad aizawai del sero-
tipo 7, las cultivaron en los n;edius denominados IV y 11 respectivamente, exhibiendo toxicidad, siendo efecti-
vas contra Acdes aegypti y Culex piplens quinquefasciatus.

Rivas, M. C.. et al
UANL, 1988.

Aislamiento y seleccién de cepas toxigénicas de B.t..

En la UANL seleccionaron 4 cepas de B.t. y las hicieron crecer hoste que esporularén, resultando -
ser efectivos éstos aislados ( f -endotoxina} contra Trichoplusia ni.
La cepa J1J-5 mostré una potencia téxica similar a la cepa de referencia HD-1
Jii-8a y J-2 >
Ji-3 <
Saldaiio, A. J. M.. et al
UANL, 1989,
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Cepos téxicos de B.t. para dipteros.

En la UANL obtuvieron aislodos de B.t. con actividad téxica hacia Aedes gegypti y Culex quinquefos-

ciatus, pero resultaron ser menos potentes que el esténdar internacional.
Rodriguez, T. M. L.. et al
UANL, 1987,

Ensayo de produccién,

En la UANL propagaron seis aislados de B.t. a nivel de matraz en un medio o base de melaza, harina
de soya, llquido de remojo de mafz y corbongto de caicio, la extraccién del complejo espora-cristal se efectud
aproximadamente a las 72 horas, recuperando los gislados por el método de coprecipitacién con lactose y aceto-
na y probéndolos en las larvas de Culex quinquefasciatus y Aedes sp..

Garcés, N.. et al
UANL, 1989.
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Bocillus sphaericus.
Aislamiento y coracterizocién de B.s..

Los cepas que aislaron en la UANL y que posteriommente identificaron como pertenecientes al grupo-
de B.s. las propagaron a nivel de matraz en tres medios de cultivo, de éstos medios el que proporcions el me—-
jor crecimiento y esporulacibn resulté ser el MBS o base de Bocto triptosa, extracto de levadura y sales.

Morales, R. L.. et ol
UANL, 1989,

Bibliogréfico.

El trabajo que realizaron en el Instituto de Investigaciones Biomédicas en la UNAM fue una recopi-
lacién de la informacién de los Gltimos 10 ofios, de que se dispone de B.s. y de las perspectivas del empleo de
B.s. en el control biolbgico en nuestro pofs.

Morales, G. N.. et al

Inst. de Inv. Biom. UNM, 1989.
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Bacillus thuringiensis y Bacillus sphoericus.
Aislamiento y recuperacién de Bacillus sp.

De larvas de mosquitos en la UANL aisiaron y recuperaron cepas de Bacillus sphaericus y cepas de -

Bacillus thuringiensis, los cuales clasificaron morfolégica y bioquimicamente.

Gomez, T. M.. etal
UANL, 1988.
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Actinomicetos.

De las investigaciones realizadas en Corea del Sur, en los campos de
ginseng, encontraron que un aumento en la poblacidn de actinomicetos repercutfa-
en una baja de hongos Trichederma sp., causante de la pudricidn de la rafz del -
ginseng, Otros factores que tambidn estudiaron fueron el pH y la humedad, que -
pueden favorecer la proliferacidn de los hongos patdgenos y por lo tanto modifi-
car la relacidn entre los microorganismos patdgenos y los actinomicetos antago--

nin:as"‘ .

Bacillus popilliae.

En Florida, de los sembradfos de cafia de azicar en los que se presep

t8 la enfermedad lechosa provecada por Cyclocephala parallela y Ligyrus subtro-—

picus, lograron aislar dos tipos de Bacillus popilliae que eran los que infecta-

ban a las larvas. La diferenciacidn de las bacterias se debid al sitio en el --

que se encontraba el cristal pataespurals.

Bacillus subtilis.

La proteccidn que obtuvieron en Italia en las plantas de clavel en -
el campo, dependid de la presencia fIsica de Bacillus subtilis M 51 en las ral--
ces de las plantas, logrando asf el control del patSgeno Fusarium oxysporum f. -

8p. dianthi (causante del marchitamiento de las plnntns_s.
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Sinergismo bacteriano con efecto antagfnico
gobre microorganismos fitopatSgenos.

En estudios efectuados en la India con suelo estéril, determinaren -
que & una temperatura Sptima y a un nivel Gptimo de pH, la sustancia tdxica que-

produce el hongo Phytophthora cactorum en presencia de Entercbacter aerogenes o-

de Bacillus subtilis, fue significativamente menos virulenta en comparacifn con-

los coentroles, Gste hongo es el causante de la pudricidn de la corona de los —-—=

7
manzanos’ .

En Australia. las bacterias que aislaron e identificaron del suelo y

del hongo Sclerotium cepivorum (causante de 1la pudricidn blanda de 1a cebolla) -

pertenecicron al género Bacillus sp.; en cambio las bacterlas que aislaron de la

rafz de la cebolla fueron principalmente Pseudomonas 52.8.

De las seils bacterias que aislaron en Checoslovaquia, la que presen-—

t8 mayor actividad sobre Pythium oligaudrum fue Acinetobacter calcoaceticus, eli

mindndolo de los cultivos de la remolacha. Por el contrario la bacteria Acine--

robacter lwoffi estimula el desarrollo del micopar@sito, esto es de interds para

el control del fitopatdgeno de la remolacha nzu:ntetag.
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Microorganismos con efecto sobre insectos plaga.

Observaron en Egipto que el cambio interno que sufren los dcaros al-
ser inoculados con microorganismos, repercute en un decremento de la "nidada" de
los huevos y en la disminucidn de 1a longevidad de las larvas de los dcaros. De
los microorganismos empleados como patdgenos, los hongos fueron mis efectivos ——

(Acremonium rueilum y Penicillium sp.), que las bacterias formadoras de esporas—
10

(Bacillus sp.)

Enterobacter cloacae.

