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RESUMEN

La bacteria Bacillus thuringiensis es capaz de sintetizar durante el periodo de
esporulacion, un gran cristal parasporal que contiene uno o més polipéptidos. Este eristal
proteinico, llamado &-endotoxina, es letal para muchas larves de insectos; razon por la
cual es usado comercialmente como un pesticida ; considerado de tipo biclégico , al
producir proteinas téxicas siendo un organismo vivo; pero debido a su modo de accién,
se relaciona con los insecticidas quimicos, representando la aplicacion de un
insecticida no vivo con efectos de vencno estomacal, asf como faita de persistencia y
dependencia cn €l campo. Sin embargo las proteinas t6xicas del Bacillus thuringiensis
presentan ciertas ventajas sobre los insecticidas quimicos, debido a que son altamente
especificas para larvas de lepidopteros, dipteros, y algunos coledpteros; no producen

efectos nocivos en otras formas de vida y son biodegradables.

Con base en lo anterior y considerando los reportes de la activided nociva de las plagas
agricolas, forestales, y de los inscctos vectores causantes de enfermedades humanas, asi
como el empleo intensivo y desmedido de los insecticidas quimicos, los cuales ocasionan
graves problemas, como son; acumulacién de residuos téxicos en los alimentos, ¢n los
suclos, y cn algunas aguas expuestas a su aplicacién; generando un fuerte impacto
ecolégico al afectar: la flora, la fauna, la microfauna del suelo, la vida acudtica, y como
consecuencia al hombre; sdemds de contribuir al incremento de la contaminacion
ambiental. Se sitGa por lo tanto, al control biolégico mediante Bacillus thuringiensis,

como una opcién méas en [a bisqueda de soluciones a estos problemas.

X



El objetivo del presente trabajo, consiste en describir algunos avances en el control
bioldgico utilizando al Bacillus thuringiensis en los aspectos: agropecuario, forestal. y
médico; con el fin de conocer nuevas metodologias que permitan contribuir a la extension

de su aplicacién en nuestro pafs como una alternativa en e control de insectos plaga.



1. INTRODUCCION

Bacillus thuripgicnsis es una bacteria patogena para larvas de més de 100 cspecies de
lepidopteros y algunas subespecies son toxicas para ciertos dipteros y coledpteros
(Whiteley y Schnepf, 1986). Dentro de las bacterias entomopatdgenas el Bacillus
thuringiensis ocupa un lugar muy importante ya que fue seleccionado por la industria’
como el primer patdgeno para ser ampliamente explotado y como un agente manipulado
del control bioldgico debido a sus caracteristicas que lo hacfan ser aceptable para la

adaptacién en un gran nimero de programas de contro! de insectos ( Hall, 1975).

El control biol6gico desde el punto de vista de su aplicacion, es la utilizacion de
aquellos organismos que en forma natural regulan la poblacién de insectos que
constituyen potencialmente una plaga ( DeBach, 1964 citado por Rodrigucz, 1990).
Cuando se utilizan dos 0 mas métodos de control de especies plaga ( biologico, quimico,
mecdnico, etc.) en forma conjunta, se habla de un control integral ( Mordn y Terrdn,

1988).

La importancia del control bioldgico con ei Bacillus thuringiensis. se basa en las
ventajas que presenta sobre el uso de insecticidas quimicos: no contribuye a la
contaminacion ambiental, los insectos plaga no adquieren resistencia a este método. no
inhibe el crecimiento de las plantas, no origina acumulacién de residuos téxicos en
alimentos y no produce efectos adversos en el hombre, y otros mamlferos, es inofensivo

para aves, peces, ¢ insectos polinizad P do el récord de seguridad més

extenso en cuanto a salud priblica ( De Barjac, 1984; Valenzuela, 1980).



o

El Bacillus (huringiensis, es producido a gran escala en muchos paises: y ha sido
prcscntado con diferentes nombres comerciales, tales como: Dipel, Thuricide, Biotrol,
Biospor, Bactospeine, etc ; (Bulla y Yousten, 1979). El ingrediente activo de estos
productos comerciales, estd basado en toxinas polipeptidicas, designadas como §-

endotoxina, producidas por la bacteria como inclusiones cristalinas amorfas ( Hermstadt

glgl, 1988).
1.1. Historia

Pasteur (1878), obscrvé que Ia bacteria Bagillus bombycis, producia la flacheria
del gusano de seda; con base en datos obtenidos posteriormente por algunos cientificos,

se ha supuesto que se trataba de una bacteria cristalifera.

A Ishiwata ( 1901), Japén., se le atribuye cl descubrimiento del Bacillus
thuringiensis, a partir de larvas enfermas del gusano de seda, al aislar un bacilo

cristalifero; al cual se le nombrd; Bacillus sotto Ishiwata.

Berliner ( 1911), en Thuringia; Alemania. Realiza la primera descripcion vélida
de una bacteria cristalifera obtenida de larvas enfermas de la palomilla de la harina del
mediterranco ( Anagasta kilehniclla). Esta bacteria fue llamada: Bacillus thuringiensis

Berliner.



Toumanoff y Vago ( 1951), reportaron una bacteria a la cual llamaron Bacillus
cereus alesti, mencionando que era el agente causante de la flacheria del gusano de seda.

Posteriormente se comprobé que se trataba de una bacteria cristalffera.

Steinhaus y Jerrel (1954 ), observaron que estas tres especies de bacterias formadoras
de esporas presentaban relacién entre sf; distinguiéndose de Bacillus cereus, por la

inclusién cristalina en su esporangio.

Heimpel y Angus ( 1958 ), propusieron que las bacterias cristaliferas se designaran
como variedades de Bacillus thurngiensis: Bacillus thuringiensis variedad
thuringiensis, Bacillus Thuringiensis variedad sotto, y Bacillus  thuringiensis variedad
alesti.

( De Bach, 1975; Whiteley y Schnepf, 1986 ).



2. GENERALIDADES

Bacillus thuringicnsis es una bacteria formadora de endosporas, Gram-positiva,
semejante a Baciflus cereus, distinguiéndose por su habilidad de sintetizar inclusiones
cristalinas durante la esporulacién, por su patogenicidad caractetistica hacia los insectos

y por otras diferencias fisicas menores ( DeBach, 1975; Whiteley et al., 1984).

2.1. Ubicacién taxondmica

La especie Bacillus thuringiensis esta clasificada dentro de la familia Bacillaceae, e
incluida en el género Bacillus del grupo 1, citado en la cclava edicion del Bergey's

Manual of Determinative Bacteriology. (Gibson y Gordon, 1974).

2.2. Hibitat

El habitat natural de las cepas de Bacillus thuringiensis es el medio ambiente y
diferentes tipos de suelos, incluyendo de estanques o riberas de comientes,
encontrandosc también en larvas infectadas; su distribucién s cosmopolita ( De Barjac,

1984; Howard 1987).
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2.3. Modelo fenotipico general de cepas de Bacillus thuringiensis
2.3.1. Caracterfsticas comunes

0 Anx;embios facultativos, crecen en agar nutritivo a pH de 6, sobre caldo nutritivo +

7% de NaCl W/V (peso/volumen), y sobre medios de¢ KCN (Brown);

0 no crecen en medios de citrato (Simmons);

0 produccion de dcido en caldos anacrdbicos + 1% de plucosa W/V;

0 produccitn de gas a partir de nitratos en condiciones anaerébicas;

9 produccion de nitritos a partir de nitratos en caldos acrobicos (Tipo nitrato reductasa);

0 rojo de metilo positivo, pruebas de hemdlisis y RNAsa positivas;

§ reaccién de fermentacién sobre medio de Hugh-Leifson’s + glucosa;

0 produccién de 4cido en medios base + ribosa, glucosa, fructoss, maltosa, uealoga,
glicerol, 6 almidén soluble;

{0 no presentan produccion de: indol, HiS, oxidasa, tctrﬁtionato-reductasa, feniialanina—
deaminasa, triptofano-deaminasa, omitina-descarboxilasa, lisina-descarboxilasa,
fenilalanina-descarboxilasa, f-xilosidass, a- fucosidasa, o-manosidasa;

0 no actian sobre pectina, no producen 4cidos en medios conteniendo arabinosa, o
xilosa, galactosa, ramosa, sorbosa, lactosa, rafinosa, melibiosa, eritritol,
adonitol, manatiol, dulcitol, sorbito}, m-inositol, amigdalina, inulina, 6 a-metil-

glucdsido.



