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RESUMEN.

Bacillus thuringliensis se usa como insecticida para el control de
insectos-plaga. Su actividad radica en un cristal proteinico
formado durante la esporulacidén. Este cristal es téxico dnicamente
después de gue ha sido ingerido y activado por la larva danando
principalmente el intestino medio de los insectos sensibles. Los
objetivos planteados en este trabajo fueron: a) la seleccidn de un
medio de cultivo adecuado para el crecimiento de B. thuringiensis,
elaborado a base de fuentes de carbono y nitrégeno de bajo costo;
b) Estudiar la capacidad de crecimiento y esporulacion en medios de
diferente composicioén (como fuentes de carbono y nitrdgeno), para
lo cual también se estudio el c¢recimiento de 1la bacteria a
temperaturas de 30, 35 y 40 "C, asi como la pasteurizacién de las
esporas; c) El establecimiento de un insectiario para el estudio de
la toxicidad de la preparacién del complejo espora-cristal, y d)
Determinar la toxicidad del complejo espora cristal en plagas de
granos de almacenamiento (Ephestia cautella 'y Sitotroga
cerealella).

Se estudiaron medios elaborados a base de harina de arroz, harina
integral de trigo, harina integral de centeno, harina de cebada,
harina de soya vy melaza, asi como sus combinaciones. 2l
rendimiento se midié como el numero de esporas viables (por el
método de conteo en placa de agar). Se encontrdéd gque el medio
compuesto por harina de soya, melaza y bifosfato de potasio fue un
medio adecuado para el <crecimiento de B. thuringiensis ya que

produjo un rendimiento de 4.3 x 10' esporas/ml. El complejo espora-
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cristal fue separado por un proceso de centrifugacidén y floculacién
obteniendo una recuperacidn total por ambos métodos. En las curvas
de crecimiento hechas a diferentes temperaturas se encontré que las
temperaturas de 30-35'C fueron las mas adecuadas para el
crecimiento de la bacteria. El fendmeno de pasteurizacién no alterd
significativamente la viabilidad de las esporas (77.8 %). Las
pruebas de toxicidad realizadas sobre las especies plaga Ephestia
cautella y Sitotroga cerealella, demostraron que el bioinsecticida
tiene capacidad virulenta para destruir a dichas plagas de grancs
en almacenamiento,

Se concluye que el medio seleccionado produjo un alto rendimiento
de esporas viables, y que su produccioén puede ser factible a una

escala mayor para su uso en la agricultura.



INTRODUCCION.,
1.~ Antecedentes histdricos.

Uno de 1los problemas mds importantes al gue se enfrentan
actualmente las naciones del munde, es la produccién de granos y
otros alimentos. Para solucionar este problema, el hombre ha
desarrollado afanosamente varias estrategias; por ejemplo, ha
modernizado las técnicas de cultivo y ha trabajado en la produccién
de semillas mejoradas. Sin embargo, estos esfuerzos se han visto
anulados por la existencia en el medio ambiente de varias especies
de insectos poderosamente nocivos, gue actdan como pardsitos o como
plagas atacando constantemente no solo a los campos de cultivo,
sino también a los depdsitos de granos almacenados.

En la actualidad se usan un gran numero de plaguicidas ademds de
otras medidas para obtener una produccidén agricola elevada en las
cosechas; sin embargo, el abusco y las deficientes técnicas en su
aplicacién, causan probklemas de contaminacidén en los alimentos ,
agua y medio ambiente. Ademds el espectro de accién de estos
plaguicidas es muy amplio, ya que no solo afectan a los insectos
daninos, sino también a los que no 1o son, incluyendo la flora y la
fauna silvestre benéfica de las cosechas (Aranda, 1987). Otro
problema en las poblaciones de insectos, es la resistencia genética
qgue desarrollan a los plaguicidas. Esto hace necesario utilizar el
mismo plaguicida en cantidades cada vez mayores o aplicar nuevos
productos, gquizd mds téxicos.

Los padecimientos por enfermedades infecciosas en poblaciones de

insectos, se conocen desde tiempos remotos, no es aventurado
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afirmar que el registro histdérico de tales enfermedades se inicio
con Aristodteles, quien en su Historia Animalium hizo la
descripcidén de varios padecimientos de la abeja de la miel
(Huffaker y Messenger 1976).

Sin embargo, fue hasta 1835, gue Agostince Bassi inicid la
entomopatologia como ciencia experimental. Durante sus estudios se
percatd de que el hongo Beauveria basslana era el causante de la
infeccidén en el gusano de la seda (Bombix mori); y es en sus
escritos donde se encuentra la primera sugerencia de dque los
microorganismos podrian ser usados para el control de insectos-
plaga (Huffaker y Messenger 1976). No obstante, es hasta hace pocos
anos que los métodos en esta prdctica comenzaron a jjugar un papel
importante. La toma de conciencia sobre el desastroso impacto
gque estdn causando los pesticidas quimicos al ecosistema, es una
de las causas del gran interés que estd cobrando el estudio y la
industrializacién de insecticidas microbianos (Aranda 1987,

Feitelson et al. 1992).

2.- Generalidades de B. thuringiensis.

El uso de bacterias entomopatdgenas, es uno de los métodos
bioldgicos mds atractivos debido a sus grandes posibilidades de
desarrollo y aplicacidédn. Aunque a la fecha, se conocen mds de 100
especies bacterianas que han sido usadas como agentes patdgenos de
insectos, solamente unas pocas se han utilizado comercialmente

como insecticidas. En su mayoria pertenecen al género Bacillus;

Como son B. popilliae y B. lentimorbus, responsables de los tipos
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A y B de la enfermedad lechosa del escarabajo japonés (Popillae
japonica ) y las diversas cepas de B. thuringiensis, que afectan
un gran numero de insectos lepidépteros, hemiptercos, dipteros vy
coledpteros (Escamilla 1979, Feitelson et al. 1992). Para gue un
insecticida bacteriano sea eficaz, debe ser estable durante el
almacenamiento y su dispersidn en el campo de cultivo. Por ello,
se ha puesto especial atencién en las bacterias gque producen
formas latentes o esporas, capases de sobrevivir fuera del huésped
por periodos indefinidos y bajo condiciones ambientales extremas,
como es el caso de B. thuringiensis.

La formacién de esporas en B. thuringiensis, normalmente se
lleva a cabo al final de la fase de crecimiento logaritmica (figura
la), este crecimiento cesa por el agotamiento de nutrientes,
entonces en vez de dividirse, cada célula produce una espora
intracelular llamada endospora, figura 1b (Huffaker y Messenger
1976). Durante este proceso, la bacteria produce una inclusién
proteinica paraesporal, la cual, es el cristal 6 protoxina que
constituye aproximadamente el 30 % del peso seco de la espora y
consiste de varias proteinas de 130-160 kDa (Barton et al. 1987,
Whiteley y Schnepf 1986).

Una vez que finaliza la formacién del complejo espora-cristal,
la célula madre se lisa para liberar una mezcla de esporas y
cristales que juntos constituyen el insecticida microbiano (Pao-

intara et al. 1988).
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Figura 1. Micrografia electrénica de la célula bacteriana de
Bacillus thuringiensis var. Llhuringyicnsis, a) en la fase
logaritmica y b) en la fase esporulativa, donde se puede apreciar

el complejo espora-cristal. La barra es igual a 1.0 pum.




3.~ TOXINAS PRODUCIDAS POR Bacillus thuringiensis.

B. thuringiensis, produce cuatro tipos de toxinas: la
a-exotoxina, la f7-exotoxina, la B-exotoxina y la §-endotoxina
(Himeno 1987, Whiteley y Schnepf 1986).

La a-exotoxina, es una lecitinasa o fosfolipasa C, labil al
calor: la r-exotoxina, se piensa que podria ser una lecitinasa,
quitinasa & proteasa (Himeno 1987, Whiteley y Schnepf 1986); la
B-exotoxina, es un derivado de un nucledétido de adenina, compuesta
por una molécula de adenosina, una glucosa y un dcido aldrico,

( figura 2) , dicha composicidn la hace estable al calor
(Mahillon et al. 1989, Sourtty et al. 1987). Esta toxina, inhibe
las etapas terminales de la biosintesis del RNA. Su actividad, al
igual que las otras toxinas, se ha registrado principalmente en
las etapas tempranas del desarrollo larvario de 1lepiddpteros,
dipteros, coledpteros, himendpteros, isépteros y ortdpteros
(Herbert y Harper 1987, Hoy y Ouyang 1987); y la he endotoxina, es
un cristal de naturaleza glicoproteinica (Aronson et al. 1986);
es la proteina gque mas atencidn ha recibido en 1los ultimos anos
debido a sus grandes posibilidades de industrializacién (Feitelson

et. al. 1992).
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Figura 2. Estructura de la B-toxina de Bacillus thuringiensis. Esta
compuesta por una molecula de adenosina, una glucosa y un acido

aldrico.

4 .- PROCESQO INFECCIOSO.

Las especies de insectos susceptibles a las diferentes variedades
de B.thuringiensis lo son so¢lo durante los estadios tempranos de
la fase larvaria, sliendo la via oral el camino habitual para la

infeccién, y el complejo espora-cristal el agente infeccioso

(Escamilla 1979, Hoy y Ouyang 1987).
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El proceso infeccioso es relativamente simple; después de que el
complejo es ingerido por las larvas, la toxina causa severos danos
a las celulas de la pared intestinal, dque dan lugar a que los
contenidos del tubo digestivo y el hemocele se mezclen, haciendo
que el pH del jugo géstrico disminuya. Con ello se dan las
condiciones o6ptimas para que las esporas germinen y formen las
células vegetativas primarias, gque invaden el debilitado cuerpo del
hospedero. Estas células se multiplican vigorosamente hasta causar
al huésped una septicemia que termina matdndolo. En la mitad del
proceso, la bacteria comienza a esporular y al morir la larva, se
encuentra empacada con millones de esporas capases de continuar la

propagacién de la enfermedad.