En Arkansas estudiaron como Entercbacter cloacae protege a las plan-—

tas de pepino del micopardsito Pythium ultimum, obscrvando que Enterobacter
cloacae solamente fue efectivo cuando las envolturas de las semillas de pepino -

exudaron bajos niveles de carbohidratos durante la geminncién”.

Con el empleo en West Virginia, E.U.A. de Enterobacter cloacae, lo—-
graron reducir el comienzo y desarrollo de la podredumbre en el durazno a causa-
de Rhizopus ntolonifer. La firmeza de la fruta se vio afectada por la infeccidn

con Rhizopus stolonifer perc no la efectividad que Enterobacter cloacae tuvd en-
12

el control de la podredumbre

Klebsiella aerogenes.

Durante estudios efectuados en Francia, observaron como la predacidn

de Acanthamoeba castellanii aumenta la poblacidn bacteriana de Klebsiella aero--
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enes, &ta relaciSn es de interfs en el control bloldgico de las malas hierm---

baslj.

Serratia sp.

En Nueva Zelanda fueron aplicados a los pastizales los cultivos patd

genos de Serratia marinorubra y Serratia liquefaciens para el control de las lar

vas de Costelytra zealandica, para obtener después del tratamiento un incremento

en la produceidn de materia seca de los pastos, por lo que &stos cultivos pat§ge

nos pueden ser desarrollados como insecticidas micmhinnosu.

Pseudomonas sp.
a) A nivel de invernadero.

Cuando emplearon en China como medida curativa a las bacterias Pseu-

domonas sp. contra Ceratocystis ulmi, slo obtuvieron una leve reduccidn de la -

enfermedad "Commelin eln” en el olmo inglés. En cambio, cuando fueron empleadas
como medida preventiva de la enfermedad no obtuvieron reduccién de la enfermedad.
Las Pseudomonas sp. llegaron a ser bien distribuidas dentro de las rafces pero =
no mostraron distribucidn ascendente en los Arboles, por lo tanto no lograron —-—

una completa proteccifn de los E:bolesls.

En Ontario, Canadd, el resultado que obtuvieron con Pseudomonag pu-—

tida o Pseudomonas fluorescens para el control de Fhytophthora megasperma f. sp.

glycinea (Pmg). causante de la pudricidn de la rafz de las plantas de soya, fue-
parcialmente efectivo tanto a nivel de invernadero como a nivel de campo en este

Gltimo caso la concentracién de Pmg fue lo que influyd en el rasultadum.
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En la India utilizaron a Pscudomonas fluorescens para el control de-

Rhizoctonia solani que causa la pudricidn del tallo de las plantas de cacahuate,
obteniendo a nivel de campo plantas mis grandes, ademds de que se incrementd el-

rendimiento 17,

En otro experimento tambi&n realizado en la India comprobaron come -

las plantas de cacahuate fueron protegidas de la infeccidn proveocada por Sclero-

tium rolfsii (pudricifn de la rafz y del tallo) al bacterizarlas con Pseudomonas

flugrescens, El peso fresco de lag plantas muertas bacterizadas fue mis alto --—

que en las plancas no bu:terlzadasw.

b) A nivel de campo.

En E.U.A. controlaron a Erwinia carotovora subsp. atroséptica con --

Pseudomonas fluorescentes, evitando asf la propagacidn de la morrifia negra de 1la

papa y la pudricidn de los tub&rculos. Las bacterias permanecen mayor tlempo en

los tub&rculos & nivel de invernadero que a nivel de cnmpow.

En Cali, Colombiz, fue inhibida Erwinia carotovora pv. carotovora, -

que es el agente causal de la pudricidn del tallo de la yuca, empleando para el-
control a Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens, incrementfndose asf el -

peso de la rafz de la yu:ulo.
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En los campos de arroz de Filipinas, emplearon Pseudomonas fluores--

cantes y no fluorescentes para el control de Rhizoctonia solani {produce la roya

de la vaina del arroz).- Presentando mayor efectividad en el control, los culti-
vos bacterianos no fluorescentes que los cultivos fluorescentes. Durante la in-
vestigacidn lograron identificar a las bacterias fluorescentes, pero no asf a —-

las bacteias no fluutescenEGSZl-

Bacillug sphaericus.

a) A nivel de laboratoric.

De los dos filtrados larvicidas de Bacillus sphaericus que probaron-~
en Florida contra los mosquitos y jejenes, el filtrado 2362 (ABG-6184) es el que

presentd mayor actividad lurvicidazz-

En cambilo en Arizona aislaron 5 filtrados de Bacillus sphaericus, —-
los que presentaron actividad larvicida similar a los filtrados 1593 y 2362, pe-

ro no llegaron a clnslﬂcurlosza.

De los 5 filtrados aislados de Bucillus sphaericus en Israel: 2613,-
2615, 2619, 2620 y 2631, los wds téxicos para Culex pipiens fueron el 2615 y el-
2631, todos pertenecientes al Grupo 3 Fago, siendo &stos filtrados miis téxicos -

que los del Grupo 4 Fago 21'.
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Al estudiar las preparaciones de los cristales larvicidas de Bacti-~-
1lus sphaericus 2362 en California, comprobaron que adlo la protefna 43-kDa fue-
efectiva para las larvas de los mosquitos, por lo que los resultados sugieren —-
que los criatales de protefna 110~ y 125-kDa son protoxinas, las cuales son acti
vadas durante la esporulacin por la segmentacidn de la toxina a la protefna —w-

w-kpa 2,

Con el método que desarrollaron en Francia para la purificaci8n de -
la toxina larvicida de Bacillus sphaericus 1593 M, lograron deacribir algunas de
las propiedades bloqufmicas y f{sicas de la toxina. La menor actividad de la to

xina fue a un pH de 7.5 26.

Los resultades que obtuvieron en China al realizar las pruebas de ~—
toxicidad de Bacillus sphaericus Ta-1, mostraron que las larvas de la especie —-

Culex fueron las més susceptibles a el filtrado Ts~1 27.