2.3.2. Caracteristicas diferenciales

De acuerdo a las cepas, existen diferencias de reaccidn sobre:
0 Produccidn de acetilmetilcarbinol, lecitinasa, ureasa, B-galactosidasa, DNAsa, lipasa,
arginina-dihidrolasa,;
0 hidr6lisis de esculina, quitina, agar almidén, agar caseina, agar gelatina, capacidad de
cbagulacién de proteinas en el medio litmus milk;
0 formacion de pelicula en la supetficie de caldos y pigmentos sobre papas;
0 produccion de dcidos en medio base con manosa, ¢ sacarosa, o celobiosa, o salicina;
0 produccion de una exotoxina estable al calor;

0 especificidad de los antigenos flagelares (H).

( De Barjac y Bonnefoi, 1981).



Cuadro 2. Caracterizacién bioquimica de Bacillus thuringicnsis

Serovariedzdes |
— Entre + THO, COR
Manosa+
- Enire - TOU
Ureasa+ 4
ADH+ Citrato+
Manosa-
- Citrato -
DNAsa (a)
Agaralmidén (B) 000 e JFIN
Pelicula (a)
Ureasa -
AMC- 4 ADH -
Lecitinasa + DNAsa - Celobiosa+
Agar almiddn +
Pelicula - Celobiasa (b) SOT
[Manosa+ Pellculat e svssssssssssnssee. THU, SHA
Sacarosa+
Pelicula - IND, KUM, MEX
Manosa+
Sacarosa -
Salicina ~
Manosa -
Sacarosa+
Ureasa - Salicina+
ADH+ |
DNAsa+ ... TOC
Entre esterasas (a)
B-Gal- 4
DNAsa- .....TOL
Pelicula (a)
...PAG, COL
Corgulacién de suero+
Pigmento (b} ..ISR
Entre esterasas+
Salicina (b)
Coagulacin de suero-
Manosa- Pigmento (a) 0 e ALE
E (b) 7 Entre
Salicina (b)
Ceagulacién de suero+
Pigmento - e KIU, SIL

Enlmﬁmnsus(b)

Salicina+

[=].



Cuadro 2, Continuacion ...
Ureasar
AMC+ . ADH+
Lecitinasa-
Ureasa -
ADH-
ADH+
Peliculat
AMC- Celobiosa ~
Lecitinasa-
ADH-
Pelicula-
Celobiosa+
AMC (b) ADH+
Lecitinasa(a)  {Pellculs (a)

|Salicinat
Oxidasa+
APigmento+
Salicina (b)
Oxidasa-
LPigm:mo«

Serovariedades

GAL

L SUR

De Barjac y Frachon (1990)

Las serovariedades son designadas por sus tres primeras letras: THU = thuripgiensis, FIN = finitimus: (revistar ¢l cua-

dro 3).

AMC = acetil-metil-carbino), ADH = arginina-dihidrolasa,

Resullados entre 0 y 9% de posmvldad s¢ consxdcm\ negativos (-); entre 10 y 49% de positividad s¢ consideran bujos

(b); entre 50 y 89% de positividad se

vos (t).

(a); entre 90 y (00% de positividad s¢ consideran positi-




3. CLASIFICACION DE LAS CEPAS

La clasificacién de las cepas del Bacillus thuringiensis se apoya en criterios
fenotipicos y serologicos. Las caracterizaciones morfol6gicas y bioquimicas se han
usado en paralelo con la serotipificacion, como técnicas auxiliares; mediante un analisis
computarizado de 80 caracteristicas fenotipicas de 1600 aislamicntos de Bacillus
thuringicnsis ; se pudo demostrar la existencia de obvies faltas de correlacion entre las
caracteristicas  bioquimicas de los 27 serotipos H 6 34 serovariedades, en algunas
reacciones que difiricron por alguna variable caracteristica. Por lo cual sc ha
determinado que las pruebas bioquimicas comunes no tienen valer como un criterio
exclusivo para la diferenciacion de cepas del Bacillus thuringiensis.( De Barjac y
Frachon, 1990).

Otros accesos a la clasificacion de las cepas del Bacillus thuringiensis, son citados

por los mismos autores:

0 Tipificacién por fagos: basada en Ia susceptibilidad de las cepas del Bacillus
thuringiensis a diferentes bacteriéfegos;

0 Modelo de esterasas de células vegetativas (Norris, 1964);

0 Serologfa del eristal (Pendleton y Morrison, 1967; Krywienczyky y Angus, (1985);
0 Modelo de plasmidos (Lereclus gt al., 1982);

0 Multilocus de electroforesis enzimatica (Selander et al,, 1986),

0 Secuenciacién de DNA: estudios basados en la caracterizacion de diferentes tipos de
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Cuadro 3, Clasificacidn de las cepas def Bacillus thuringicnss

{Antigeno H ] | [ Serovariedad | {Abreviacién) L Primera identificacidn y primera deseripeion valida
(T ) | [ buringiensis™ || [ THU | | Beriiner, 1915: Heimpel y Angus 1958; ;
[ 2] ([ finitimus 1| [ FIN" ] | Heimpel y Angus, T938: |
IEIRE alesti 11 {ALE ] [‘mmanorrngo,|95|-.Hcimpe| y
Angus, 1958;

[3a3b ] ([ hursaki ] KUR D¢ Barjac y Lemille, 1970; 1
[ ] | soite || [sor ) Bhi\vala,I9OS;HcimpclyAngus.vl958: ]
[ ] I kenyae ] { { T KEN "] | [Bonnefoiy De Barjac, 1963; ]
[Sesb | | salleriae | I [_GAL 1| [Shvetsova, 1959 De Barjac y Bonnefoi, 1962; ]
IR canadensis ] [ [ €AN ]| [De Barjac y Bonncloi, 1972; ]
C s 11 id ] ENT [leimpely Angus, 1955 B
7Y ([ aizawal J{ [ AIZ_ ] | [Bonnefoi y De Barjac, 1563: B
{886 ) [ momisonj ) { [ MOR | | [Bonnefoiy De Barjac, 1963; ]
[T8adc ] [ osirimiag }{ [ OST_] | [Gaixin, Ketian, Minghuay Wingmin, 1975; ]
[#b8d 1 | [ nigeriensis 11 [ NG ] | DcBagac, Frachon, Rajagopalan y Cosmao, no pubicado: |
9 ] {7 Telwedii | TOL ]| [Norris, 1964: De Barjac y Bonneloi, 1968; ]
(701 ([ damstadiensis ] { [ DAR ] [ricg, De Barjac y Bonneloi, 1968; ]
(b | | [ toumemoli ] {[ 70U || Kriez. 1969 ]
[mane | | [ kousheenss | | [ KYU_] | {Orba y Aizawa, 1979 ]

12 [ thempsoni || [ THO |1 [PeBarjacy Thompson. 1970: ]
[ 13 | pakistanl ] | [ PAK ] | [DeBarjac, Cosmao y Shaik y Viviani, 1977, ]
[ ) 1 hmelensis ]| [ SR ]| [peBarjac, 1978; ]
R dakola ]| [ DAK™_] | [PeLucca, Simonson y Larson, 1979: l
6 ) [ indiana ) { [_IND_ ] | DeLucca, Simonson y Larson. 1979; ]




KCuadro 3. Continuacién ..

|

[ Antigeno H i [ Serovariedad | | {Abreviacén | | { Primeraidentificacion y primera descripcion \'Mﬂ‘]
[ i tohokuensis | TOH [ORbz, Afzawa y Shimizu, 1981; j
[ )| kumsmotoensis | | [ KUM | | [Ohba, Ono, Aizawa ¢ Twanami, 1981: |
[ 19 ] [ tochigiensis ] I TOLI F)!hba. Ono, Aizawa ¢ fwanami, 1981; ]
(%206 |} [ wwoonensis || [ YUN | { (Wan-yu, Qui-Tang, Xue-ping y You-wei, 1979; ]
[20a20¢ ) { [ pondisheriensis | ([ PON__ ] LI‘):: Barjac, Franchon , Rajagopalan y Cosmao,
o publicado.