5.- ESPECIFICIDAD DE LAS §6-ENDOTOXINAS.

De acuerdo con la propiedad antigeno flagelar {antigeno-H),
contiene 28 variedades agrupadas en 19 serotipos distintos (Himeno
1987, Bay y Degheele 1988), (tabla 1I). Cadg variedad se
caracteriza por ser especifica de determinadas especies de
insectos; sin embargo, con base en el tipo de §é-endotoxina
producida se han clasificado en 4 grupos, (tabla II) : 1)
especificas de lepiddépteros, 2) especificas de lepiddpteros vy
dipteros, especificas de coledpteros y, 4) especificas de dipteros
(Nakamura et al. 1990, Feitelson et al. 1992) . La tabla III
proporciona informacidn referente a los insectos plaga del grupo de

los lepiddpteros sensibles al bioinsecticida, asi como los nombres

comunes de dichos insectos-plaga. Esta tabla es importante debido



a que el agricultor conoce dichas plagas mas [recuentemente por los

nombres comunes.

Tabla I. Serotipos y variedades de Bacllilus thuringiensis.

Agrupacidén de 28 variedades en 19 serotipos.

SEROTIPOS CEPAS
i thuringiensis
2 finitimus
3a alesti
Ja, 3b kurstaki
da, 4b sotto
4a, 4b kenyae
5a, 5b galleriare
5a, bc canadensis
6 subtoxicus
6 entomocidus
7 aizawai
8a, 8b morrisoni
8a, 8c ostriniae
8b, 8d nigeriae
9 tolworthi
i0 darmstadiensis
l1la, 11b toummanoffi
11la, 1llc kyushuensis
12 thompsoni
13 pakistani
14 . Israelensis
15 indianae
16 tohokuensis
17 kumamotoensis
18 tochigiensis
19 yunnanensis
{wuhanensis)

Frecuentemente se ha dicho, que la especificidad es el resultado
de lag diferencias cuantitativas, en la producciodn de las
§—-endotoxinas entre las distintas variedades. No obstante, en

ciertos casos se asocia con la composiciéon proteinica del cristal

nativo. Como es el caso de los cristales gue contienen proteinas
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con actividad dual (téxicas para lepiddpteros y dipteros), 6 el
de la variedad israelensis, c¢on proteinas de diversa
especificidad téxica (Chungjatupornchai et al. 1988, Nakamura et
al. 1990, Delecluse et al. 1991} . Por otra parte, se sugliere, Jue
esta especificidad se debe a la composicién biogquimica del
intestino medio larvario de los insectos. En particular, al papel
gue desempefian el pH y 1las proteasas sobre el desdoblamiento y
solubilizacién de las é§-endotoxinas (Halder y Ellar 1987). Haider
y Ellar en 1988, demostraron que la especificidad no solamente se
debia a una proteolisis diferencial de la proteina; sino también
a la presencia de receptores especificos en las células
epiteliales del intestino de los insectos. Ensayos realizados con
vesiculas del epitelio intestinal de 1la larva Pieris brassicae y
toxinas marcadas radiactivamente, apoyan una vez mas la existencia
de receptores que se unen con cinética de saturacién y alta
afinidad, a determinadas é-endotoxinas (Hofmann et al. 1988a, Van-

rie et al. 1989, Delecluse et al. 199%1).



Tabla II.

Agrupacion

de las

diferentes

variedades

thuringiensis con base en el tipo de é§-endotoxina producida.

12

de B.

GRUPOS 1 2 3 4
kurstaki tenebrionis |israelensis
VARIEDADES mayoria kenya san diego kyushuensis
tolworthi |EG2158 morrisoni
aizawal sotto
FORMA bipiramidal cuboidea romboidea variada
SUBUNIDADES 1l a3 1 1 4
PM (Kda) 50 a 160 130 y 65 64 27 a 140
ESPECTRO lepidépteros|lepiddpteros|coleopteros dipteros
TOXICO y dipteros




sensibles a la proteina cristal de
al grupo 1.

Tabla III. Insectos-plaga
variedades de B. thuringiensis que pertenecen

INSECTOS LAEPIDOPTEROS

NOMBRE CIENTIFICO

NOMBRE COMUN

Alabama arguillacea
Anticarsia gemmatalis
Colias eurytheme
Diatraea sacchralis

Estigmene acraea
Harrisina americana
Heliotis zea

Heliotis virescens
Manduca sexta

Manduca quinquemaculata

Gusano Medidor
Gusano Terciopelo
Gusanco de la Alfalfa
Gusano Barrenador del
Tallo

Gusano Peludo
Descarnador de la Vid
Gusano Bellotero
Gusano tabaquero
Gusano del Cuerno
Gusano del cuerno

Gusano Perro del
Naranjo

Gusano Trozador
Mariposita Blanca
Mariposita Blanca
Palomilla Dorso de
Diamante

Palomilla borso de
Diamante

Gusano Trozador
Gusano Soldado
Gusano Terciopelo/
G. Falso Medidor
Gusanc Soldado
Gusano Cogollero
Gusano Falso medidor

Papilic cresphontes

Peridoma saucia
Pieris brassicae
Pieris rapae
Plutella xylostella

Plutella maculipensis

Prodenia spp
Pseudaletia unipuncta
Psedoplusia includens

Spodoptera exigua
Spodoptera frugiperda
Trichoplusia ni

6. MECANISMO DE ACCION DE LAS S§-ENDOTOXINAS,.
El mecanismo de accidn de las é$-endotoxinas ha sido, por mucho
Inicialmente,

tiempo, objeto de controversia. se sugeria gque se

comportaban de manera similar a la valinomicina, debido a que
causaba un incremento en la concentracién de KXK' y del pH en la

hemolinfa y una reduccidén en el pH de Jjugo gastrico del intestino

13

las
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medio del insecto (Himeno 1987). También se pensd que actuaban
como desacoplantes de la fosforilacidén oxidativa, apoyados en la
observacioén de que la captacién de oxigenc y la produccion de ATP
en la mitocondria eran inhibidas por las é-endotoxinas (Himeno
1987). Sin embargo, todo parece indicar gue la toxina no causa
ninguno de los efectos antes mencionados; mds bien, ésta actda a
nivel de la membrana plasmatica de las células epiteliales del
intestino medio larvario, ocasionandole serios danos. Ensayos
histopatdélogicos realizados en larvas después del tratamiento con
toxinas, muestran que éstas se adhieren a las microvellosidades
del intestino del insecto (Reisner et al. 1989). Se presume, que
para que la toxina ejecute su accidn, debe interactuar con un
receptor especifico de 1la membrana (Hofmann 1986a,bj). Al
respecto, se encontré que el receptor es sensible al
tratamiento con proteasas ¢ glicosidasas, sugiriendo que es una
glicoproteina (Haider y Ellan 1988, Knowles et al. 1984). Todavia
no existe un acuerdo, en cuanto a los eventqs que ocurren
inmediatamente después de gue la toxina se une al receptor. Se
piensa, que cuando la toxina se une con el receptor, se inserta la
porcién amino-terminal de la proteina toxica en la bicapa lipidica
de las membranas para formar un poro transmembranal (Wolfersberger
1989a). Knowles B. H. y D.J. Ellar (1987), propusieron que la
formacidén de poros en la membrana, rompen el equilibrio osmético

coloidal de la célula, es decir, se pierde el control de la
permeabilidad membranal: se equilibran la concentraciones de iones

y de pequenfas moléculas através de la membrana, en seguida se
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lleva a cabo un influjo osmético de agua y como consecuencia, la
célula se hincha y sufre lisis. Para proponer ésta hipotesis, se
basaron en las siguientes observaciones: las moléculas pequenas se
escapan antes que las dJrandes, los protectores osméticos
(carbohidratos) retardan o inhiben la c¢itdlisis, el hinchamiento
precede a la lisis y finalmente, el poro inducido por la toxina
(de un didmetro de aproximadamente 0,5-1.0 nm) pernite el
equilibrio de iones, pero no el escape de macromoléculas
citoplasmdticas (proteinas y dcidos nucleicos).

Las evidencias bioguimicas, indican que éste mecanismo parece
ser general, ya que se ha observado que diferentes toxinas de B.
thuringiensis actian por el mismo mecanismo de accién (Sacchi et
al. 1986, Crawford vy Harvey 1988, Knowles et al. 1989,
Wolfersberger 1989D).

Maddrell et al., (1988) llevé a cabo estudios cinéticos con la
toxina de 27 Kda de B. thuringiensis variedad israelensis, en los
tibulos de Malpigi del insecto Rhodinius prolixus, sus resultados
demostraron gque durante las primeras etapas de interaccidn, las
moléculas se unen progresiva e irreversiblemente a las membranas.
gsto conduce a la formacién de complejos ¢ agregados en un sélo
sitio, de tal forma gque ésta aglomeracién logra desestabilizar a
los lipidos de la membrana para insertarse y formar un poro, el
cual causa la pérdida de la integridad membranal( Pearson y Ward

1987, Maddrell et al. 1988, Maddrell et al., 1989).

Finalmente, por medio de estudios ultraestructurales, se ha

observado gque 1 hora después del tratamiente, las c¢élulas
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epiteliales se expanden hacia el 1lumen del intestino y se
vacuolizan. Los nucleos se colocan en posicion apical, y las
mitocondrias y el reticulo endopldsmico rugoso se hinchan al igual
gque la célula. Finalmente la ceélula se desprende de la membrana
basal y se lisa liberando su contenido citopldsmico en el lumen
del tubo digestivo (Pearson y Ward 1987, Relisner et al. 1989).