En la India estudiaron como influyen los pardmetros fIsicos en el ~—

rendimiento y en la sintesis de la toxina larvicida de Bacillus sphaericus H5 ab,

dentrp de estos f Be s pH, 2, ziempb y nutrimentos —

indispensables para la baczerlazs.
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"b) A nivel de campo.

Evaluaron la aplicacidn aérea de Bacillus sphaericus 2362 (Beecomist)

en los campos de arroz de Florida. A las pocas horas de la primera aplicacidn,-
obtuvieron importantes reducciones de las larvas de Anopheles guadrimaculatus. ~
A la siguiente aplicacidn durante la segunda cosecha obtuvieron reducclones en ~

las larvas de Psorophora columbiae??.

Bacillus thuringiensis sp.

A nivel de laboratorio.

Los estudios que realizaron en California de la bacteria Bacillus -

thuringiensis var. israelensis (B-t.i.) revelaron que el cuerpo paraesporal con~

ciene tres tipos de inclusidn de importancia, de ellos el mis estudiado fue el -
tipo 2, en donde la proteina 65~ kDa es una de las principales protefnas, aunque
no es la toxina larviecida primaria, ya que actlia en conjuncidn con otras procef-

nas del cuerpo paracsporal como son las protefnas 28- y 38- kba 30,

En Japdn detectaron a las protelnas de inclusién paraesporal de Ba--

cillus thuringiensis subsp. morrisoni PG-14 y de Bacillus thuringiensis subsp. -

israclensis serotipo l4. De las protefnas con actividad mosquitocida y hemolfti

ca, las protefnas 65- y 25~ kDa fueron las que controlaron a las larvas de Aedes

aegvpridl,
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En Florida estudiaron como la citotoxicidad de la -endotoxina de -

Bacillus thuringiensis var. darmstadiensis es afectada por carbohidratos, en el~

caso de los lones la inhibicidn no es especIfica, en cambio las lectinas no inhi
bleron la toxicidad. Al tratar a los eritrocitos con neuraminidasa, Estos se --

hacen mis sensibles a la hemdlisis3d.

En Chicago, emplearon la serologia en los cristales paraesporales ==

para lograr la diferenciacidn de los cultivos de Bacillus thuringiensis. Estas-

pruebas son {itiles para la deteccidn especifica entre varias familias, pero no -

dentro de los géneros.

Para poder realizar la determinacidn del contenido de esporas via---
bles de un cultivo de Bacillus thuringiensis en la URSS, desarrollaron un método

para disgregar los conglomerados bacterianos36,

Es de gran utilidad la prueba que desarrollaron en E.U.A. para deter
winar en los mosquitos, la toxicidad de las pavtfculas suspendidas de los insec~
ticidas bacterianos, porque requiere de menos tiempo y espacio para su ejecu----—

ct6n37,

En Canadd estudiaron la persistencia de los cristales téxicos de Ba-
gillus thuringiensis serovar. iscaelensis, observando que 1la presencia de sustra
tos sdlidos producen una rdpida pérdida de la toxicidad de los cristales, ademiis

comprobaron que a temperaturas frfas Bacillus thuringiensis serovar., israelensis,

esporula y libera nuevos ctiscn1=s38-
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Los resultados que obtuvieron en las investigaciones realizadas en -
Japén, sugleren que la espora es el finico estado en que Bacilius thuringiensis -

persiste en los suelos nu:uralesag.

En Taiwan, realizaron estudios del Intestinc medio de las larvas de-
la maripesa nocturna del arroz, Corcyra cephalonica, al combacirla con Bacillus—
thuringiensis. Observaron cambios morfoldgicos del epitelio, debido principal--

mente a las variaciones en el pH 60‘

DE TIMPORTANCIA AGRICOLA
a} A nivel de laboratorio.

De dos cultivos de Bacillus thuringiensis que aislaron en la URSS —-

del insecto del trigo Eurygnster austriaca, el L-6 es el que presentd una alta =

actividad 1nsect1c1da“.

En Polonia fueron probadas dos preparaciones comerciales de Bacillus

thuringiensis var. kurstaki. E1 Dipel y el Bacilan fueron principalmente efecti

vos a bajas concentraciones contra los insectos Ecomenacanthus stramineus y a ma

yores dosis contra Menopon gallinue/'z.

Los resultados de las investigaciones realizadas en la India sobre -

la patogenicidad y desarrollo de Bacillus thuringiensis en las termitas, mostra-

ron que Bacillus thuringiensis desarrollé mds ripido en Microcerotermes champio-
44

ol que en Bifiditermes beesoni™ .
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Con la aplicacidn en Kansas de Bacillus thuringiensis a la superfi--
cie del mafz almacenado, evitaron la infestacidn de la harina de mafz por la po~

lilla, Plodia interpunctella, ya que la actividad tdxica y la distribucidn de es

poras en la superficie depende de las partfculas y del tamafio de las fracclones—

de la formulaciSn de Bacillus thuringiensts®?.

En los experimentos que realizaron en las plantaciones de aguacate -

en Israel, para el control de Boarmis selenaria. De nueve cultivos de Bacillus-—

thuringiensis Berliner que emplearon, ninguno de ellos tuvd una potencia supe——-

rior a la del filtrado de Bacillus thuringiensis kurstaki HD-1-5-1980 %6,

En Suiza al determinar la actividad insecticida de las J-endo:nx‘i--

nas de Bacillus thuringiensis, observaron que por lo menos son tres los factores

que influyen en la potencia de las J-endotoxinas: el origen del filtrado en re
lacidn con la toxina, el grado de solubilidad de los cristales en el jugo intes-

tinal y la susceptibilidad intrinseca de los insectos a la I:nxlnnlﬂ.