[z I colmeri || [ COL ] | ¢ Lucca, Palmgren y De Barjac, 1584; ]
L 2 ] r shnn_dnngmn.ﬂs‘] [ SHA 4] [Ving, Jie y Xichang, 1986; J
[T23 }|[ japenensis — ]{[ JAP 1| [Ohbay Aizawa, 1986; ]
L 24 ] [_n;nLcnn.cnsis I NEO odriguez-Padilla. Galan-Wong, De Barjac, Dulinage,

. ancz-Gu:n’a) Roman Calderon. 1988: —l
{735 ]| comanends ]| [ "COR ]| [DeBarjac y Lee, no publicado. ]
[2 [ g ] S [Pe Barjac y Lecadet, no publicado. ]
27 )| mexianensis )| [ MEX ]| [Rodriguez-Padilla y Galan-Wong . 1988. ]

[De Barjac y Frachon (1990) ]




genes del cristal proteinico (kronstand y Whiteley, 1986): v

0 Uso de pruebas de DNA especifico (Visser, 1989) o de anticuerpos monoclonales
(Hoffe et al . 1988), para la identificacion de genes semejantes en los nuevos
aislamientos.

Mencionando finalmente que estas técnicas proporcionan comparacion de cepas y
patogenicidad relativa; situando por lo tanto a la determinacién serolégica, come alto
dato prioritario para una practica estable en la clasificacion de las cepas del Bacillus

Bagei et al. (199!1) en Ankara, Turquia, reportan un estudio de susceptibilidad con 27
variedades de Bacillus thuringiensis a 22 diferentes antibiéticos; mencionando que en
conformidad con los métodos de clasificacién numérica taxondmica se determinaron 27

serovariedades de Bacillus thuringiensis clasificadas dentro de 9 grupos.
3.1. Algunos aislamientos de Bacillus thuringiensis

Orduz et al. (1992) citan un nucvo serotipo de Bacillus thuringicnsis téxico para
mosquitos: Culex guinquefasciats, Culex pipicns, Agdes acgyti, y Anopheles
stephensi; aislado a partir de larvas; con gran similitud a las referencias del Bagillus
thuringiensis variedad israclensis, con produccion negativa de cxotoxina estable al calor,
con resultados positivos para 1a produccion de enzimas como: catalasa, ureasa, arginina-
dihidrolasa, amilasa, lecitinasa, y gelatinasa; asi como de acetil-metil-carbinol.
Presentando hemélisis-0., en agar sangre de carnero; sometido a pruebas de sensibilidad
a antibiéticos y aglutinacion flagelar, asf como especificidad al antigeno H-30; por lo

cual la cepa se individualizé con el nombre de Medellin para la subespecie.



Ohba gt al. (1992) reportan el aislamiento de una bacteria-formadora de esporas, a
partir del suelo en Japdn; identificada como Bacillus mnnnmnﬂs serovariedad
japonensis (antigeno flagelar 23). Mencionando que las inclusiones parasporales de este
aislamiento, fueron de forma esférica y ovoide. Presentando alta actividad larvicida
contra determinadas especies de coledpteros; seiialando también que csta bacteria no fue

toxica para larvas de lepidépteros, dipteros, y orthdpteros.

Cidaria gt al. (1991) mencionan el aislamiento cn Novara, Italia; de una nueva cepa
de Bacillus thuringiensis (codificada como: NCIMB 40162). A partir de larvas muertas
de 1a especie de insccto Tenebrio molitor, con actividad insecticida para coledpleros,
indicando que el cultivo fué diferenciado de otras cepas de Bﬂsullus thuringiensis activas
contra la misma especie de insectos mediante pruebas fisiologicas y bioquimicas,

serotipo flagelar, y modelo electroforético de toxinas.

Whitlock et a]. (1990) reportan dos nuevos aislamientos de Bagillus thuringiensis

patbgenos para Spoddéptera litura (gusano cortador del tabaco) en Taipei, Taiwan.

Asimeg y Mutinga (1991) reportan ¢l sislamiento de una bacteria toxica para
mosquitos, en Kenia. Mencionando que las bacterias aisladas presentaron caracteristicas
estructurales comunes: Gram-positivas, formadoras de esporas, bacilos productores de
inclusiones parasporales con actividad larvicida contra mosquitos: Anopheles, Culex, y

Aedes; identificando a estos aislamientos como variedades de Bacillus thuringiensis.



4, MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

Los mecanismos de patogenicidad de Bacillus thuringiensis estin basados en la
produccién de mds de una sustancia téxica (Aronson gf gl., 1986). Las cuales son
liberadas en el medio de cultivo durante el ciclo de crecimiento (De Barjac, 1984).
Entre estas sustancias, las de mayor potencial téxico son mencionadas a continuacién:

9 a-cxotoxina, es soluble en agua y termosensible; conocida como: C-lecitinasa,
exotoxina termosensible 6 factor ratén por su patogenicidad caracteristica;

O P-exotoxina. también llamada thuringiensina, es soluble en agua, termoestable,
quimicamente ha sido definida como un nucledtido de adenina anilogo al ATP;
excretada dentro del medio durante ¢l crecimicnto exponencial pero no produeida por
todos-los cultivos. Presenta algunos efectos tdxicos sobre aves y mamiferos, asi como
en insectos especialmente cuando son inyectados;

¢ B-endotoxina, es la toxina de mayor interés que confiere la actividad larvicida al
Bacillus thuringicnsis, se encuentra contenida en el cristal proteinico parasporal, es

sensible a la temperatura y soluble en soluciones alcalinas.

(Aronson gt al.. 1986; Roth, 1990)

4.1. Caracterizacién de las protosinas y de los cristales polipeptidicos
Los cristales del tipo K- del Bacillus thuringicnsis subespecie kurstaki, contienen
dos distintas protoxinas, una mayor {8-¢cndotoxina o Pl} con actividad téxica para

lepidopteros; y una protoxina menor (P2) activa sobre dipteros y lepiddpteros. Este tipo
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de cristales (K-1) pueden estar presentes en otras subespecies de Bacillus thuringiensis.
Las inclusiones cristalinas con polipéptidos de 130 a 140 Kilodaltons (5-endotoxina o
Pl) predominan en la mayoria de las subespecies del Bacillus thuringiensis ;
presentando variaciones en el niimero, forma, y composicién quimica; en la mayoria de
los casos, el cristal proteinico se localiza en el exterior del exosporio, con excepciones
como en ef caso de la subespecie finitimus, donde el cristal, parece tener una estrecha
asociacion al exosporio; en otros casos la formacién del cristal, no ocurre precisamente
cerrada al exosporio. Una clase distinta de inclusiones parasporales se fundamenta en el
Bacillus thuringiensis subespecie israclensis, presentando generalmente 2 6 4
inclusiones por célula que varfan en su forma, con un tamafio relativamente pequeiio
(Aronson gt al., 1986).