Con base en la informacion referida anteriormente, el mecanlsmo
de accién de las diferentes é-endotoxinas comprende las siguientes
etapas (figura 3 ): a) la toxina activa se Une a un receptor
especifico de membrana plasmatica, eventoe gque se considera
indispensable para que la toxina produzca el dano; b) En esta etapa
la toxina inserta su porcién amino-terminal para formar un poro o
canal, el cual es responsable del rompimientc de las barreras de
permeabilidad, como consecuencia se equilibran las concentraciones
de iones; c) las células epiteliales se expanden hacia el lumen
del intestino, y se desprenden de la membrana basal, d) Las células

se rompen liberando su contenido hacia el tubo digestivo.
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Figura 3. Mecanismo de accidén de la §-endotoxina sobre los insectos

plaga susceptibles a la toxina. Para

referirse al texto.
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7.~ DANOS OCASIONADOS POR INSECTOS-PLAGA.

figura

Por el daio que producen los insectos, las plagas se clasifican en

primarias, secundarias y tercilarias. Las primarias son aquellas

capases de romper la cubierta externa del grano y danarlo. Un

ejemplo tipico es la palomilla de la fruta seca, Ephestia cautella.

Las secundarias son las especies de insectos que se desarrollan una
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vez (ue el grano ha sido danado por las plagas primarias. Un
ejemplo es Tribolium casteneum. Las terciarias, son las plagas que
se desarrollan una vez que el grano ha sido danado por 1las
primarias y las secundarias. Generalmente se alimentan de
impurezas o de residuos dejados por otros insectos (granos
quebrados y perforados). El ejemplo lo constituyen las especies del
género de Criptolestes {(Ramirez, 1981).

Los insectos danan a los granos en forma directa o indirecta. La
forma directa consiste en la destruccién del grano por el insecto
con fines alimenticios, por oviposicién y por el depdésito de
excrementos. La forma indirecta se caracteriza por el
calentamiento del grano originado por el metabolismc de 1los
insectos, debido a lo cual, las condiciones del medio se tornan
propicias para el desarrollo de bacterias. Estas generan malos
olores en los dgranos convirtiéndolos en inaceptables para el
consumo alimenticio o industrial (Ramirez, 1981).

Se sabe gue el origen de las pérdidas cuantiosas de los granos
almacenados, se debe principalmente a insectos-plaga pertenecientes
a los ordenes Coleoptera vy Lepidoptera. Dentro del orden
Lepidoptera, se encuentran varias especies de palomillas como por
ejemplo, Ephestia cautella y Sitotroga cerealella, ambas son

piagas de cereales y harinas almacenadas (Cotton, 1963).

2.- CARACTERIZACION DE Ephestia cautella.

Se conoce cominmente como palomilla tropical de los almacenes o
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palomilla de la fruta seca y su clasificacion taxondmica es la

siguiente:
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Familia: Pyralidae
Género: Ephestia
Especie: cautella

La palomilla adulta es de color gris pdlido y mide de 0.6 a 1.25
cm de largo. Cuando el insecto estd en reposo, la cabeza y la cola
estdn ligeramente elevadas. Las alas se encuentran marcadas con dos
lineas negras en zig zag. Las alas anteriores son angostas,
especialmente en la base; las posteriores son de cclor café claro
con un tinte amarillento y presentan escamas grandes Yy druesas
facilmente desprendibles.

Esta especie es una plaga primaria, deposita sus huevos en
acumulaciones de harina o sobre los granos y dependiendo de la
temperatura, estos incuban de 3 a 6 dias. Las larvas al emerger,
empiezan inmediatamente a tejer hilos de seda y forman lo que se
conoce como el empelmazamiento del grano. Las larvas bien
desarrolladas miden 1.5 cm de longitud, su color es entre blanco
y rosado. Las palomillas adultas que no se alimentan viven, menos
de 14 dias y los huevecillos (300 por hembra), normalmente son
depositados en los siguientes 3 0 4 dias después de haber emergido

del capullo. La larva se desplaza libremente entre el producto

almacenado y lo contamina con su seda y sus deyecciones. También
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perfora el grano y lo destruye, alimentandose del interior hasta
gue alcanza su madurez. En condiciones optimas, los huevecillos
eclosionan en tres dias y el desarrollo de la fase de huevo a la
del adulto tarda 25 dias aproximadamente.

Condiciones optimas de temperatura y humedad relativa para el

desarrollo de Ephestia cautella (Hinton vy col., 1972}):

Humedad relativa

oo

Temperatura (°C)

Mdxima 38 100
Minima 15 45

Optima 28 70

9.- CARACTERIZACION DE Sitotroga cerealella.
Se le conoce cominmente como palomilla de los cereales o

palomilla dorada de los cereales, su ubicacidén taxondmica es la

siguiente:
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera

Tamilia: Gelechiidae
Género: Sitotroga
Especie: cerealella
Son palomillas pequenas, su color es pardo y amarillento pdlido.

Las alas anteriores poseen dos pequenos puntos negros, las

posteriores poseen una orla de sedas largas y un apice puntiagudo.
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Presenta palpos labiales curvos.

Esta especie ataca granos de maiz, arroz, sorgo, cebada y trigo.
Se considera como plaga primaria de productos almacenados, en los
cuales abunda en las capas superficiales. La hembra deposita los
huevos en la superficie de los granos y cuando las larvas nacen,
taladran el grano y penetran en él. Ahi permanecen hasta que
terminan su crecimiento, luego se forman las pupas. En la etapa
adulta, estas abandonan el grano dejando un capullo caracteristico.
Las larvas se alimentan tunicamente de productos almacenados, ya gue
los adultos tienen vida corta. El periodo de desarrollo de la fase
de huevo a la de adulto es de 30 dias a 30 "C aproximadamente.
Las condiciones 6ptimas de temperatura y humedad relativa para su

desarrollo de acuerde a Hinton y col. (1972) son:

humedad relativa

e

Temperatura ( "C)

Maxima 35 BO
Minima 16 25

Optima 32 75



II OBJETIVOS.

Con base en los antecedentes anteriores y en virtud de gue se han

realizado muy pocos estudios dirigidos a la obtencidén de un buen

rendimiento 6ptimo del bioinsecticida, este proyecto tuvo como

objetivos fundamentales los siguientes:

1l.- Establecer un medio de cultivo para Bacillus thuringiensis,
gue permita su rdpido crecimiento y abundante esporulacidn.
La elaboracion del medio comprendio la seleccidén de fuentes de
carbono y nitrdgeno de bajo costo y facil obtencion.

2.~ Determinar el rendimiento de esporas viables.

3.- Demostrar que el bioisecticida producido por Bacillus
thuringiensis es realmente téxico contra los insectos-plaga,
para lo cual se realizaron pruebas de toxicidad sobre las dos

especies-plaga: Ephestia cautella y Sitotroga cerealella.
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I1ITI. MATERIALES Y METODOS.
1.- Material bioldgico.

Cepas de B. thuringiensis

a) variedad thuringiensis
b) variedad tolworthi

c) variedad darmastadiensis
da) variedad kustaki

Las variedades a, b y ¢ fueron donadas por los Doctores Holmberg,
A. y Carlber, G. del Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Helsinki, Finlandia. La variedad d, se aisldé a
partir de una formulacion comercial llamada DIPEL (Abbott

Laboratories North Chicago).
Las harinas integrales, grenetina y melaza, se compraron en

mercados comerciales de la ciudad.

2.- Reactivos quimicos.

Las sales minerales que fueron usadas para los medios de cultivo

se optuvieron de MERCK México, S.A. El antiespumante de silicon de

A. Sigma Chemical Ltd.

3.~ PRODUCCION A ESCALA DE LABORATORIO DE B. thuringiensis.

La literatura reporta diversos medios de cultivo, de diferente

composicion para el crecimiento y esporulacioén de B. thuringiensis,

en su mayoria elabhorados con materias primas relativamente costosas.
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Dado que uno de los objetivos es establecer condiciones de cultivo
aplicables y rentables a nivel industrial, se decidio establecer y
definir un medioc de cultivo en cuya composicion se utilizaran
materias primas baratas y producidas en nuestro pais. Ademdas, para
incrementar el rendimiento del complejo espora-cristal, fue
necesario optimizar el proceso fermentativo de la bacteria. Esto
se logrd mediante la manipulaciodn de diferentes fuentes de
carbono y nitroégeno, y con el control de la temperatura, el pH y la

composicidn salina.

4.—- SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO.

En la seleccidén de un medio de cultive se trabajé con Bacillus
thuringiensis variedad thuringiensis. El crecimiento de la
bacteria y la produccién del complejo espora-cristal, se estudiaron
manteniendo constantes todas las ceondiciones apropiadas de
fermentacioén, cambiando unicamente la variable de interés,

LOos primeros experimentos se realizaron en matraces con capacidad
para 2000 ml. Las materias primas gque se utilizaron como fuentes de
carbono y nitrégeno en cada cultivo, ademds de las combinaciones,
enlistadas en la tabla IV. Cada matraz se prepardé con 300 ml de
mz2dio y se esterilizaron en una autoclave a 120 libras de presioén
durante 20 min . Después de la esterilizacidn, se inocularon a
partir de medio sélido y se incubaron a una temperatura de 30 °C,
a 250 r.p.m., durante 48 horas. Al final de éste periodo, se
realizaron observaciones al microscopic para controlar la pureza

del cultive, asi como, para seleccicnar el cultiveo de mavor



rendimiento, en cuanto a ceélulias bactertanas y osporas.

Tabla IV. Materias primas y sus combinaciones utilizadas en cada

cultivo como fuentes de nitrogeno vy carbono.

nitroégeno carbono
Harina de arroz + Melaza
Harina integral de trigo + Melaza
Harina integral de centeno + Melaza
Harina de cebada + Melaza
Harina de soya + Melaza

La proporcion de las harinas fue de 5g/1 y de melaza 5g/1.