Fue determinada en California la toxicidad de diversas formulaciones

de Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre el gusano del betabel, Spodoptera-

exigua, la combinacidén de thuringlensina y Bacillus thuringiensis var., kurstaki-
provoca una potenclacidn, mientras que la combinacidn de las dos formulaciones -

de Bacillus thuringiensis vat. kurstaki (Dipel y Javelin) produce un efecto suma

rio%8,
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En otro trabajo tambi&n realizado en California, determinaron la to-
xicidad de otras formulaclones sobre Spodoptera exigua. La combinacidn de thu--
ringiensina y Dipel 2X, resultd ser muy potente. En cambio la combinacién de —-
Neem con Avermectin Bl & con Dipel 2X produce un efecto antagdnico; el tiempo -~

promedio de mortalidad para las combinaciones de tSxicos fue vnriuble"g.

En el Cairo, estudiaron la distribucin de Bacillus thuringiensis y-

Bacilius cerveus en los suelos egipcios, encontrando en los suelos arclllosos ==

(fértiles) una gran cantidad de bacilos, mientras que en los suelos arenocsos tu-
vieron sSlo pequefias cantidades. Los cultivos que aislaron fueron activos con--

tra las plagas del algoddn, Spodoptera gxigua y Heliothis amlgernso.

De los experimentos que vealizaron en Alemania con las larvas de «--

Spodoptera frugiperda, la combinacién de Neem-seed-kernel-extract con Bacillus -

thuringiensis (Dipel) incrementa la mortalidad de las larvas, esto en compara-e-

¢i8n con la accidn que cada compuesto ejerce por sl snlosl.

Fue probada en Georgla una @-exotoxina de Bacillus thuringiensis ——

Berliner sobre las larvas de Spodoptera frugiperda, Heliothis zem y Trichoplusia

ni, viéndose con ello afectads la fecundidad de las mariposas que lograron desa—

rrollnt52 .

En E.U.A. estudiaron el sinergismo entre una @-exotoxina y Bacillus-

thuringiensis kurstaki {HD-1) para con las larvas de Lymantria dispar, logrando-

asf un incremento importante en la susceptibilidad de las 1n:vn553.
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Han estudiado en la URSS la posibilidad de provocar una infeccién --
mixta en las larvas de Lobesia botrana, una plagn muy importante de la uva, con~

el empleo de Bacillus thuringiensis y un Baculovirus34.

Descubrieron en Carolina del Norte que la aplicacidn de cebo (Btk) -
a mano ya sea hecho en casa o como preparado comercial, son de los mds potentes—

para el control del gusano del tabaco, Heliothis virescensd>,

Los estudios citoldgicos que efectuaron en la URSS a las hemolinfas-—

de las orugas de CGalleria mellonella (mariposa del panal de abeja), después de -

la exposicidn a la exotoxina termoldbil de Bacillus thuringiensis, reportaron =-

cambios inespec{ficos en los insectos, ademis de que a dosis subletales de la —-—

exotoxina termoldbil los insectos son capaces de reststirla’®,

En otra investigacidn también realizada en la URSS, estudiaron los -
cambios InespecIficos sufrides por las orugas de Galleria mellonella al ser ex--—

puestas a la fosfolipasa de Bacillus thuringiensis, aqu{ tambin el uso de dosis

subletales de la fosfolipasa permite que los insectos scan capaces de resistirla,
la recuperacidn es debido al incremento de los eosindfiles, micronucleocitos, ==

enocitos y a la formacidn de nuevos hemocttos’’.

En Filadelfia probaron las preparaciones de la delta-exotoxina de 20
serotipos diferentes de Bacillus thuringiensis sobre Manduca sexta, 12 de las —-
preparaciones que inhibieron el ‘transporte de potasio presentaron ademds activi-

dad larvicida“8,
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Fue demostrado en Corea que cl costo de produccidn en masa de Baci-~

llus thuringiensis var. kurstaki, usando el medio que desarrollaron puede ser =~

marcadamente reducido en comparacidn con Thuricide. Esto para el control del gu

sanc de la col, Pieris ragueeo.

Determingron en la India la susceptibilidad de Rhizopertha dominica-

a varias formulaciones comerciales de insecticidas bacterianos; siendo altamente

susceptible a Dipel, Thuricide y a E-61 6L,

b) A nivel de campo.

En E.U,A. alimentaron a las larvas de Epilachna varivestis que ata--~

can al frijol, con varios estadfos de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis-—

que contenfan la [ -exotoxina, esto con el fin de prolengar su lapso de vida pre
adulta, en este caso pueden ocurrir el mejoramiento del pardsito o la actividad-

prcdnturusz .

Lograron en larael controlar a la plaga de la alfalfa, Spodoptera --

litcoralis Hoisd., con el uso de Bacillus thuringiensis var. gntomocidus. Al --

emplearlo como cebo, la aplicaciSn se hizd bajo el viento del segado de la alfal

£a4.

En Egipto trataron a las pupas de Spodoptera littoralis Boisd. con —

Bacillus thuringiensis kurstaki HD-1 (Dipel). Cuando las mariposas emergieron -
mostraron una corta longevidad ademds de una baja en la produccidn de huevos y -
en la fertilidadS®.
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Fue empleado en Polonia Bacillus thuringiensis (Thuridan) sobre la -
mariposa nocturna, Lymantria monacha L., actuando sobre las larvas mis jGvenes,-
eato fue mayor en las regiones de pino y menor en las de abeto o en una mezcla -

de lugares (plno-ﬂbeto)“.

En Alemania realizaron pruebas de campo para el control de la plaga-
forestal severa de Lymantria monacha L., probando para ello la combinacidn de --
Bacillus thuringiensis y un virus poli@drico nuclear, obteniéndose una mortali--

dad rdpida de ias 1urvn567.

Heliothis armigera es la plaga que ataca los campos de algoeddn en Ig
rael, para un control efectivo emplearon a Bacillua thuringiensis var. kurstaki-
en combinacidn con un qufmico (Thienex), porque el uso de uno u otro por separa-

do es deficiente en su cnntralGB.