Haider y Mahmood (1990) realizaron un andlisis comparativo de la actividad de
espectro de 13 cepas pertenecientes a 7 serotipos téxicos para tres especies de insectos.
Los cristales de la &endotoﬁm de estas cepas fueron purificados y su composicion
polipeptidica fué analizada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil-
sulfato de sodio. La $-endotoxina de cada una de las cepas estudiadas consistié en una
veriedad de cristales protefnicos con un tamafio entre 60-144 Kilodaltons (KDa). Sobre
las bases de masa molecular (Mr), las endotoxinas fueron agrupadas en dos clases: la
primera , fué compuesta por proteinas de alta Mr (125-144 KDa, P1) y por proteinas de
Mr media (60-66 KDa, P2); la segunda se integré unicamente por polipéptidos de alta
Mr. El andlisis inmunoabsorbente con el antisuero del Bacillus thuringiensis variedad
aizawai, P1; revel6 reacciones cruzadas con los polipéptidos de 125- 144 KDa de todas
las cepas estudiadas. El antisuero del Bacillus thuringiensis variedad kurstaki, P2; no

presentd reacciones cruzadas con las protefnas P1 de las cepas; pero si, con aquellas de
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estructura homoéloga a la clase de polipéptidos P2 (66 KDa), Sugiriendo este analisis,
que las proteinas P1 Y P2 no estén estructuralmente relacionadas.

Los estudios de toxicidad revelaron que las proteinas de alta Mr, P1; de todas las
cepas estudiadas, fueron activas contra larvas de lepiddpteros (Pieris brassicae y
Diacrisia oblicua). Las cepas de) Bacillus thuringiensis aizawai, presentaron una doble
toxicidad asociada a las proteinas de alta Mr (130-135 KDa, P1); los cristales
proteinicos, P2 (60-66 KDa) también presentaron doble actividad toxica contra larvas de
lepidépteros y dipteros. Concluyendo que ecstos dos tipos de proteinas (P1 y P2),

difieren: en forma estructural e inmunolégicamente.



Emdro 4. Morfologia de inclusiones cristafinas de algunas cepas de B, 1huringiensis
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[Cuadro 5. Propiedades de los cristales de Bac lua thuringlensis ]
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FIGURA 1. Micrografla clectrénica del Bacillus thuringicnsis sub ic kurstaki, p d

inclusiones fuera del exosporio, con forma ovoide y bipiramidal.
s'=cspora; c=cristal protefnico; e = exosporio.

Aronson gt aj (1986) [\

FIGURA 2. Micrografia electronica del Bacillus thuringienis subespecie finitimus, con el cristal

al porio, p do una forma bipiramidal.
' s=espora; ¢ = cristal proteinico; ¢ = exosporio
po p

Norris (1973)
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4.2. Moda de accién de la -cndotoxina

El mecanismo de accién de la 3-endotoxina resulta dificil de gencralizar debido at
gran niimero de insectos de difcrentes especies y variedades que son susceptibles a las

diversas subespecies de bacterias cristaliferas (Aronson et al, 1986).

El uso de lincas cclulares de inscctos facilita ¢f estudio del modo de accion de la 8-
endotoxina, permitiendo caracterizar la histopatologfa de la intoxicacion con el cristal

proteinico (Whiteley y Schnef, 1986).
4.3. Susceptibilidad de las larvas a |a §-endotoxina

La susceptibilidad de Jas larvas a la 8-endotoxina se debe al alto grado de alcalinidad
(pH: 9 a 10.5) presente en su intestino medio (organo digestivo); necesario para
solubilizar los cristales proteinicos, que mediante la accién de proteasas son convertidos
en toxinas. Y probablemente a la presencia de centros receptores en la superficie de las
células epitcliales del intestino medio, relacionados con el inicio de la actividad toxica

(De Barjac, 1984; Huber y Litthy, 1981).

Knoweles gt al. ( 1991) reportan que el azicar N-acetilgalactosamina es parte del
receptor del epitelio intestinal del insecto que reconoce a las protefnas téxicas del

Bacillus thuringiensis; mencionando que a nivel de laboratorio, las toxinas lisan ciertas



lineas celulares de insectos y presentan afinidad de unién a los bordes de las membranas
vesiculares del intestino medio. Observando que la molécula de N-acetilgalactosamina
disminuye especificamente la actividad citolftica de 1a subclase de cristal denominado:
CrylA ( ¢ ), en células de Choristoneura fumiferana ( gusano del pinabete),
susprimicndo completamente la unién de toxinas en Manduca sexta ( gusano de cuerno

del tabaco), y parcialmente en Heliothis virescens ( gusano de la yema del tabaco).

Oddou ¢t a). (1991) realizaron un estudio de identificacion y caracterizacién de las

pr de las memb del intestino medio del insecto Heliothis virescens, capaces

de unirse a la §-endotoxina del Bagillus thuringiensis ; para investigar la especificidad
de las proteinas del cristal insecticida del Bagillus thuringiensis variedad kurstaki cepa
HD-1, s¢ usaron preparaciones de membranas obtenidas del intestino medio de larvas de
Heliothis virescens { gusano de la yema del tabaco ); separando y relacionando & cada
proteina del epitelio intestinal, unida a la &-endotoxina; con las tres actividades del
cristal CrylA: los cristales CrylA (a ) y CrylA ( b ) se enlazaron muy probablemente a
sitios diferentes con proteinas de la misma masa molecular de 170 KDa ( Kilodaltons );
los cristales CrylA ( ¢ ) se enlazaron a dos tipos de proteinas de masa molecular de 140
y 120 KDa. También se demostrd en este experimento que el enlace de las protefnas de
las membranas con cada cristal del Bagillus thuringicpsis, no formé parte de un
complejo covalente, Seflalando que las proteinas de las membranas con masa molecular
de 170 KDa, constituyen glucoproteinas y pese al tratamiento de éstas con la enzima
endoglucosidasa, no se impidié la unién de las subclases de cristales, CrylA (a )y
. CrylA (b)), lo cual indicb que los azicares no son importantes para ¢l enlace de estas

toxinas; por lo tanto mencionan que estos resultados apoyan la idea de que las proteinas
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de las membranas celulares del epitelio intestinal de las lacvas del insecto Heliothis
virescens, son importantes para la especificidad de las toxinas del bacilo.

Bulla, Jr. (1990) menciona que la actividad téxica del Bacillus thuringiensis
subespecie kurstaki, y subespeeie herliner (serotipo 1) contra insectos lepiddpteros, se
localiza en el grupo amino-terminal medio de las moléculas del cristal proteinico,
mientras que el grupo carboxil-terminal medio de estas moléculas no es requerido para

la toxicidad.

Honee ¢t al. (1991) seftalan que las proteinas del Bacillus thuringiensis presentan un

alto grado de especificidad; mencionando que estudios de laboratorio con varios

. cristales proteinicos, mostraron una correlacién entre toxicidad y relacidn a receptores
de células epiteliales del intestino medio de la larva . Los estudios revelaron que la parte
carboxil-terminal-media del fragmento t6xico de proteinas hibridas construidas a partir
de los cristales CrylA (b) y CrylC, presents afinidad de unién a receptores relacionados

con la especificidad insecticida,

Slaney ¢ al. (1992) reportan diferencias a nivel de toxicidad del Bacillus
thuringiensis cepa: EGM2158, para los coledpteros: Lentinotarsa decemlineats (Say) y
Diabrotica undecimpunctats Howardi. Barber. Seialando que la cepa EGM21358
productora del cristal CrylllA, es més activa contra L. decemlineats, siendo esta 2000
veces més sensitiva a la cepa que D. undecimpunctata Howardi. Por lo que se dice que
uno de los pasos en el modo de accién del CrylfIA es alierado por D. undecimpunctata

Howardi; sin embargo andlisis de ingestion, solubilidad y digestion proteolitica del
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CryIlIA por D. undecimpunctata Howardi, mostraron poca habilidad del CryllIA para

unirse a los receptores de la membrana.