Para mejorar el rendimiento, se manejaron algunos parametros
fisicos como el pH v la temperatura. En este caso, la bacteria se
cultivo en el medio de cultivo seleccionado por los experimentos
descritos anteriormente ( composicién: harina de soya y melaza),
pero en lugar de utilizar matraces de 2000 ml se usoé un fermentador
2con capacidad para 1 litro (Applikon). Para determinar el efecto
del pH sobre el crecimiento de la bacteria, se ajustaron los
medios de cultive a un pH inicial de 7.2, a partir del cual, se
realizaron mediciones de pH cada hora.

El efecto de la temperatura sobre el crecimiento de la bacteria,
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se estudio midiendo el crecimiento de B. thuringiensis en el medio
de cultivo correspondiente a la combinacion: harina de soya vy
melaza, a las temperaturas siguientes 30, 35, 40 y 45°C, Los

cultivos se desarrollaron en un fermentador con capacidad para 1

litro (Applikon) con agitacion a 250 r.p.m y a un pH = 7.2

Una vez definido el medio de cultivo 6ptimo para el crecimiento
y esporulacion de B. thuringiensis, se 1inicio la etapa de
produccidn, recuperacidén y procesamiento del complejo espora-

cristal.

5.- PREPARACION DEL INOCULO.

Apartir de un vial con agar nutritivo y con la ayuda de una asa de
siembra calibrada, se tomd una muestra de B. thuringiensis para
transferirla a un matraz de 250 ml, con 50 ml de medio. El matraz
con la muestra, se incubd en un cuarto a una temperatura constante
30°C y con una agitacién de 250 r.p.m. durante 4 horas. De este
matraz, se tomaron 5 ml del cultivo y se transfirieron a otro de
2000 ml con 500 ml de medio de cultivo, el cual se sometid a las
mismas condiciones de cultivo que el matraz descrito anteriormente.
bespués de las 4 horas de incubacién, todo el contenido de éste
wnatraz se vacidé en un fermentador con capacidad mdxima para 25
litros, disenado y construido por el Centro de instrumentos de la
UNAM. El crecimiento de cada cultivo se siguid durante 48 h que
corresponde al término de la fase de esporulacidn y liberacidén de

la toxina. Con el fin de observar el crecimiento, los cambios de pH
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Yy una posible contaminacidén, se tomaron muestras cada hora y se les
determinéd la densidad optica en un espectrofotdmetro (Beckman) a
540 nm. El pH se registro con un electrodo {(Thermolyne modelo 610)
Yy la contaminacion, se controlo realizando observaciones periodicas
al microscopio de contraste de fases. Los cambios de pH se
controlaron por la adicidon de acido clorhidrico o hidrdxido de
sodio al medio de cultivo. La formacién de espuma se controld
exitosamente con la adicidén de antiespumante (Antifoam A. Sigma

Chemical Co.).

6.—- RECUPERACION DEL COMPLEJO ESPORA-CRISTAL.

Debido a que las esporas y cristales se encuentran en suspension
al final del proceso, es necesario realizar un proceso de
recuperacioén y secado. Para la recuperacidn se ensayaron dos
métodos: uno, fue la centrifugacidén de flujo continuo; el otro, por
aglutinacién a pH 4.5. El primero, consiste en recuperar el
cultivo mediante centrifugacidén a 7500 r.p.m. Al término de éste
proceso, el sobrenadante se descarta y el precipitado se suspende
en un amortiguador de fosfatos para lavarse, y ser sometido a otra
centrifugacion de 7500 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C empleando
mia centrifuga Sorvall RC-28B, rotor GSA. Este lavado se realizo dos
veces. Para 1levar a cabo el sequnde método, se colecta el
material al final del proceso fermentativo, y se ajusta el pH hasta
4.5. Con ello se consigue gue las cargas negativas de los grupos

carboxilos de la superficie celular se neutralicen, disminuyendo la

estabilidad de la suspensiodon celular y permitiendo la floculacidn
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de las células. Después se forma un precipitado, gue es sometido a
lavados y recuperacion.

Una vez obtenido el precipitado por cualquiera de los dos
métodos, se deshidrata directamente en una liocfilizadora {LABCONCO
Modelo 4451). Posteriormente |, se muele en un mortero hasta
obtener un polvo color café-crema, al cual se le determina su peso
seco y se guarda en un frasco color ambar para posteriormente

realizar las pruebas de toxicidad.

7.—- DETERMINACION DE COLONIAS POR CONTEO EN PLACA.

El rendimiento real de cada cultivo se determino por contec de
colonias viables en Cajas de Petri con agar nutritivo. Para ésta
prdactica se prepard un tubo de ensaye de 16 x 15 con 0.6 g del
polvo de esporas y cristales (insecticida) y se incubd en bano
maria a una temperatura de 80 "C durante 10 min. Apartir de éste
tubo se realizaron diluciones en agua estéril desde 1 X 10’
hasta 1 x 10'" . De los tubos gque contenian diluciones de 1 x 10° -

1 x 10* , se tomaron 0.1 ml y se vacliaron en Cajas de petri con
agar nutritivo, el contenido se dispersd con una varilla curva y se
incubaron a 30°C en una incubadora durante 24 h, Al final de éste

periodo se contd el numero de colonias viables.

8.~ ESTABLECIMIENTO DEL INSECTARIO.
Para experimentar en el laboratorio la virulencia del insecticida
bacteriano, fue necesario localizar algunas de las plagas de mayor

importancia econémica reconocida en nuestro pais. De todas ellas,
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seleccionamos a las de granos en almacenamioento, no solo por su
importancia econdmica sino porque el almacén de granos representa
un ambiente relativamente controlado en cuanto a temperatura,
humedad y préacticamente libre de interferencias ambientales no
controladas, ya que desde el punto de vista experimental, eéesta
condicién es altamente deseable en las fases iniciales de
experimentacidn. Las plagas elegidas fueron Ephestia cautella y
Sitotroga cerealella colectadas en las bodegas de la ANDSA. Estas
dos especies de palomillas no so6lo causan pérdidas econdmicas en
México sino también a nivel mundial. Cuando se hizo la colecta de
estas plagas, fueron proporcionadas en frascos de vidrio los cuales
solo contenian maiz.
bDurante nuestra fase experimental se les modificd este alimento por
una dieta elaborada a base de una mezcla de salvado, glicerina y
extracto de levadura en una proporcion 10:3:1 (Rivera, 0. J. L.
1986 y Ontiveros, F. I, G., 1988). El alimento se prepardé de la
siguiente manera: el salvado se mezcld con el extracto de levadura
en un recipiente con la ayuda de una espatula, después se agrego
poco a poco y sin dejar de mezclar la glicerina hasta homogenizar
completamente la mezcla. Fl1 homogenizado se colocd en un matraz
Erlenmeyer de 2000 ml y se esterilizd a 120 “C durante 15 min.

Los frascos para el cultivo de las palomillas fueron de 2.5
litros y se 1llenaron a la mitad con la dieta preparada. Estos
frascos se inocularon con un promedio de 100 larvas. Las tapas de
los frascos estaban perforados para permitir el paso del aire,

forradas con papel estrasa por la parte interna para evitar la fuga
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de las pequenas larvas y permitir el intercamblio gaseocso. [os
frascos de cultivo se instalaron en un cuarto con temperatura de 30
C  y humedad relativa de 65-70 %, condiciones apropiadas para el
desarrolle favorable de 1las larvas (Junko, et al. 1981).

9.- FORMULACIONES BACTERTIANAS.

Una vez obtenido el complejo espora-cristal en forma de polvo, se
prepararon las formulaciones bacterianas para realizar las pruebas
de toxicidad. Las cantidades usadas de cada componente se nuestran

a continuacion:

COMPLEJO ESPORA-CRISTAL HARINA DE MATZ CONCENTRACION*

0.0 mg 200 mg 0.0 %
0.2 mg 199.8 mg 0.1 %
1 ng 199 mg 0.5 %
2 ng 198 mg 1.0 %
10 mg 190 ng 5.0 %
20 mg 180 mg 10 %

El complejo espora-cristal y la harina de maiz esteértl se agitaron
en un vortex hasta obtener una mezcla homogénea. Cabe mencionar
que la harina de maiz se uso como acarreador. Las concentraciones
se refieren a la cantidad total del bioinsecticida.

10.—- PRUEBAS DE TOXICIDAD.

Estas pruebas se realizaron en frascos de 250 ml de boca ancha,

con las tapas perforadas y forradas por dentro. En estos frascos se

colocaron 20 g de maiz vy 200 mg de formulacidn, Todo el
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contenido de 1los frascos se mezcld hasta que el grano quedara
completamente cubierto por el polvo. Con la ayuda de unas agujas de
diseccion y pinceles, se transtirteron 20 larvas de los primeros
estadios, para su seleccion se uso un microscoplo estereoscopico.
Dicha seleccidén se basé en los resultados reportados previamente
por Rivera, O, J. L. 1986, los cuales mencionan gue las larvas
jovenes son las mas susceptibles al bioinsectictida. Cada bioensayo
consto de b lotes experimentales, cada uno con una concentracion de
0.1, 0.5, 1.0, 5.0 y 10 8 de la formulacidén y 2 lotes testigo con
0 %. Estc se realizd para cada una de las cepas bacterianas y con
larvas de las dos especies-plaga.

El conteo de larvas muertas se realizd diariamente con la ayuda
de una lupa. De los resultados obhtenidos se calculd el porcentaje
de larvas muertas el cual se transliormo en unidades probits con la
ayuda de una tabla matemdtica y se graficaron contra el logaritmo
de la dosis para calcular la dosis letal 50 (DL50). La dosis
letal media 6 50, se refiere a ia cantidad necesaria de cristales
© cristales y esporas, para matar soélo al 50 %3 de la poblacién
larvaria. Una unidad probits es un pardmetro estadistico que nos

permite expresar el porcentaje de efecto.