Bacillus thuringiensis fue probado en Grecia contra Prays oleae, una

plaga de las plantaciones de olivos. Cuando el tratamiento se aplicd al estadfo

temprano de la cosecha no se logrd una efectiva pri &n del fruto { -

pero durante los estadfos tardfos si se logrd una efectiva proteccidn del fru--—-

[069-

En Oregon, Bacillus thuringiensis fue empleado contra el gusanc del~
abeto occidental Choristoneura occidentalis Freeman. EL fxito en el control de-
pende mfs de la tasa inicial de mortalidad larvaria que de la persistencia del -~

agente microbiano7o.
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En otro trabajo de investigacidn tambi&n realizado en Oregon, eatu——
diaron los efectos de Bacillus thuringiensis sobre los parfsitos de los gusanos-

del abeto occidental Choriatoneura occidentalis Freeman, la infecciSn o contami-

nacién de los pardsitos con Bacillus thuringlensis fue baja y no se relaciona —-

con ninguna de las aplicaciones de Bacillus thuringiensis’l.

En Ontario probaron a Futura, una nueva formulacidn concentrada de -
Bacillus thuringiensis Berliner var. kurstaki contra el gusano de los brotes del
pino blanco, Choristoneura pinus pinus Freeman, su efectividad dependid de la do
sis a que se aplicS, & una mayor dosis se suprimié al gusano y ademfis se prevind

la defoliacién de los &rboles’Z.

En Canadé investigaron la eficacia presentada por varias formulacio-
nes de Bacillus thuringiensis var. kurstaki y la dosificacidn de ellas contra el
enrollador del abeto, Lambdina fiscellaria fiscellaria, la formulaci&n de Thuri-

cide 64B fue la mis efecctiva, reduciendo a la poblacidn larvaria en un 100% 73.

c) A nivel de campo y laboratorio.

De los experimentos que realizaron en ltalia para evaluar la efecti-
vidad de varias formulaciones de Baci{llus thuringiensis Berliner, la de Dipel -~
fue la mis efectiva tanto a nivel de laboratorio como a nivel de campo, contra -
los diferentes estadfos de diversas especies de larvas como Thaumetopoea pityo——

campa, Lymantria dispar, Euproctis chrysorchoea y Lobesia bor,rnnaﬂ'.
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d) A nivel de invernaderc y campo.

Tanto en la Unidn Sovi&tica como en Inglaterra el insecto de 1la col,
Hamestra brassicae, fue combatido con el emplec de preparaciones comerciales bagc
terianas. En la Unidn SoviEtica utilizaron una mezcla de bitoxibacillin y el vi
™G Fl(é‘: presentando una moderada efectividad larvaria., En Inglaterra, Bacillus-
thuringiensis fue efectivo contra Mamestra brassicae y ademds contra Spodoptera-

trora11s’> 7%,

De las preparaciones de Bacijlus thuringiensis Berliner que experi--
mentaron en Israel contra las larvas del insecto horadador del mafz, Ostrinia --
nubilalis Hubner, la de Bacillus thuringiensis serovar. 3a 3b, kurstaki (Dipel)=-

fue la mis po:en:e”.

DE IMPORTANCIA SANITARIA
a) A nivel de laboratorio.

De las 7 formulaciones fliiidas de concentrados de Bacillug thurip-——

glensis (serotipo H-14) que evaluaron en E.U.A. contra Simulium vittatum, la mis

efectiva fue la de del Teknar 2X concentrado acuosu“.

En Helsinki, Finlandia, probaron una preparacidn de Bacillus thurin-
glensis para el control de Drosophila melanogaster, debido al incremento de la -
resistencia a la thuringiensina que presentan &stas moscas, comprobaron que a ma
yor dosis de la preparaciSn las moscas no desarrollaron resistencia a la thurin-

gienalnusq.
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En California investigeron la accidn tdxica de Bacillus thuringien—-

sis var, israelensis sobre Aedes aegypti "im vive", los resultados indican que =

el sistema de los miisculos esqueldticos juega un papel importante en las manifes

taciones sintomiticas de intoxicacidn con Bacillus thuringiensis var. israelen--

s1s78.

En otra {nvestigacidn tambi&n realizada en California, sobre la ac-—

cifn de Bacillus thuringiensis var. israelengis sobre Aedes aegypri, observaron-

que el funcionamiento lento del aparato digestivo y la pardlisis general de los—
insectos ocurre solo en estados avanzados de intoxicacidn con Bacillus thurip---

giensis var. israelensis’?.

En Israel probaron tres filtrados de Bacillus thuringiensis serotipo
H-14 sobre las larvas de Aedes aegypti, siendo altamente téxicos. EL cultivo ——

§-2-6 fue el menos tdxico en comparacidn con el filtrado estandar80.

Analizaron en Nebraska el potencial larvicida que presentan las célu

las vegetativas de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis contra las larvas -
z Bl

de Aedes aegypti, siendo efectivo en un 100

En China realizaron una evaluacidn sobre la eficacia potencial de ==

Bacillus thuringiensis israelensis para el control de los mosquitos. Aedes pe-—

Bypti y Ae. albopictus fueron los mis sensibles a Bacillus thuringiensis israe--
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lenais, pero la potencia de B.t.1, fue veducida al estar en presencia de solucio

nes de NaCl, no asf la actividad larvietda®?,

El efecto téxico de una preparacidn de esporas de Bacillius thurine--

glensis var. israelensis Berliner serotipo H-l4 fue estudiado en E.U.A. sobre —-

Aedes aegypti y Toxorhynchites amboinensis, las larvas de Ae. gegyptl fueron al-

tamente sensibles a B.t.i. H-14, porque al filtrar el alimento concentraban a la

toxina lutviclan .