Heimpel y Angus (1986) relacionan la susceptibilidad de las larvas a la 8-endotoxina

con tres tipos diferentes de accidn:

0 Tipo 1, los inscctos mueren por accién de la §-endotoxina, las esporas de la bacteria
no incrementan su toxicidad;

¢ Tipo H, los insectos son susceptibles a la 8-endotoxina pero los cfectos aumentan por
la presencia de esporas;

0 Tipo 111, los insectos solo mueren por accién de mezclas espora-endotoxina.

Los laboratorios Abbott (1970) reportan la accién del producto comercial Dipef,
compuesto por esporas-8-endotoxina de! Bacillys thuringiensis cepa HD-I; indicando

dos formas diferentes de control larval:

O Pardlisis intestinal, causada por los cristales toxicos que actian sobre la pared del
intestino medio de la larva, produciendo desrupcion en el balance osmoético, y abrasién
en la pared estomacal, permitiendo el escape de las esporas contenidas en el intestino;

fas graves lesiones en la pared estomacal conducen a la muerte del insecto;

O Septicemia, originada por la invasién de esporas del Bacillus thuringiensis al

hemocelo del insecto, en el cual se desarrollan y dividen rapidamente, sefialando que en
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solo 12 horas una sola espora puede producir 69 millones de nuevas bacterias que
compiten por los nutrientes contenidos en la sangre, causando un debilitamiento total en

el insecto y finalmente a muerte,

PARALISIS INTESTINAL

§-10 minutos . 24 Horas

RUPTURA DE LA
PARED ESTOMACAL

4872 Horss
" SEPTISEMIA Y
MUERTE

FIGURA 3. Sccuencia de eventos asociados el control de Jarvas con Bagillus thuringiensis. (Dipel),

Laboratorios Abbott, (1970).
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Wang y Sha (1991) observaron los p patolég dos por el Bacillus

thuringiensis variedad kurstaki cepa HD-I, sobre c&lulas cpiteliales del intestino medio
del quinto estadio larvario del insecto Mythimna separata; mediante microscopia
electrénica, observaron que los organelos inicialmente afectados, fueron las

mitocondrias, las cuales presentaron dafio a nivel de membrana basal; también se

had,

observaron altas proporciones de células hi con proyecci citoplasmaticas,
indicdndose que en estas regiones hubo un decrecimiento en la densidad elecirdnica; y
dafio en cierto grado en otros organelos , finalizando con la destruccion ¢ inactivacion

de la membrana basal de las células del epitelio del intestino medio.

Lee ¢t al. (1991) reportan la ultracstructura celular del intestino medio de larvas de
tercer estadio de mosquites Culex pipiens infectados por el Bacillus thuringiensis
variedad jsraclengis cepa HL-75. Mencionando que los cristales de la 8-endotoxina
indujeron la destruccion citoplasmica de los tejidos celulares del intestino medio del
mosquito; causando deformaciones de las microvellocidades asi como de su

organiﬁcién interna, y ruptura de microfilamentos.

English y Slatin (1992) sefialan que la §-endotoxina del Bacillus thuringiensis

interactia sobre la bicapa planar lipidica de las células epiteliales del intestino medio del

T

insecto, ocasionando un en la seleccion de cati que se manifiesia por la

ruptura de la capacidad de regulacién idnica del intestino medio; sugiriendo que estos
cambios son responsables del flujo de sustancias téxicas y iones al hemocelo.
Indicando que los requerimientos de interaccién de la S-endotoxina con el epitelio del

intestino medio, deben crear una serie de eventos fisicoquimicos necesarios para formar
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una estrecha asociacién con la membrana, intercalacién con esta, y formacién de un

acceso abierto en el transporte de cationes.

5. PLASMIDOS ASOCIADOS A LA PRODUCCION DE DELTA-ENDOTOXINA

Carlton y Gonzilez (1984) reportan que la produceién de 8-endotoxina en la bacteria

Bacillus thuringiensis, estd asociada a la presencia de plismidos; mencionando un

estudio realizado con enfoque en dos técnicas:

0 Técnica I, comprende el andlisis de plasmidos obtenidos a partir de cepas de Bacillus
thuringiensis mutantes cn la produccién de cristal, clasificadas como: Cry+ (cristal
positive) o Cry- (cristal negativo), mediante microscopfa de contraste de fases; con ¢l
finr de correlacionar la produccién de toxina-cristalina con plésmidos de alto peso

molecular en varias diferentes subespecies de Bacillus thuringiensis (Gonzdlez ¢t al.,
1981).

0 Técnica 1, usan cl proceso natural de transferencia de plasmidos entre cepas de
Bacillys thuringiensis (Gonzalez y Carlton, 1982) para demostrar que la produccién del
cristal se correlaciona con la transferencia de plasmidos de algunas ccpas donadoras
implicadas en los estudios de investigacién de la téenica I; seflalando que los cristales
producidos por células transcipientes Cry+ (células recipientes que han adquirido
plasmidos de DNA de una cepa donador} exhibieron las propiedades inmunolégicas e
insecticidas de la cepa donador; cstas cepas al perder sus plismidos no presentaron

toxicidad en los bioensayos realizados (Gonzdlez et al., 1982).
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En el cuadro 6 que se muestra a continuacion, se resume el estudio realizado por
Carlton y Gonzélez, en ¢l cual se indica que las cepas HD-2, HD-73 y HD-567,
exhibieron transmisién de pldsmidos a cepas recipientes Cry-, convirtiéndolas en cepas

productoras de toxina.

La suposicién de que ¢l tamafo de los plasmidos codificadores de toxina es diferente
en cada cepa examinada y similar en cepas relacionadas, se justifica a partir de los
resultados obtenidos con las cepus del Bacillus thuringiensis variedad kurstaki, las
cuales presentaron similitud en la medida de sus pldsmidos (50, 55, ~110 y 44
Megadaltons; MDa), con algunas variaciones producidas por factores esponténgos; asi
como las cepas del serotipo H-14: HD-500 y HD-567, que exhibieron plismidos
codificadores de toxina con un tamario de 75 MDa, probablemente por la descendencia

de su aislamiento,

Los plasmidos implicados en la produccién de toxina, presentaron una medida de 44
a ~110, y 44 Mcgadaltons (MDa), considerindese por lo tanto de gran tamafio. Sec
hace referencia a un estudio de 40 a 50 cepas productoras de cristal, comprendiendo 20

serotipos y 25 serovariedades de Bacilius thuringicnsis, las cuales presentaron un

contenido de plismidos eminentemente mayores a 20 Megadaltons (MDa). Por lo que
esta evidencia sugiere que los genes de la B-endotoxina solo residen en plismidos

grandes en medida (44 a ~110 MDa).



Cuadro 6. Correlacién entre pldsmidos especificos y produccién de S-endotoxina
huriseiensi

El]

MDa= Megadaltons.

D= supresién {(disminucién) en ¢f tamafo de los pldsmidos.

en varias cepas de Bacillus

Cepa Serotipo-H y Namero Medida de pldsmidos Tipo de

prototipo nombre de la de implicados enla implicacién

Nimero* variedad plasmidos produccién de toxina

fiz 1, thuringiensis i 75 MDa AT )
D73 3ab, ursiaki 6 50 MDa AT ]
{74 3ab, kurstaki 7 S5 MDa A ]
[HD-1 3ab, kyrstaki 12 ~110MDa AD ]
.ﬁD-Zﬁ] 3ub, kurstaki 11 44 MDa T l
[HD4 3a, alesti 10 ~ 105 MDa A ]
HD8 5ab, galleriee 4 ~ 130 MDa D ]
[fD-536 dac, ostrinjac 4 68 MDa A ]
[HD-542 12, thompsoni 4 - 100MDa A ]

567 14, ispzelensis 9 75MDa AT J

F{‘D‘.s’oo 14, Israclensis 9 75MDa A l
lﬂarl(on y Gonzalez (1984)

a = referencia al ntimero de cepa de la coleccion de H. T. Dulmage;
IA= cepas mutantes Cry-

T = transferencia dc pldsmidos dentro de células Cry- das en células prods de cristal Cry+;




30

Los mismos autores indican que el estudio de transferencia de plasmidos, insiniia que
el criterio taxonémico basado en la produccién de cristal téxico para separar al Bacillus
thuringiensis del Bacillus cereus en dos especies distintas, es inconstante ya que las
cepas del Bacillus thuringiensis pueden perder sus plasmidos productores dc toxina y
convertirse en Cry-, y cepas de Bacillus cereus pueden adquirir plasmidos productores

de toxinas y de este modo convertirse en Cry+.