V RESULTADOS.
1.- SELECCION DE UN MEDTO DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DE .
thuringiensis.

Para 1lograr éste proposito, fue necesario crecer a B.
thuringiensis en medios de cultivo elaborados a base de diferentes
fuentes de carbono y nitrdogenc (vease tabla 1V). La seleccidn de
dichas fuentes se hizo principalmente por la facilidad con que se
pueden obtener en el mercado y por su bajo costo. En la tabla V,
se muestran las combinaciones que se realizaron para preparar un
medio de cultivo adecuado, asi como su rendimiento medido como
esporas viables crecidas en placas de agar nutritivo. Los
resultados de dicha tabla muestran que de los medios usados, el que
estaba compuesto por la combinacioén de harina de soya y melaza fue
el gue proporciond la mayor cantidad de colonias viables (1.5 X
10'*). Ademds, la observacion periddica al microscopio reveld un
cultivo libre de impurezas, con células de tamano nermal y cuando
liegaron a 1la fase de esporulacion, lo hicieron en una forma
sincronica c¢on un alto rendimiento. Con respecto a los otros
medios de cultivo (las combinaciones de harina integral de centeno
y melaza, harina de cebada y melaza, centeno y melaza), se
encontré un buen rendimiento, (2.0 x 10°, 1.0 x 10®° y 4.0 x 10°,
respectivamente). Sin embargo, la observaciodn al microscopio reveld
abundantes impurezas (residuos de las harinas) y una fase de

esporulacién asincrénica. La tabla también muestra que los

rendimiento de los medios de cultive con las combinaciones de



harina de arroz y melaza; harina integral de trigo y melaza, no
fueron satisfactorios (9.4 x 10 y 3.0 x 10° } comparades con los
anteriores, vy 1la observacién al microscopio mostrdo células
deformes, impurezas y una esporulacién muy asincronica, esto es,
que al final de las 48 horas de crecimiento se encontraron tanto
esporangios en diferentes estadios de la esporulacion como algunas
esporas libres. Con base en estos resultados, se decidio gque el
medio de cultivo adecuado para el crecimiento correspondia al que
contenia la combinacidén de harina de soya y melaza. Ya gue el
nimero de colonias viables proporcicnado por este cultivo, es
bastante aceptable aun tomando en cuenta gque el tiempo de
fermentacidén estudiade fue de 48 horas. Dicho valor supera a los
reportados en la literatura por otros investigadores, en cuyos
medios de cultivo, utilizaron componentes mas complejos y de un
alto valor econdémico con tiempos de fermentacidn mas prolongados

(Dulmage, 1970).
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Tabla V. Crecimiento de B. thuringiensis en diferentes medios de

cultivo.

Medios de cultivo Esporas/ml
Harina de arroz + Melaza 9.4 x 10"

Harina integral de trigo + Melaza 3.0 x 10°

Harina integral de centeno + Melaza 2.0 x 10°

Harina de cebada + Melaza 1.0 x 10°

Harina de soya + Melaza 1.5 x 10"

2.~ BEFECTO DEL AMORTIGUAMIENTO POR CaCO,, K,HPO, y KH,PO, SOBRE
LA ESPORULACION DE B. thuringiensis.

Todo proceso fermentativo tiene como producto final la produccion
de acidos, los cuales detienen el crecimiento y pueden alterar las
fases subsiguientes del crecimiento bacteriano, como son la
esporulacidn y la fase estacionaria. El medio elegido se transformo
en un medio mds &cido después del crecimientoc bacteriano, lo que
nos hizo suponer gque requeria de un amortiguador. Entonces, con la
intencidn de favorecer el crecimiento del microorganismo en nuestro
estudio vy permitir un pH mds estable que favoreciera la
esporulacion, nos propusimos estudiar el efecto de tres tipos de

sales amortiguadoras : KH,PO, K, HPO, y CaCO,, la cantidad de las
sales usada para cada medio de cultivo, se extrajo de trabajos

previos realizados en nuestro laboratorio por José Luis Rivera O.
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(1986). De acuerdo a los resultados presentados en la tabla VI,
podemos decir gue aungue no existen grandes diferencias en ia
produccion de esporas, con el uso de las tres sales, el medio gue
contenia las combinaciones «de harina de soya, meiaza y K,HPO,,
proporciond el mayor numero de esporas viables que fue de 2.8 x
10'?, Asi mismo, la observacion al microscopio revelo que al término
de las 48 hs todas las bacterias habian esporulado, esto significa

que en el cultivo sélo habia esporas libres. Ademds, la adicion

de esta sal permitié una menor formacidén de espuma.

Tabla VI. Efecto del amortiguamiento por CaCo,, KH,PO,, y K,HPO,

sobre el crecimiento y esporulaciodn de b. thuringiensis.

Medio de cultivo Esporas/ml
Harina de soya + Melaza + CaCo, 9.3 x 107
Harina de soya + Melaza + KH,PO, 2.9 x 107
darina de soya + Melaza + K,HPO4 2.8 x 1o0*

Las concentraciones de cada sal para el cultive fue de 5 g/1



3.— EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO Y ESPORULACION Dt
B. thuringiensis.

Para determinar la temperatura o6ptima para el crecimiento vy
esporulacion de la variedad de B. thuringiensis, se hilcleron curvas
de crecimiento bacterianoc en el medio de cultivo seleccionado
(combinacion: harina de soya y melaza, sal amortiguadora: K,HPO,)
a las temperaturas de 30, 35 y 40 "C, cuyos resultados se muestran
en la figura 4. Estos resultados muestran que con la temperatura de
30 °C se obtuvo el mayor crecimiento (90%) en un periodo de 6 hs;
sin embargo, a pesar de que con la temperatura de 35 ‘C se logro
un crecimiento ligeramente menor (83%), éste fue mas rdpido. Se
observa que en la etapa [inal, la curva de creciniento baja, este
descenso no indica muerte celuiar, sino mds bien se debe a
aglomeraciones gue empiezan a formar las bacterias en el medio de
cultivo convirtiéndolo mas denso.

La figura 4 muestra también, gque la bacteria no crece bien a una
temperatura de 40 “C. Este hecho es importante, si consideramos su
produccioén a dran escala. Los resultados cuantitativos en cuanto
a' rendimiento de cada cultivo se muestran en la tabla VIii. Como
puede verse, el rendimiento de colonias viables obtenidas por el
crecimiento a las temperaturas 30 y 35 “C es semejante, lo cual

indica que la bacteria puede crecer favorablemente entre 30-35% “C.



Figura 4. Efecto de lia temperatura sobre el crecimiento de B.
thuringiensis. La variedad fue crecida a diferentes temperaturas en

el medio seleccionado, el crecimiento se midio como la absorbancia

a 540 nm.
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Takla VII. Efecto de la temperatura sobre la esporulacion de

B. thuringiensis

Temperatura Esporas/ml
30 ‘¢ 7.8 x 10°
35 °C 4.2 ¥ 10°
40 °C -
45 "C -

- La bacteria no se desarrollo.

Los resultados descritos anteriormente indican gue la bacteria
crece Optimamente en un medio compuesto por la combinacion de
harina de soya y melaza con K,HPO, como amortiguador, a
temperaturas entre los 30 y 35°C y bajo las siguientes condiciones:

agitacidén, 250 r.p.m. y a un pH de 7.2.

4.~ ESCALAMIENTO DEL. CRECIMIENTO DE B. thuringiensis EN
FERMENTADOR DE 25 1.

Una vez seleccionado el medio de cultivo y 1las- condiciones
apropiadas para el crecimiento y esporulacién de B. thuringiensis,
el siguiente paso fue ensayar su crecimiento en un fermentador con

capacidad para 25 litros. En esta etapa, se realizaron varias

pruebas manipulando nuevamente los componentes del medio de
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cultivo es decir fuentes de carbono y nitrogeno, pero todas ellas
basadas en la composicion del medio de cultivo seleccionado
originalmente y gue correspondid al mediov inteyrado por harina de
soya y melaza. El rendimiento de cada experimento se reporta en
numero de esporas viables (tabla VIII). Los datos presentados en
esta tabla indican que aunque se sustituyera la harina de soya por
otra fuente mds rica en proteina en este caso por la grenetina, ¢
simplemente, esta ultima se adicionard al medio de cultivo, el
rendimiento no mejora, lo cual demuestra que la harina de soya y la
melaza son fuentes suficientes para el aporte de carbono vy
nitrégenoc. El1 numero de esporas viables obtenidas después de 48
horas de fermentacidn (4.3 x 10'° esporas/ml) produjo un rendimiento
mayor que aquel obtenido por otros investigadores como ( Drake vy
Smythe 1963, Dulmage 1971, Patente Magha 1963, Patente CRC 1978},
Pearson y Ward (1988) (tabla comparativa XI), a pesar de que éstos
son de una composicién mdés compleja en cuanto a proteina vy
carbohidrato. Estos mismos autores reportan gque el medio de cultivo
adecuadc para la produccion del bicinsecticida debe contener una
alta proporcion de proteina y carbohidrato, tal y como 1o muestra
Ja composicion de sus medios reportados en la tabla comparativa, 1lo

cual no coincide ccen huestros resultados.
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Tabla VIII. Rendimiento del complejo espora-cristal de 6.

thuringiensis en un fermentador* de 25 1.

Medio de cultivo Esporas/ml
Harina de soya + melaza 4.3 x 10"
Grenetina + melaza 1.5 x 10"
Harina de soya + grenetina + melaza 2.0 x 10"
* Condiciones de fermentacion: temperatura 30°C,
agitacion 250 r.p.m., aereacion 8 1l/min, tiempo

de fermentaciodn 48 h.