En la URSS estudiaron sI, la actividad larvicida de Bacillus thurin-

glensis serotipe H-14 BTS-393, es alterada o no al ser expuesta la formulacién a
prolongados perfodos de almacenaje, observaron que la toxicidad de la prepara——-
cifn tuvd una calda cuando se conservd durante 1 afio a 28°C y 37°C, pero no se —

vio alterada la toxicidad cuando se mantuvé la p

P i6n a temp de ——

-30°C y 5°C, slendo efectiva en este caso en un 100X contra las larvas de Anophe-

les messeae y Culex pipiens Eigiensu.

Estudiaron en Israel el descino de Bacillus thuringiensis subsp, is-—
raelensis, para ello crearon un sistema entre las aguas de un campo de arroz si-
mulade y una bacteria mutante, El contacto del cultivo de esporas de la bacte--—
ria mutante con el limo contenido en el agua, da por resultado una inmediata de~
saparicisn de la actividad larvicida, pero no asf de la viabilidad, en este caso
la actividad larvicida es un proceso reversible, en cambio en las aguas sin limo

observaron solo una muy lenta exhibicidn de la actividad larvicida, ademds de ——

que no es reversible el prccesnas.
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b). A nivel de campo.

En Prieska, Suddfrica, comprobaron que Bacillus thuringiensis Berli-

ner var. israelensis de Barjac (serotipo H-14) es efectivo para el control de la

mosca negra, Simulium chutteri Le\dsﬁ‘-’.

En la URSS demostraron la alta eficacia de Bacillus thuringiensis se
rotipo H-14 BTS-393 a bajas dosls contra Aedes aegypti, Anopheles atroparvus, —-—

An. stephensi, An. messeae y contra Culex Eigiensaa.

Utilizaron en Isrnel a Bacillus thuringiensis var. israelensis parva-
el control de los mosquitos, pero la ripida desaparicidn de su toxicidad y tam--~
bi&n la falta de evidencia de multiplicacidn de la bacteria en las larvas hace -
que su uso en la prdctica no sea econdmicamente atractiva, aunque una posible —--—
solucién a este problema se debe a que las larvas de los mosquitos utilizan a ~-

1os esqueletos de las larvas muertas y &stos son téxicos para las larvas8?.

Bacillus thuringiensis var. israelensis SH-14 fue probado en la {sla

de Cuba, siendo altamente efectivo contra las larvas de Anopheles albimanus88,

En los campos de arroz de Arkansas fue evaluada la aplicacidn adrea-

del Beecomist [B.t.i. U-14] sobre las larvas de Anopheles quadrimaculatus, sien-

do el Beecomist altamente efectivo contra las larvas®?.
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La anchura dprima de la faja de hierba que determinaron en los cam--
pos de arroz de E.U.A. para el control de las larvas de An. guadrimaculatus, fue

de 67 m con viento a favor y a un volumen de 1.44 1/m1n9°.

En otro experimento realizado también en la isla de Cuba, comproba--
ron que Bacillus thuringiensis var. israelensis H-l4 es efectivo en un 100% con-
tra los mosquitos: Culex quinquefasciatus, Culex nigripalpus, Anopheles albima-

nus y Paorophora cnnfinnism.

e¢) A nivel de laboratorio y campo.

El objetivo principal de los experimentos que realizaron en Checoslig
vaquia al utilizar 2 formulaciones de Bacillus thuringiensis serotipo H-14 fue -
el de establecer la concentracidn minima a utilizar de Moskitur y de Baktokuli--
cid, siendo altamente efectivas las formulaciones contra las larvas de Acdes ae~
gypti y Anopheles stephensi. Las larvas de An. messese requirieron que se repi-

tiera el tratamiento mds veces para ser efectivas las formulaciones?2.
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Bac{llus thuringiensis y Bacillus sphaericus.
a) A nivel de laboratorio.

En Egipto, evaluaron a 2 insecticidas bacterianos: Bacillus thurin-

glensis H~14 y a Bacillus sphaericus, siendo altamente efectivos contra las lar=-
vas de Aedes aegypti, ademis de una notoria reduccidn en la produccidn de huevos
y en la capacidad de las hembras adultas (que lograron desarrollar) para incubar

a los huevos?,

La relativa toxicidad de los tres filtrados que probaron en la India
contra las larvas de Anopheles stephensi y Culex pipiens se registra en la si=---
gulente secuencla: Bsph 1848.> Bti H-I4 (VCRC B.17) > Bsph VCRC B.64 2%,

En la URSS compararon la sensibilidad de las larvas de los mosquitos
hacia las preparaciones de Bacillus thuringiensis serotipo 14 y de Bacillus —-—-
sphaericus. Anopheles sacharovi presentd la mis baja sensibilidad a las prepara
ciones. La sensibilidad larvaria hacia las preparaciones bacterianas decrece —=

con 1a edad?s,

Los resultados reportados de las prucbas de toxicidad que realizaron
en E.U.A. con tres filtrados de Bacillus sphaericus, mostraron que el filtrado -
1593 fue altamente efectivo para Culex pipiens y C. salinarius, El filtrado ---
2013-4 para C. piplens y C- restuans. La potencia del filtrado SSII-~1 fue apro-

ximadamente de un décimo en comparacidn con los filcrados 2013-4 y 1593 contra -
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€. pipiens. Todas las especies de mosquitos probadas, fueron en general altamen

te susceptibles a Bacillus thuringlensis var. israelensis?S.

b} A nivel de laboratoric y campo.

En California evaluaron a Bacillus thuringfensis H~l4 y a Bacillus -

gphacricus. Psorophora columbise fue levemente mis susceptible que Culex quin--

quefasciatus a el filtrado de Bacillus sphaericus 2362. Las formulaciones granu
laves de Bacillus thuringiensis H~14 fueron cfectivas contra Psorophora colum—--

biae?7.
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SITUACION Y PERSPECTIVAS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO EN MEXICO
DE IMPORTANCIA AGRICOLA

Bacillus thuringiensis.