Jarret y Stephenson (1990) mencionan que la transferencia de plésmidos entre cepas
de Bacillus thuringicnsis ocurre en forma natural como resultado de la produccién de

nuevas combinaciones de 8-endotoxina dentro de poblaciones de la bacteria.

Brown y Whiteley (1992) citan la clonacién y secuenciacién de dos genes
codificadores de cristales cuboides polipeptidicos del Bacillus thuringiensis subespecie
thompsoni en la bacteria E. coli; sefialando que los polipéptidos presentaron movilidad

electroforética de 40 y 34 Kilodaltons (KDa), y iacion de aminodcidos con masa

molecular de 35, 38.4 y 37.505 Daltons, respeclivasnente, El cristal proteinico de 34
Kilodaltons tuvo actividad insecticida contra larvas de lepidopteros (Manduca sexta). El
polipéptido de 40 KDa. no tuvo actividad insecticida pero puede tener un papel

funcional en la estructura del cristal.

Krieg ¢t gi. (1990) indican que los plésmidos que contienen DNA que expresa
proteinas téxicas del Bacillus thuringiensis tienen un peso molecular de

aproximadamente 65 a 70 Kilodaltons con toxicidad para coledpteros.
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Maramorosch (1991) sefiala que los recientes éxitos en las modificaciones genéticas

del Bacillus thuringiensis representan promesas de nucvos insecticidas para el control de

numerosas pestes producidas por lepidopteros, dipteros y coledpteros.

6. PRODUCCION MASIVA DEL Bacillus thuringiensis

La produccién a gran escala del Bacillus thuringiensis se realiza mediante

fermentaciones sumergidas utilizando una variedad de cultivos de cepas, que se

conservan mediante liofilizacion, o por congelamiento con nitrégeno liquido, o por

secado de esporas en soportes inertes. Las producciones de los cultivos deben ser

optimizadas para producir una buena esporulacién asi como una buena formacién de

cristales,  Las formulaciones implican ¢! ajusic de la produccién a un valor

prescleccionado de unidades internacionales por miligramo (Ul/mg), y la adicion de

agentes preservativos, dispersantes y adherentes (Bulla y Yousten, 1979).

Valenzuela (1987) menciona un método para el aislaniiento de Bacillys thuringiensis

¥ la abtencion del complejo esporas-5-endotoxina:

Aislamiento de la bacteria

a partir def suelo:

Q Tratar las muestras de
suelo con sulfato de po-
limixina B y penicilina

G. a una concentracion

Aislariento de 1#- bacteria
a partir de larvas infecta-

das:

0 Macerar las larvas y se-

carlas;
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de 5 partes por millén 0 Preparar diluciones con
(ppm)y 4 ppm respec- las larvas maceradas y
tivamente, secas.

Q A partir de las diluciones obtenidas por cualquiera de los dos procedimientos, sembrar
en agar nulritivo;

¢ incubar durante 48 horas, a temperatura de 37°C;

0 caracterizar macroscopica y microstopicamente Jas colonias obtenidas;

¢ aislar ¢ identi ficar la bacteria;

© obtencién del cultivo puro;

0 inocular la bacteria en un medio lquido de triptosa fosfato (esterilizado a 121°C por
35 minuios);

Q agitacién rotatoria del cultivo a temperatura 32°C y 340 revoluciones por minuto
(rpm) dursnte 18 a 24 horss, pera obtener el indculo para el medio de produccién
masiva;

¢ inocular el medio de cultivo sefeccionado para la produccién masiva en fermentadores

de capacidad y volumen creciente;
0 controlar la aireacién, la agitacion, la temperatura y el pH;

0 eft un 0 se ial del cultivo cada 6 a 8 horas para cuantificar la

existencia y proporcién del complejo esporas-8-endotoxina, y la deteccién de
microorganismos indescables;

0 finalmente, ajustar la biomasa obtenida, aun pH de 7;
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0 concentrar y lavar el producto, mediante centrifupacion a temperatura de 25 2 26°C, y°
a una velocidad de 500 rpm durante 30 minutos; )
0 suspender la mezcla en lactosa al 5%, en cantidades equivalentes a 1/10 de volumen

por cada volumen de biomasa obtenido; agitando la suspension y agregando

paulatinamente acetona;
0 el precipitado (pp) obtenido, se deja reposar 30 minutos y se filtraal vacio;
0 lavar el pp con acetona y secarlo con papel absorbente;

O conservar ¢l microorganismo producido en recipientes setlados y a temperawra de

20°C aproximadamente.
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| FIGURA 4.Diagrama de fiujo para fermentaciones sumergidas de Bacillus thuringiensis. Bullay Yousten (1979).J
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Los productos no formulados {polvos primarios) obtenidos a partir de las biomasas
de las diferentes cepas o variedades de Bacillus thuringiensis, deben provenir de lineas
de serotipos puros y describirse de tal forma en sus especificaciones; asf como la
identificacién de la cepa, su potencia en unidades téxicas internacionales, contenido de
humedad, rango de dimensién de las particulas, pruebas de control de calidad realizadas

y los requisitos para empacar y rotular.

Las especificaciones para los productos formulados deben describir al polvo primario
utilizado para su preparacién e incluir las propicdades fisicas relevantes (polvos
rociables, humectables, concentrados, liquidos o granulados); asf como las pruebas de

estabilidad de almacenaje acelerado (De Barjac, 1984).

Los requisitos y sugerencias de aplicacién aérea o temestre , tambien se deben
describir en las especificaciones del producto comercial, al igual que los agentes
diluyentes y surfactantes apropiados para potenciar la eficacia del Bacillus thuringiensis.
Los diluyentes pucden ser liquidos, como: agua y melazas; sélidos como: harinas, talco,
); salvado. Entre los surfactantes mas utilizados se tienen: Triton B 1956, Producto
Coloidal X-77, Biofilm y el spray Sticker de Chevron (Laboratotios Abbott, 1970)

6.1. Pringipales factores a controlar en ¢] proceso de fermentacién

Entre los principales factores sujetos a control en el proceso de fermentacién
importantes para la obtencion de un méximo de crecimiento, se tienen: la aireacién y la

agitacion, asi como el pH y la temperatura (De Bach, 1975).
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Osadchaya et al . (1990) reportan condiciones dptimas de aireacién para el cultivo
de Bacillys thurngignsis mediante fermentaciones sumergidas, usando un método en ¢l
que se establece que el aire favorece un incremento de la biomasa bacilar y de la
actividad insecticida al término del periodo completo de cultivo; mencionando que el
incremento de la velocidad de agitacién del medio es negativo; por lo que se recomienda
un suministro de aire de 0.5 litros por minuto para las primeras 12 horas, con un
incremento a 1.0 1/min en las siguientes horas de fermentacién, manteniendo constante

la velocidad de agitacion del medio de 500 revoluciones por minunto (rpm).

La temperatura de cultivo, debe mantenerse usualmente entre 28 a 35°C, aunque
muchas cepas de Bacillus thuringiensis crecen a temperaturas de 41°C (Bullg y Yousten,
1979).

El pH de cultivo debe tener un rango entre 6.5 a 7.5 para obtener una mayor
produccion del complejo esporas—cristal,

(Valenzuela, 1987).