5.~ RECUPERACION DEL COMPLEJGC ESPORA CRISTAL,

La recuperaciodn del compleio espora-cristal mediante la
centrifugacion fue la mds eficiente, porque con ella se recupera la
totalidad del material celular en unos cuantcs minutos. Se obtienen
aproximadamente 6.5 g/litro de peso humedo y 3.30 g/litro en peso
seco de esporas y cristales. Con el proceso de floculacidn,
también se recuperan cantidades semejantes al de la centrifugacion,
s0lo que en mayor tiempo. Por esta razon, si se piensa en la
produccion del complejo en cantidades industriales, el tiempo es un
factor determinante, y por lo mismo , el mas recomendable es el de

centrifugacion.
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6.- TERMO-RESISTENCTA DFE 1.LAS PREPARACTONES DF ESPORAS DE F.
thuringiensis OBTENIDAS EN EL MEDIO.

Las esporas ademds de la proteina tdxica, son un ingrediente
fundamental en la composicion de las preparaciones del
bioinsecticida, porgue eéstas representan el agente infeccioso
invasivo principal para los insectos. Conocer el grado de
resistencia de las esporas al calor es importante, si tomamos en
cuenta qgue cuando las preparaciones de H., thuringiensis son
aplicadas en el campo, se enfrentan a una serie de canblos bruscos
de temperatura gue pueden afectar su estabilidad y su eficacilia como
bicoinsecticida. Fn esta parte del trabajo, se determind la termo-
resistencia de las esporas en términos cuantitativos, los
resultados reportados en la tabla IX muestran que las esporas que
fueron expuestas al calor es decir pasteurizadas son casi
igualmente resistentes a las que no lo fueron, y presentaron
viabilidades de 7.0 x 10" y 9.0 x 10° respectivamente. Estas
cantidades proporcionan una tolerancia de 77.78 %, este wvalor
sugiere gque el insecticida puede aplicarse en el campo sin temor a

su inactivacion ¢ destruccion por condiciones ambientales,



Tabla IX. Termo-resistencia de las esporas de k. thuringiensis.

Esporas viables/ml
Sin pasteurizar 9.0 » 10"
Pasteurizadas 7.0 x 10°

N

Esporas termo-resistentes: 77.78
Las esporas pasteurizadas se expusieron a una temperatura de 85 C

durante 10 minutos.

7.~ CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE B. thuringiensis
las cepas de B. thuringiensis con las cuales se realizaron las

pruebas de toxicidad fueron:

a) variedad thuringiensis

b) wvariedad tolworthi

c) variedad darmastadiensis

d) variedad kustaki

l.as 4 variedades se cultivaron en el medio seleccionado, en un
fermentador con capacidad para 25 litros. La figura 5 muestra los
cambios de crecimiento y de pH obtenidos durante el desarrollo de
los cultivos de cada variedad. En dicha figura se observa, que
aungue las cuatro variedades proliferaron exitosamente en el medio

seleccionado, el mejor crecimiento correspondid a la variedad

thuringiensis. En ningun cultivo el pH descendid de un pH=6, lo
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jal

cual es importante si consideramos su importancia en 1

esporulacion de las hacterias.

Figura 5. Curvas de crecimiento de las cepas de B. thuringiensis.
I.a ordenada derecha indica el pH del medlic y ia ordenada lzquierda
el crecimiento. Los trazos superiores son los camblos de pH,

mientras que los trazos inferiores son las curvas de crecimiento.
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El rendimiento de cada variedad se nuestra en la siguiente
relacion:
BACTERIAS PESO SECO /1%
variedad thuringiensis 3.30
variedad tolworthi 2.13
variedad darmastadiensis 2.55
variedad kustaki 2.50

El peso seco, se refiere al complejo espora-cristal.*

Para conocer el grado de virulencia del complejo, se prepararon
diluciones del complejo al 0.5, 0.1, 1.0, 5.0 y 10 % utilizando
como diluyente harina de wmaiz debido a que los insectos-plaga se
colectaron de granos de malz almacenado. Utra rarson importante por
la gue se escogidé la harina de maiz es porgque ésta es inofensiva
y S1 se quiere proteger a 1los granos alimenticios se tiene
necesariamente ¢gue pensar en un diluyente que no interfiera mas

adelante con el consumo humano ¢ de animales,

8.~ DESARROLLO DE Ephestia cautella Y Sitotroya cerealella EN EL
INSECTARIQ.
Los insectos utilizados para estas pruebas fueron, Ephestia

cautella y Sitotroga cerealella. Las dos especies se consideran

palomillas-plaga de granos en almacenamiento. 3u seleccion se hizo
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en base a la importancia que representan los ¢granos de ios
cultivos agricolas en la alimentacion del hombre y a las perdidas
cuantiosas que sufren la mayoria de los palses del mundo debido a
los danos causados por una gran variedad de insecltos,

La dieta utilizada para el desarrollo de las dos palomillas se
basd en una mezcla de salvado, glicerina y extracto de levadura, en
una proporcion 10:3:1, respectivamente (Rivera, 0. J. 1.. 1986 vy
Ontiveros, F. I. G. 1988). Se suministrd esta dieta porque de
acuerdo a los resultados de Rivera, su elaboracidn es facil, el
numero de componentes son pocos y baratos (excepto la levadura),
pero solo se requiere 1/14 parte del total para esta dieta. Esta
dieta ofrece grandes ventajas pues en ella las larvas y los adultos
se desarrollan en forma constante proporcionando cantidades
bastante aceptables y lo mas importante, es que las larvas pueden
recuperarse fdacilmente, lo cual es ventajoso porgue de acuerdo a
los trabajos realizados en el laboratorio por Rivera y Ontiveros
(1986 y 1988), los estadios larvarios tempranos de los insectos son
m&s susceptibles de atacar.

Dentro del insectario, el desarrollo de estas dos especies=-plaga

fue como sigue:

duevo de 3 - 6 dias
Larva : de 21 - 35 dias
Pupa : de 6 - 19 dias

Adulto: de 6 - 12 dias
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Su desarrollo se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones:

Minima Mdx i ma Optima
Temperatura en “C 15 38 28
% de humedad relativa 48 g0 70
9.- PRUEBAS DE TOXICIDAD DE LAS DIFERENTES CEPAS DE

B.thuringiensis SOBRE Ephestia cautella.

La toxicidad del complejo espora-cristal se determindé calculando
el porcentaje de larvas muertas, la cual se transtormo en unidades
probits y se graficaron contra el logaritmo de la dosis para
calcular la dosis letal 50 (DL50). La dosis letal 50, se refiere a
la cantidad necesaria de cristales o cristales y esporas para matar
al 50% de la poblacidn larvaria. Mientras gque una unidad probits es
un pardmetro estadistico que nos permite expresar el porciento de
efecto. La figura 6. Describe el comportamiento de las variedades
de B. thuringiensis con respecto a la toxicidad. Se obhservo que
todas las variedades fueron virulentas en mayor o menor grado
contra la plaga de Ephestia caulella siendo las variedades
thuringiensis, Lolworthi, darmastadiensis las menos virulentas y la
variedad kustaki la mas potente. Estos resultados se corroboran con
las dosis letales 50 tabuladas en la tabla X. Se encontrd que la
variedad tolworthi fue menos poltente que las demas cepas va que a
los 7 dias se obtuvo una DL 50 de 0.260 %, (tabla X); mientras gque

la variedad thuringiensis tuvo una DL 50 de 0.217 %. Con respecto

a las variedades darmastadiesis y kustaki se encontro que fueron
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mas potentes que las anteriores, ya que las dosis tetales 50
fueron de 0.360 y 0.360 %, respectivamente y los tiempos en los
cuales se alcanzod el 50 % de las muertes de las larvas fueron de 5
y 3 dias respectivamente {(tabla X , figura 6 3. En la figura se
muestran las curvas de tolworthi, thuringiensis, darmastadiensis y

kustaki, la potencia de la toxicidad observada fue kustaki >

darmastadiensis > thuringiensis > tolworthi.

Figura 6. Curvas utilizadas para determinar la dosis letal 50 de
las diferentes cepas de B. thuringiensis sobre la especle Ephestia

cautella,.
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Tabla X. Dosis letal %0 de las diierentes cepas de b, thuringiensis
sobre las especies plaga de Ephestia caulella y Silotroga
cerealella. Los paréntesis indican los dias a los que se obtuvieron

las dosis letales 50.

VARIEDAD - Hb27 HD12H HD199 HDI1
ESPECIE] thuringien | tolworthi darmastad kurstaki
sis lensis
E. cautella DL50= DIL.50— DL50= DL50=
0.217% (7)) | 0.260% G.36% (5) 0.355% (3)
(7}
5. cerealella | DL50= DL%0 = DL.50= DI1.50=
0.140% (6) | 0.082% 0.29% () 0.857% {13)
(4)
10.~ PRUEBAS DE TOXICIDAD DE LAS DIFERENTFES CEPAS DE R,

thuringiensis SOBRE Sitotroga cerealella.
La figura 7 , muestra los datos graficados de las unidades probits

con respecto al logaritmo de la dosis, los datos para hacer esta
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grafica se obtuvieron igual que en la figura anterior; Contra la

especie-plaga Sitotroga cerealella se observo que la variedad

-

thuringiensis fue la de menor toxicidad (DL 50 0.140 % en un
periodo de 6 dias, tabla X), le siguid la variedad darmastadiensis
(DL 50 de 0.290 %) en un lapso de 5 dias, resultando ser las
variedades tolworthi y kustakli las mas potentes con dosis letales
50 de 0.082 % y 0.857 % en periodos de 4 y 3 dias, respectivamente,
tabla X. Resumiendo, las toxicidades de estas variedades contra
Sitotroga cerealella fueron; tolworthi » kustaki > darmastadiensis
> thuringiensis.