Caracterizacidn.

En base a los resultados obtenidos en la UANL se proponen a las ce--
pas GM-12 y GM-32 de Bacillus thuringiensis, como un nuevo serotipo internacio--—
na1®®,

En la UANL obtuvieron una mutante asporogénica cristalfifera (Spo- -

Cry+) de Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-1 para estudiar posteriormente-

el proceso de cristalegénesis, sin interferencias de las esporas y asf lograr la

caracterizacifn bioquimica del cristal de Bacillus thuringiensisgg-

Seleccidn de cepas (toxicidad).

Bacillus thuringiensis presenta diferencias morfoldgicas del cristal
paraesporal (. -endotoxina), ademds de que existe variabilidad en le toxicidad -

de las diversas cepas alsladas de B. thuringlensis en la UANL!®C.

De ésta investigacidn (UANL) se concluye que es factible encontrar y
producir cepas nativas de Bacillus thuringiensis con mayor potencia y espectro -
de toxicidad que la cepe estindar internacional HD-1-1980, para combatir con ~--~

ellas a diversos insectos plagalm.
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Por los resultados cbtenidos en la UANL, recomiendan que la cepa ——-
GM-10 de Bacillus thuringiensis var, alzawai, sea utilizada en un futuro como un

estiindar de comparacién en el control de Spodoptera ftugigatdumz.

De la investigacidn llevada a cabo en Durango se comprobd que el big
insecticida de B.t. var. aizawai LP-]1 es efectivo para el control de Spodoptera-

frugiperda a bajas dosisma.

Ensayos de produceifn.

Se considerd al final de la investigaci&n (UANL) que el m&todo de --
prepurificacidn con etanol no es el mfs efectivo para la identificacidn de la --
B -exotoxina de Bacillus thurinpgiensis, por lo que se cambid a la didlisis para

eliminar las 1n:er£erencusm‘ .

En el Instituto TecnolSgico de Durango se obtuvieron recientemente —

resultados prometedores para la utilizacidn de B.t. a gran esculnws.

La concentracidn celular y productividad en la elaboracién de un big
insecticida a partir de Bacillus thuringiensis fue posible incrementarlas en el-
CINVESTAV-IPN de manera significativa realizando cultives de las cepas por lote-

alimnntado‘ob.
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En el CINVESTAV-IFN se estd trabajando actualmente a nivel planta pi
loto con un fermentador de 1100 iitros para la produccifn de un bioinsecticida -

de Bacillius thuringiensis con buenos resux:udcslm.

El medio con el cual ge obtuvd un mejor rendimiento de la Jf-endoto-
xina de B.t. en la UANL es el de melaza, siendo el bioinsecticida altamente t&xi

co para Spodoptera frugigerdama.

Sobrevivencia de B. thuringiensis.

Los resultados obtenidos de la investigacién realizada en la UANL su
gieren que los exudados radiculares no promovieron el desarrollo de B.t. durante
ningfin estadfo de las plantas de frijol, lo que demuestra la baja capacidad del-

microorganismo para desarrollarse en este hihitntl(w.

De la investigacidn efectuada en el UANL se concluye que el suelo no
afecta la viabilidad de Bacillus thuringiensis y su capacidad de formar el cris-

tal pnraespomll 10.

Biotecnologia.

Los estudios realizados en el Instituto Tecnoldgico de Durango, vi--
sualizan la utilizacién de otras materias primas para la produccifn de un bioin-

gecticida de bajo costo eccnémicul“.

150



De los experimentos realizados por el grupo de investigacidn de Du-~
rango para la produccidn de un bloinsecticida (B.t. var. aizawai LP~-1) que con--
trole a la palemilla del manzano, Cydia pomonella L., obtuvieron resultados que-—

permiten predecir la factibilidad téenica y ecénomica del prccesc“z.

Coma una de las operaciones unitarias mds importantes en la produce-
e¢idn de bioinsecticidas es el secado, el grupo de investigadores de Durango, pre
tende establecer las condiclones apropiadas para obtener un bioinsecticida cuyas

caracter{sticas de vida de annquel y de toxicologfa no se vean afectadas!!3,

Comparacidn con agroquimicos.

La infestacién larvaria del 25% de deﬁ pomonella L. que obtuvieron

con B.t. var. aizawai LP-1 en Durango, es promisoria para el control de esata pa-

lomilla del manzanoll4,

Pruebas de campo.

La palomilla del manzano, Cydis pomonella L. ha sido combatida en ——

Durango con B.t. var. aizawai LP-1, obteniendo Indices de mortalidad hasta del ~

100z 115,
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Azotobacter sp..
Aislamiento.

En la UANL observaron que existe una diferencia significativa a ni--

vel de rafz en la cantidad de poblacifn bacteriana, entre los nogales sanos y en

: fermos, no asf en suelc rizosfirico“a.

DE IMPORTANCIA SANITARIA

Bacillus thuringiensis,

Seleccidn de cepas.

De las 7 cepas nativas que aislaron de B.t. en la UANL, solamente =~

dos cepas GM-49 y GM-50 exhibieron toxicidad para Aedes aegypti Lin. y para -—--

Culex pipiens gquinquefasciatus!’.

De las 4 cepas de B.t. que aislaron en la UANL, la cepa JJJ-5 mostrd
una potencia téxica similar a la cepa de referencia HD-1; las cepas JJJ-8a y -~
JJJ-2 mostraron una potencia mayor, mientras que la cepa JJJ-3 presentd una po—-—

tencia menor. Estas 4 cepas fueron tdxicas para las larvas de Trichoplusia E“s.

De las 100 cepas que aislaron en la UANL, sdlo 2 cepas fueron las —

mds toxicas para Aedes segypti y para Culex guinquefasclatus, &stas fueron GM- -

34y GM-23, r i , en 6n con el tdnd internacional resul-

tan ser poco efectivas para el control de estos mosquitos“g-



Ensayos de produccién.