6.2. Inconyenientes Qus se presentan en el periodo de fermentacidn

La intensa formacién de espirna en los fermentadores, originada por los sistemas de -
agitacién y aireacién ¢ incrementads por la desnaturalizacién de protefnas y alta
visopsidad en el medio de cultivo . Entre los métodos convencionales para ¢l control de
espuma se tienen: la adicién de agentes antiespumantes y el empleo de aspas mecdnicas

que descomponen la espuma que se adhiete al agitador.
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La prevencion de la formacion de espuma hace posible que los tecipientes de cultivo,

puedan llenarse casi compl te a toda su capacidad. Para la produccion del

Bacillus thuringiensis, la manteca de cerdo ha sido usada como agente antiespumoso

(DeBach,1975).

La infeccion de Bacillus thuringiensis por bacteriéfagos liticos, es un continuo
problema para algunas manuficturas; por lo cual la prevencion por fagos ha incluido

una cxtrema higiene en plantas fermentadoras (Bulla y Yousten, 1979).

6.3. Algunos medios de cullivo propuestos para yna mejor produccidn

Abdel et al. (1991) citan un medio de cultivo para fermentaciones con la siguiente
composicion:
Productos de soya 3%, melazas 1%; ademds de aircacién de 0.37 & 6.62 voliimenes por
cada volumen de medio de cultivo por minuto (v/v/min); pH de 6.5 a 7.5; y temperatura
de 30°C. Reportando un buen crecimiento de biomasa y buenas producciones de esporas
v S-endotoxina del Bacillus thuringiensis serotipo H-14, cepa aislada en Egipto con
actividad insccticida contra Culex pipiens (Diptero:Culicidac) mencinnundo'que esta
investigacidn sugiere la produccion de larvicidas de mosquitos en los pafses donde sean

disponibles estos ingredientes del medio de cultivo.

Ejiofor (1991) reporta un medio de cultivo para fermentaciones, compuesto de restos

cerveceros de levadura y desperdicios de atmidén de yuca; usando accite de palma como
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antiespumante; para la produccién del Bacillus thuringiensis serotipo H-14 como

bioinsecticida, con un rendimiento en la produccién de esporas y cristales de 95%.

Kuppusamy (1991) cita la utilizacién de forraje como medio de cultivo para el
proceso de fermentacion, aplicando una técnica basada en el control de glucosa para

mejorar 1a produccion de células y toxicidad del Bacillus thuringicnsis serotipo H-14.

Khovrychev gt al. (1990) reportan el crecimiento y desarrollo de Bacillus
thuringicnsis en tres ctapas de cultivo continuo en quimiostato, indicando que ¢l
crecimicnto de la bacteria ocurri6 en la primera etapa de la fermentacién, y la formacién
de esporas y cristales en la segunda y tercera ctapa. Con un rendimicnto en la
produccion de esporas entre 30% en la segunda elapa y arriba de 80% en la tercera;
determinando bajas condiciones de rendimiento y un largo tiempo requerido para la

formacion de esporas y cristales.

Muratov ¢t al. (1991) mencionan un estudio morfométrico de células, esporas, y
cristales de Bacillus thuringicnsis mediante una tintura fluorescente (fluoresceina )
scleccionada para ysarse en la determinacién de la concentracién de biomasa viable

durante el crecimiento de la bacteria en medios nutritivos heterogéncos.

Moser (1991) describe el caso de un bioreactor para la produccién de etanol con
bacterias del género Zymomonas, y biopesticidas con Bagillus thuringiensis,

mencionando que la aplicacién d2 bioreactores para la produccion industrial y para fincs
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cientificos, estd siendo muy usada; y que el disefio de bioreactores modelo es una

poderosa contribucidn para el disefio 6ptimo de bioreactores en escala técnica.

6.4. Evaluacién de toxicidad

Para la evaluacién de la toxicidad se utiliza la técnica del bioensayo, basada en la
comparacién de la mortalidad larval entre la preparacion de referencia con la monalidad
reswltante de las formulas de potencia desconocida; la tecnologia inmunoquimica, como:
el analisis inmunosorbente ligade a enzimas (ELISA), entre olros . tambien esta siendo

aplicada para la evaluacién de las formulaciones (De Barjac, 1984).

E! mismo autor anterior sefiala que Ja proporcién de cristales que conticnen esporas-
S-endotoxina de una preparacién de Bacillus thuringiensis fluctia con la cepa del bacilo
¥ su modo de produccién, por lo que el conteo de esporas viables como célculo de la

toxicidad, no provee una medida real de la actividad insecticida,

Bulla y Yousten (1979) indican que el resultado de la toxicidad de las cepas de
Bacillus thuringiensis debe ser reportado en unidades internacionales (UI), y la actividad
debe ser comparada con una preparacidn estandar internacional basada en la cepa E-61,
preparada en el Enstitusto Pasteur en Paris, Francia; a la cual se le asigné una potencia
de 1000 unidades internacionales por miligramo (UI /mg); mencionando que s¢ ha
establecido, que cada fabricante prepare individualmente su propia férmula estandar
primaria basada en la cepa E-61. La formula de la preparacién estandar primaria es la

siguiente:
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DLy, de la estandar

Ul =
mg de muestra DL,, de la muestra

x 1000 Ul/mg.

Valenzuela ( 1986) aclara que desde 1961 se adopto la cepa E-61 como la
primera estandar intemacional. Y debide a que la toxicidad de una misma especie de
Bacillus thuringiensis puede variar de una formulacién a otra, la Divisién de Regulacién
de Plaguicidas de los Estados Unidos, acordé la necesidad de preparar una formula
estandar primaria para ese pafs, a partir de la cepa HD-!; codificada oficialmente como:
HD-1-8-1971; con una potencia dc 18000 U/mg. Y haciendo uso del mismo scrotipo
anterior (3a, 3b) se elabord otra férmula reconocida oficialmente como: HD-1-5-1980
con una potencia dc 16000 Ul/mg; a consecuencia del agotamiento de la estandar

primaria.

6.5. Agentes ambientales que afectan 1a efectividad y persistencia de la bacteria

Las preparacionces de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis aplicadas al follaje,
son afectadas por diversos agentes como son: radiacién uitravioleta de la luz solar,

femperatura y lluvia.

Jones ¢t al. (1991) mencionan que las técnicas de obtencién de mutantes con la luz
ultravioleta (UV), pueden ser aplicadas a cepas que son frecuentemente usadas en la

produccion industrial de toxinas de Bacillus thuringiensis.
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Salama et al. (1991) citan ensayos para desarrollar cepas de Bacillyg thuringiensis
Berliner resistentes al calor y a la luz ultravioleta a partir del tratamiento de pldsmidos
por incubacion a 40°C o mediante Ja introduccion de DNA ajeno; mencionando que las
cepas resistentes a la luz ultravioleta prescntaron “alta toxicidad” y algunas alteraciones
estructurales en sus pldsmidos, causadas por la accién de la radiacion; a diferencia de las
cepas resistentes al calor obtenidas experimentalmente, que presentaron “gran reduccién

de su potencial téxico”.

Cohen gt al. (1991) mencionan que la irradiacion del Bacillus thuringiensis variedad
kurstakj cepa HD-1, a 300 - 350 nandmetros (nm) durante ntis de 12 horas usando un
reactor fotoquimico, resulté en una ripida pérdida de la toxicidad de la bacteria contra
larvas del insecto Heliothis anmigera; y que mediante la adsorcion de cationes
croméforos como: acﬁﬂavinav (AF), verde de metilo y rodamina B, en el Bacillus
thuringiensis , se obtuvo la fotoproteccion del componente téxico; seffalando que la AF
presentd la mejor proteccion de esta bacteria; la cual fué altamente téxica después de 12
horas de irradiacion ultravioleta; especulandose qué residuos de triptofano fueron
csenciales para los efectos toxicos del Bacillus thuringiensis al lograrse la
fotoproteccidn mediante la energia de transferencia de moléculas excitadas de triptofano

a moléculas croméferas.