Estos resultados, muestran claramente que la variedad kustaki,
fue la wmas potente para matar a la especie-plaga de Ephestia
cautella; mientras dgque en el caso de Sitotroga cerealella la
variedad tolworthi fue la mds virulenta. Comparando 1la
susceptibilidad de las especies~plaga a las diferentes cepas de B.
thuringiensis, encontramos que Sitotroga cerealella fue menocs
resistente que Ephestia cautella, como lo muestran las dosis
letales 50 en la tabla X. De los cursos temporales obtenidos, se
puede decir gque la toxicidad de estas formulaciones es dependiente
de la concentracion y del tiempo de exposicion (fiqura 6 y 7 ,
tabla X ) y que las formulaciones hechas en estos experimentos
demuestran que el complejo espora-cristal tiene actividad
plaguicida y gque pueden ser utiles para el control de insectos-

plaga de granos en almacenamiento.



Figura 7.
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Las diferencias en cuanto a la susceptibilidad de estas dos
especies a las diferentes cepas de B. thuringiensis, son
comparables a las reportadas por Kinsinger y McGaughey (1979) y por
McGaughey (1976 y 1982). Aun es dificil explicar la razon de estas
diferencias, algunos autores mencionan que se debe al pH intestinal
de cada especie-plaga (Kinsinger y McGaughey, 1979). Si esto
ultimo es cierto, entonces, las diferencias en la susceptibilidad
de cada especie-plaga podria explicarse también mediante la
especificidad de las delta-endotoxinas de cada variedad de B.
thuringiensis, ya que como se menciond en la introduccion esta
bacteria contiene una amplia gama de variedades las cuales producen
diferentes tipos de toxinas especificas para lepidépteros,
dipteros y coledpteros. Las observaciones al microscopio apoyan
esta dltima hipotesis mostrando no unicamente diferencias
apreciables entre las moléculas proteinicas entre las variedades,
sino también indicando algunas correlaciones entre la organizacion
molecular en los cristales y el grado de toxicidad cuando son

reactivadas con proteasas (A. Burgerjon y P. Grison, 1971).
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V DISCUSION.

El complejo espora-cristal, posee mucnas cualidades gque lo hacen
ser el mejor de los insectiuvidass microbianos | de eficacia
especifica y selectiva para el control de los primeros estadios
larvarios de diversas especies de jnsectos susceptibles. No
perjudica a los predadores de las plagas ni es toxlico para el
hombre y la fauna. Estas caracteristicas 1o hacen aplicable en
cualquier tipo de cultivo; a pesar de ello, su uso es restringido
debido principalmente a los altos costos de su produccidn y a la
inestabilidad en los campos de «cultivo. Para facilitar su
produccidén a nivel industrial, en este trabajo se planted 1la
posibilidad de encontrar un medioc de cultivo adecuado y favorable
gue permitiera la produccion masiva de este microorganismo y por lo
tanto del bioinsecticida. De acuerdo a las pruebas de seleccion,
el medio de cultivo compuesto por harina de soya y melaza resulto
ser el mds adecuado para el crecimiento de la bacteria, ya que el
rendimiento obtenido por este medio de cultivo fue bastante
aceptable de 4.3 x 10' esporas/ml en 48 h de fermentacion. §i
comparamos este wvalor con 10s reportados en la 1literatura,
encontramos que no es superado por ninguno de ellos (tabla XI).
Por ejemplo, el rendimiento obtenido por el medio de cultivo de
Drake y Smythe (1963), es de 2.0-2.5 x 10° esporas/ml en 96 h de
fermentacidén; el de Dulmage (1971), es de 1.2~-2-5 x 10° esporas/ml
en un lapso de 48-72 h;:; © el de Parson y Ward (1988), con un

rendimiento de 6.5 x 10° esporas/ml en 48 h de fermentacién (tabla

XI). La misma tabla muestra gue la compesicicon de los medios de
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cultivo es importante para poder obtener un rendimiento similar.
Por ejemplo, el medio de cultivoe utilizado por Drake y Smythe
(1963), cuya composicidn resulta ser compleja por las substancias
como la caseina, extracto de levadura, granos solidos, almidon,
sacarosa y Na,HPO, como amortiguador. Otro ejemplos lo constituyen
las Patentes CRC (Inglesa) y la Megna, qgue se han dedlicado por
muchos anos a la produccion del complejo espora-cristal en forma
masiva, con lo cual, se ha logrado controlar exitosamente una
amplia gama de insectos poderosamente nocivos para los cultivos. A
pesar de todo lo dicho anteriormente, estos medios de cultivo no
rinden 1los valores de produccion obtenidos por nuestro medio
seleccionado, y pone de manifiesto que el medio seleccionado tiene
buenas opciones para un escalamiento en la produccion del
bioinsecticida. Los casos mencionados en esta tabkla, son solo unos
cuantos ejemplos de como lograr una produccidén a escala industrial.
Al respecto Feitelson (1992) reporta qgque hay 53 patentes
registradas en Estados Unidos de las cuales 39 se han registrado en
los udltimos cuatro anos, de esto se puede concluir que habra nuevas
patentes y un mayor progreso en el campo de la ciencia basica, lo
gue incrementara la invencion, la aplicacion y comercializacion de

nuevos productos de este tipo para la agricultura.
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Tabla XI. Resultados comparativos sobre la produccion de B.

thuringiensis en diferentes medios de cultivo.

** Medio de cultivo formulado en este trabajo.

Medio de cultivo Drake y Smythe Megna Dulmage CRC &k
Composicidén g/l (1963) (1963) (1971) (1978)
Caseina 20 - - - -
Harina de soya -~ 14 15 - 5
Extracto de levadura 5.4 - - 10 -
Harina de maiz 10 17 - 2 -
Melaza - 18.6 - - 5
Almidoén 45 - 10 13 -
Sacarosa 9 - - - -
glucosa - - 5 - -
(NH,)YHPO, - - - - -
Na,HPO, 8 - - 4 -
caco, - 1 1 8 -
K,HPO, - - - - 5
Esporas/ml 2.5x10° 2.5x10% 2.5x10" 1.5x107 4.3x10"™

.y b o S id B f ol S o o e e ey W TR Y FTT TR AN P B B 0 e Wt e e A e S SRS BAR Bas B B A W S b ik e ko N W G

Tiempo de

fermentacion (h) 96 72 48-72 48—-72 a8



Otro aspecto importante de mencionar, es el valor de las sales
amortiguadoras en la preparacion de los medios de cultivo para
crecer , ya gque en nuestras serles experlmentales encontramos que
ni el bicarbonato de calcio ni el fosfato monobasico de potasio,
compensaron los cambios de pH tan eficientemente como el difosfato
de potasio, para favorecer la esporulacion de la bacteria. Este
resultado podria interpretarse debido a que el losfato dibasico
tiene un pKa= 6.6 y no permitié una caida mayor en el pH del medio
(figura 5). Los trabajos anteriores de nuestro laboratorio también
concuerdan con estos resultados. También son congruentes con los
resultados de otros investigadores gue sugieren que para el
fenémeno de la esporulacidn, se requiere de un cambio de pH hacia
el lado alcalino (Pearson and Ward 1988).

Un factor determinante en el desarrollo de una bacteria radica en
la temperatura de incubacion. Los resultados de las curvas de
crecimiento a diferentes temperaturas arrojaron un valor de 30 a
35 °C como un valor adecuado para el <crecimiento de B.
thuringiensis, dicha temperatura correlaciona positivamente con los
valores encontrados en la literatura de 30, 32 * 2 °C (Dulmage
1970,1971; Arcas, Yantorno y Ertola 1987).

El efecto de la temperatura también repercute en el proceso de la

esporulacioén, asi como en el paso de las esporas a su fase

vegetativa. Por otro lado, se conoce dque cuando las bacterias estén
en crecimiento y se 1les cambia la temperatura, responden con

cambios en la sintesis de proteinas. Nosotros realizamos ensayos de
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termo-resistencia, primero para ver la viabilidad de las esporas
cuando se exponen a cambios de temperatura, princlpalmente por que
cuando se aplica el complejo espora-cristal en el campo, este se
encuentra sometido a los rayos solares, las lluvias y el calor., La
exposicion de las esporas al calor disminuyo ta viabilidad en un
23 %. Por lo tanto de cada 100 esporas dispersadas, podemos decCir
que 77 tienen aun la capacidad de ser virulentas. La resistencia al
calor por las esporas, ha sido por mucho tiempo objeto de estudio.

La mayoria de las investigaciones indican, que existen grandes
diferencias en la resistencia al calor entre las esporas de las
diferentes especies. Algunos autores han reportado, gque la
resistencia se debe al contenido de &cido diaminopimélico y de
calcio, asi como al desarrocllo de la corteza de peptidoglicano.
Otros autores mencionan que la resistencia se debe al grado de
adaptacién dque presenten las especies a las diferentes
temperaturas (Ameluxen y Lins, 1968; Singleton y Ameluxen, 1973).
Warth (1978) menciona, que la resistencia se debe a la adaptacidn
caracteristica de las especies a las temperaturas vy a la
estabilizacion conferida por el estado de espora relacionado al
contenido del acido diaminopimélico.