En la UANL evaluaron la propagaci&n y toxicidad de 6 nuevos aislados

de B.t. para el control de Culex quinquefasciatus y Aedes 5_2.120.

Bacillus gphaericus.
Aiglamiento y caracterizacidn.

En la UANL realizaron bioensayos con larvas del 2° estadfo de Culex~

quinguefasciatus y Anopheles albimanus para ser controladas con Bacillus sphac~-

ricus, comparados los resultados con la cepa de referencia de Bacillus sphaeri--—

cus 1593 121,
Bibliogrifico.

El trabajo de recopilacidn de informacidn, realfzado en el Instituto

de Investigaciones Biomédicas (UNAM), muestra que Bacillus sphaericus tiene bue—

nas perspectivas para el control de los mosquitos, dada la resistencia que pre~-—

sentan @stos a los insecticidas convencionales!?Z.

Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus.

Aislamiento y recuperacidn.

En 1la UANL lograron aislar e idantificar 12 cepas de Bacillus sphae-

ricus y 11 cepas de Bacillus thuringiensis, para ser empleadas en el control mi-
123

crobial de insectos vectores de enfermedades
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Ensayos de produccidn.

En la UANL evaluaron la propagacidn y toxicidad de 6 nuevos aislados

de B.t. para el control de Culex quinquefasciatus y Aedes sp.'20,

Bacillus sphaericus,

Aislamiento y caracterizacidn.

En la UANL realizaron bloensayos con larvas del 2° estadfo de Culex-

quinquefasciatus y Anopheles albimanus para ser controladas con Bacillus sphac—-—

ricus, comparados los resultados con la cepa de referencia de Bacillus sphaeri--

cus 1593 121,
4

Bibliogrdfico.

El trabajo de recopilacidn de informacidn, realizado en el Institute
de Investigaciones Blomédicas (UNAM), muestra que Bacillus sphaericus tiene bue~
nas perspectivas para el control de los mosquitos, dada la resistencia que pre--—

sentan &stos a los insecticidas convencionales!?Z,

Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus.

Aislamiento y recuperacidn.

En la UANL lograron aislar e identiffcar 12 cepas de Bacillus sphae-

ricus y 11 cepas de Bacillus thuringiensis, para ser empleadas en el control mi-

crobial de insectos vectores de enfermedades!23.
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CONCLUSIONES"



Como se puede observar a través de este trabajo monogrdfico de actua
11zacidn, el control microbiolégico de insectos plaga ha adquirido en los Glti--
mos afios gran relevancia, debido a que el uso desmedido e incorrecto de los pla-~
gulcidas en todo el mundo ha ocasionado graves problemas de contaminacidn y por-

ende en el equilibrio de la naturaleza.

De ahf, que en la biisqueda de encontrar nuevos agentes para el con--
trol bieldgieco de los insectos plaga, sean los mlcroorganismos entomdgenos los -
mds adecuados para ser empleados, debido a la alta especificidad que presentan -
hacia los insectos blanco y por su innocuidad hacla otras formas de vida (hombre,

flora y fauna silvestres), ademds de no presentar efectos residuales téxicos.

Este interds se ve reflejado en la amplitud de las investigaciones -
realizadas en todo el mundo, siendo las bacterias entomdgenas las wis estudiadas,
debido a que se dispone de mds conocimicntos de la fisiologla bacteriana que de-

la fisiologfa de los hongos o de los virus.

De las investigaclones realizadas observamos como las bacterias ento
mopatSgenas han sido empleadas para el control de los Insectos causantes de pla-
gas, que causan graves dafios a la agriculcura y a la rama forestal, as{ como tam

bién problemas de insalubridad pdblica.

Bacillus thuringiensis sp. es la bacteria entomopatdgena que mis am-~
pliamente ha sido usada en el control microbianc de insectos plaga, ya que ade--—
mis de ser altamente especffica contra los insectos blanco, es fdcil su produc-~
cidn en masn y no presenta problemas de almacenamiento o de manejo, el serotipo-

mis empleado de &sta bacteria es el H-l4.

En nuestro pals también estdn llevando a cabo investigaciones sobre-

el emplec de las bacterias entomopatdgenas para el control microbiano de insec-—
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tos plaga, &stas investipaciones son realizadas princlpalmente en la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, en el Instituto Tecnoldgico de Durango y en el CINVESTAV
del Instituto PolitEcnico Nacional. Los estudics estdin comprendidos tanto a ni-
vel de investigacidn (laboratorio), como de pruebas de campo e/o invernadero, pe
ro en lo personal, creo es necesario que haya un incremento de las investigacio-
nes, para que el control de los insectos causantes de plagas sea satisfactorio.-
Ya que el interds que tiene el control microbiano de insectos plaga es de suma -
importancia, para ello plenso ecs necesario que ademis de las instituclones de --
educacidn superior se integren las instituciones gubernamentales y la iniciativa
privada, para que trabajen en forma coordinada y actlien activamente en el progra

ma de control bioldgico de insectos plaga.

S1 tomamos en consideracidn que en nuestro pals la autorizacién ofi-
cial para la utilizacidn de bacterias (biocidas) destinadas para el control bio-
16gico de insectos plaga es a partir de 1984, podemos darnos cuenta de lo avanza
do que se encuentran las investigaciones, pero también es necesario mencionar --
que se necesitan mayores recursos humanos y econdmicos en este programa para ob-
tener resultados positivos. Los biloinsecticidas mas empleados en México son el-

Thuricide (Bacillus thuringiensis) y el Dipel (Bacillus thuripgiensis var. kurs-

taki). Esto abre perspectivas favorables para que en el futuro se incrementen -
en nuestro pals las investigaciones sobre control microbioldgico de insectos pla
ga, para beneficio de nuestra agricultura y zonas forestales, as{ como también -

para resolver los problemas de insalubridad pGblica que ocasionan los insectos.
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