La produccién del bioinsecticida fue una etapa de este trabajo, sin
embargo, su complemento consistié en ensayar su capacidad para
destruir insectos-plaga, para lo cual crecimos algunas cepas de B.
thuringiensis a una escala de fermentador de 25 1 e implantamos un
insectario, que nos permitio estudiar el complejo espora cristal en

dos plagas de gran importancia para la agricultura.
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Las caracteristicas del cristal mencionadas al inicio y las pruebas
de toxicidad realizadas en este trabajo con ias cuatro variedades
mas representativas de Bacillus thuringiensis vs. las dos
palomillas~plagas de granos de almacenamiento, confirman sus
propiedades como insecticida microbiano. Los resultados mostrados
en las figuras 6 y 7, demostraron gque hubo diferencias en la
virulencia de 1las variedades estudiadas, y que todas fueron
capases de acabar con las poblaciones larvarias antes ¢ poco
después de los 10 dias de exposicion. Estos resultados se pueden
analizar en forma mds clara con las dosis letales 50 (tabla XI).
Podemos decir gque la variedad que tardd menos tiempo en matar a la
mitad de la poblacidn de larvas de S. cerealella fueron la kustaki
con un tiempo de 3 dias y una DL50 = 0.857. El mismo tiempo
requirid la variedad darmastadiensis pero para destruir el 50 % de
larvas de la plaga E. cautella con una DL50 = 0.355 %. El hecho de
gue una variedad bacteriana se comporte mas efectiva que otra
frente a un insecto determinado es importante, porgque significa
que contiene una amplia gama de variedades con especificidad para
determinados grupos de insectos, lo cual, marca la diferencia con
los insecticidas convencionales.
Otra ventaja que presenta es que con dosis letales 50 tan minimas
como 0.355 % & la de 0.857 % se mata a la mitad de la poblacion
larvaria en solo 3 dias (variedad kustaki y tolworthi contra E.
cautella y S. cerealella). En base a estos resultados puede

decirse que las cantidades necesarias del complejo para proteger

una drea determinada son minimas, v que la muerte de las larvas-—
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insecto se presenta a largo ¢ a corto tiempo, dependiendo de la
concentracion del complejo espora-cristal. E1 fendmeno tiene varias
explicaciones: Una es gque las larvas mueren inmediatamente por el
cristal proteinico téxico que produce la bacteria durante la
esporulacidon (mecanismoc de accion descrito en antecedentes), otra
es que las esporas, las cuales representan el agente infeccioso,
causan la muerte del insecto por septicemia (mecanismo tampién
descrito en antecedentes). Generalmente, un insecto que ha estado
en contacto con el insecticida microbiano y gque no muere
inmediatamente, no significa gque esté sano y activo. Como e€s un
insecticida bioldgico que actiua por via oral, provoca la pardlisis
del canal digestivo de 1la larva y 1los efectos se manifiestan
después de haberlo ingerido. Las larvas pueden permanecer en sus
sitios unos dias aparentemente vivas, pero al tener paralizado el
canal digestivo, no pueden alimentarse y por lo tanto no causan
dano alguno y en periodos cortos mueren. Las propliedades descritas
anteriormente 1lo ceolocan como un insecticida de mayor potencia
comparado con algunos plaguicidas guimicos, ademds explica el
porque con cantidades pequenas se pueden controlar grandes
poblaciones larvarias.

Varios autores han realizado estudios tendientes a probar la
toxicidad de este biocinsecticida, tanto en almacenes como en
estudios de campo (McGaughey 1978, 1982;Elliott et. al 1988).
Estos autores han encontrado gue las preparaciones deil

bioinsecticida son eficaces para la exterminacion de plagas como

las causadas por E. cautella, Lymantria dispar y muchas clases de



palomillas.

En este trabajo sd6lo se estudiaron dos especies de palomillas-
plaga de granos en almacenamientc. Sin embargo, debido a que los
almacenes representan ambientes controlables en relacion a factores
externos, son lugares propicios para el desarrollo y proliferacion
de varias especies-plaga de insectos gue danan de manera importante
a los granos que en ellos se guardan. Sin embargo, podemos decilr
que su utilidad continua extendiéndose y gque en un futuro estas
alternativas serdén una buena medida de control bioldgico, eficaz y
seguro no solamente para los almacenes, sino también de insectos-—
plaga que perjudican a los cultivos agricolas (Elliott 1988). Al
respecto, si se pliensa en la aplicacion del complejo en el campo,
se tiene que pensar necesariamente en el tipo de acarreadcr con que
se mezcle el bioinsecticida para atraer a los insectos. En nuestro
caso, se uso harina de maiz debido a que las palomillas fueron
colectadas originalmente de granos de maiz. En otro tipo de grano

6 cultivo, se puede sugerir un acarreador igual 6 parecido al que

la plaga esté atacando.

Por otra parte, si el bhioinsecticida se quiere aplicar en el
campo, hay que tomar en cuenta gue en este caso la lluvia, los
cambhios bruscos de temperatura, el viento y la luz solar pueden
influir determinantemente en su efectividad. Para elloc se sugiere
implementar algunas medidas, por ejemplo, si poco después de una
aplicacién ocurre una lluvia fuerte, es recomendable de aplicar

nuevamente el bioinsecticida. Los ensayos de termo-resistencia de

las esporas realizados en este trabajo, ilustran claramente gue
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el bioinsecticida actua idealmente en un clima caliente, pues es
propicio para que las larvas se alimenten con mayor intensidad.
Sin embargo, bajo estas condiciones se puede sugerir su aplicacidén
de preferencia al amanecer O al atardecer, cuando las condiciones
son mas frescas y hay menos evaporacion o viento. También se sabe
que el complejo no es sensible a la degradacioén por la luz del sol

{Pogsgay, M. y col. 1987).



VI CONCLUSTONES.

1l.- De los medios de cultivo estudiados se desprende que B.
thuringiensis crece y produce o] bioinsecticida eon forma abundante
en el medio compuesto por harina de soya, melaza y bilosfato de
potasio. Dicho medio resultd ser el mds apropiado para llevarse a
cabo a una escala de mayor produccion. Estos resultados también
muestran, que la produccidn del bioinsecticida es posible mediante
el crecimiento de esta bacteria en medios de cultivo compuestos por
materias primas nacionales y de bajo costo, por lo tanto factible

de ser producido en nuestro pais.

2.~ La temperatura entre 30 y 35 “C, asi como la adicién de una sal
amortiguadora (bifosfato de potasio) favorecieron un buen
rendimiento del complejo espora-cristal, lo cual permiticé un
escalamiento de produccién a un fermentador de 25 1. Estos
resultados demuestran que factores importantes comc la temperatura

y el pH pueden ser controlables.

3.- La formulacioén de este medio de cultivo, resulté en un alto
rendimiento en peso seco para las otras cepas de B. thuringiensis
crecidas, por 1lo que se concluye gue puede ser utilizado para el

desarrollo de cualquier otra variedad de B. thuringiensis.

4.- Las pruebas de termo-resistencia indicaron que el

bioinsecticida es completamente estable a condiciones ambilentales
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adversas, como se demostro por la pasteurizacion. Esto significa
que el complejo espora-cristal se puede aplicar en los campos de

cultivo sin temor a ser inactivado por el calor.

5.~ En cuanto a las pruebas de toxicidad, se puede decir que las
cuatro variedades de B. thuringiensis mostraron ser mortales para
las dos especies-plaga: Ephestia cautella y Sitotroga cerealella,
siendo la variedad kustaki la mdas toxica para Ephestia cautella vya
dgue en sdélo 3 dias y con una concentracion muy baja (0.360%) logro
matar a la mitad de la poblacién larvaria; en cambio, la variedad
més letal para Sitotroga cerealella fue la tolworthi, la cual matéd
a la mitad de la poblacién en 4 dias con una concentracién de
0.082% del complejo espora-cristal.

Estos resultados son interesantes, porque con ellos se comprueba
gue el biocinsecticida es una alternativa eficaz para el control de
insectos~-plaga en vez de los pesticidas guimicos, los cuales tienen

efectos secundarios en los ambientes donde se aplican,
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V1i PERSPECTIVAS
En base a los resultados de este trabajo es importante resaltar las

siguientes proposiciones:

1.~ El alcance de este proyecto no termina con la seleccion del
medio de cultivo para el insecticida microbiano, una alternativa es
seguir su escalamiento en un fermentador de wmayor capacidad, con
condiciones ambientales de temperatura, tensidn de oxigeno y pH,

controladas para la obtencion de un alto rendimiento.

2.- La sensibilidad de los insectos Lepidépteros es variable a la
accion téxica del complejo espora-cristal, de acuerdo a la variedad
considerada. En el caso especifico de Ephestia cautella y Sitotroga
cerealella, las variedades mas virulentas son tolworthi y kustaki,

por lo tanto son las mads recomendables para estudios posteriores.

3.- Otra pauta a sequir en estas investigaciones son las pruebas de
campo con nuevas formulaciones que sean acordes a las condiciocnes
geograficas de nuestro pals, para lo cual es recomendable hacer mas
estudios con bioinsecticidas con caracteristicas de menor costo y

—~on ventajas sobre el control de las plagas.

4,- Es importante mencionar gue en la actualidad se presentan
algunos problemas como son: el desarrolio de resistencia por parte

de los insectos plagas y su estabilidad en el campo, pero con los

avances en las diversas técnicas de la ingenlieria geneética habra



nuevas cepas con un espectro mas amplio hacia las plagas.

5.~ En cuanto a los procesos de recuperacion del complejo espora-
cristal, la técnica de centrifugacion de flujo continuo resulto ser
la mas recomendable, debido a las ventajas en cuanto al tiempo y a
la recuperacion del material, Lo cual es importante sl consideramos
su produccién a un nivel industrial. Para gue una compania invierta
en la produccion de un producto, debe hacer estudios sobre los
gastos y el tiempo del proceso, los cuales deben bajos y cortos
para una mejor optimizacién. Por otra parte si1 sSe opta por el
proceso de floculacidn, la recuperacidn del material es casi igual
gue el proceso anterior sdlo que la recuperacion requiere de un
tiempo mayor y en este caso implicaria la adquisicion de tangues
apropiados al volumen del cultivo requerido. 35in embargo; si se
aumenta la escala de produccidén se necesitara del estudio de otros
metodos de separacion del complejo espora-cristal, porgue a medida
que se incrementa el volumen de produccidn surgen mas problemas en
cuanto a la separacidn, y es probable gque ya no funcionen los
métodos descritos anteriormente. Si este es el caso, podrian
ensayarse otros metodos que involucren la separacion de proteinas,
cemo podrian ser las técnicas electroforéticas o bien técnicas de

separacion cromatdgrafica a gran escala.
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