Dunkley y Shasha (1989) mencionan un ensayo de efcctividad de fotoprotectores,
utilizando encapsulados de Bacillus thuringiensis dentro dec una matriz de almidén

conteniendo rojo congo, &cido folico o 4cido paraminobenzoico como pantalla;
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seitalando que ¢l colorante rojo congo fué ¢l mas efectivo, scguido del 4cido félico y

dcido paraminobenzoico.

Shakoori y Mansha (1991) estudiaron las condiciones éptimas de crecimiento y los
efectos de hiperternia sobre la sintesis de protefnas del Bagillus thuringicnsis variedad
kurstaki, con referencia especial al choque térmico, utilizando las protefnas de la
bacteria Escherichia coli después de un choque térmico como base de comparacion. Las
células del Bacillus thuringiensis fueron expuestas a diferentes temperaturas (40, 42, 45,
48, 50 y 55°C) con diferente tiempo de duracion (5, 8, 15, 20, 30, 40 y 50 minutos), el
andlisis y cuantificacion de las proteinas efectuado después del choque térmico para
todos los microorganismos, mostr6 en Escherichia coli la presencia de tres tipos de
protelnas con peso molecular aproximado de 76, 73 y 74 Kilodaltons (KDa) a 50°C;
mientras que en el Bacillus thuringiensis variedad kurstaki se presentaron sicte tipos de

proteinas con un peso molecular de 18 a 54 KDa.

Akiba (1991) cita la evaluacidn de la dispersion de Bacillus thuringicusis sobre cl
suelo, bajo condiciones de irrigacién naturale:s y artificiales. La prueba se realizd sobre
plantaciones de moras en condiciones {uviosas de verano, con irrigacién continua de los
cultivos durante un mes. Seftalando que a una profundidad de 10 'cm del suelo, no hubo
traslocacién del Bacillus thuringiensis; y que en condiciones artificiales de irrigacion
con una caida de lluvia equivalente a 450 mm el Bacillus thuringiensis fué detectado a
una profundidad de 3-6 cm. del suelo. En pruebas de itrigacién usando columnas con
suelo de ceniza volcanica el Bacillus thuringiensis no fué capdz de penetrar pero se

detectaron algunas de estas bacterias en el flujo de agua de una corriente que pasaba a
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través de arena de aluvion. Indicando, a partir de los resultados, que el mayor factor
causante del decrecimiento en la poblacion del Bacillus thuringiensis, no se debe a una
disgregacion fisica efectuada por el agua de lluvia al dispersar fa bacteria dentro del

suelo.

Se han reportado otros factores que afectan la efectividad del Bacillus thuringiensis ,
entre estos se conocen: ciertos bacteriéfagos propios de larvas de mosquitos que actian
inhibiendo la potencia de la bacteria. Hussei gt al,, (1991) mencionan que estos fagos
son especificos para las cepas de Bacillus thuringiensis; también las propiedades
adhesivas de la bacteria sobte el follaje, que se correlacionan con el tipo de haja; asi

como con el tipo de formulacién ¥ concentracion utilizadas,

Smimova et al. (1991) reportan un estudio relativo a las propiedades adhesivas que
tienen las esporas de dos subespecies de Bacillus thuringiensis, mencionando que al usar
la técnica de microscopia fluorescente, sc observd que las esporas del Bacillus
thuringiensis subespecic (ssp) galleriae, presentaron mejor adhesién al follaje que las
esporas del Bacillus thuringiensis ssp. dendrolimus (serotipo: 4a 4b); y mediante Ia
microscopia electronica, se reveld la presencia de tres tipos de apéndices filamentosos
sobre la superficie de las esporas de Bacjllus thuringiensis ssp. galleriae, con semcjanzas
funcionales con las fimbriae de las bacterias gram-negativas, que intcrvienen en la
adhesi6n de las células bacterianas a otras células o particulas, y como medio de fijacién
en ambientes acuosos; mencionando finalmente que las esporas fimbriadas presentaron
pruebas de hemaglutinacion no caracteristicas de Bagillus thuringiensis ssp.

dendrolimus, que se correlacionaron con el serotipo flagelar correspondiente. Por lo que
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se considera que los modelos de hemaglutinacion y fimbriasién de esporas pueden tener

un posible valor auxiliar taxonémico.

McGuire y Shasha (1990) reportan el andlisis de varios agentes adherentes y
adyuvantes, utilizados como encapsuladores en formulaciones rociables de Bacitlus
thuringiensis Berliner subespecie kurstaki sefialando que estos materiales fueron
suspendidos en agua y sujetos a prucba de factores fisicos, asi como viscosidad y
adhesién sobre la superficie de las plantas, observando que todas las formulaciones
tuvieron aceptable viscostdad y al aplicarlas sobre hojas de algodon alpunas
permanccicron 4 dfas, y otras 2 semanas; una de estas formulaciones contenia partes
iguales de Mira-sperse (un pregelatinizado utilizado como adherente disponible
comercialmente) asi como sacarosa (6% de sélidos totales), y fue seleccionada como
testigo de persistencia de la actividad insecticida de Bacillus thuringiensis contra larvas
neonatales de Ostrina nubilalis Hubner; los resultados indicaron que en presencia de los

g encapsuladores  adh , la  actividad  insecticida  disminuyo

significativamente entre 2 semanas.

De Barjac (1984) menciona ciertos estudios de laboratorio en los cuales se indica que

4 ¥

la clase de agua, los sedimentos de est y la precipitacién de las esporas-5-
endotoxina del Bacillus thuringiensis serotipo H-14, pueden reducir la actividad téxica

de la bacteria contra larvas objetivo.

Yousten gt al. (1992) llevaron al cabo un estudio para definir el destino de Bacillus

sphaericus ¥ Bacillus thuringiensis scrovariedad jsraelensis en el medio acutico,
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mencionando que las esporas de estas bacterias fueron suspendidas por separado en
botellas de filtrados y en bolsas de dialisis con agua dulce y agua de mar: bajo varias
condiciones de temperatura. pH y salinidad; indicando que la resistencia de las esporas
al calor decrecio lentamente con el tiempo, y ocurrié més rapidamente en las esporas
contenidas en las bolsas de didlisis que en las contenidas en las botellas.  Seialando
también que mediante los estudios de laboratorio se pudo calcular la longevidad de las
esporas en ¢l medio ambiente. asf como su velocidad de precipitacion que se establecio
en relacion con ¢l material de las particulas contenidas en el agua de una columna,
Indicando que las parasporas (tal vez esporas y toxinas) del Bagillus thuringiensis
serovariedad jsraglensis pudieron adherirse y fijarse excelentemente a los sedimentos
suspendidos en el medio. Concluyendo que las observaciones realizadas minimizan
parcialmente la explicacion de la gran persistencia de la actividad larvicida de Bacillys
sphaericus en el campo de prueba que Ia de Bacillus thuringiensis serovariedad
istaclensis,

Reséndiz (1993) cita un ¢studio relacionado con la persistencia de los cristales
toxicos del Bacillus thuringicnsis serovariedad jsraglensis, realizado por Dupont gt al.,
(1986) mencionando que se wtilizaron para ello, cAmaras ambicntales llenas con una
formulacién comercial de Bacillus thuringicnsis serovariedad israelensis y sustratos
naturales de suclos; y otras cdmaras conlenicndo Unicamente, a la formulacion
comereial del bacilo. Sefialando que las cimaras fueron mantenidas casi en el fondo de
un pequeiio lago oligotrofico, y en esas condiciones la toxicidad se conservo estable
durante 21 dias; alcanzando un bajo indice entre los dias 43 y 69 e incrementandose

después de ese liempo. excepto para las muestras que contenian sedimentos orgénicos;



46

indicando también que a temperaturas frias ¢! Bacillus thuringiensis serovariedad

israelensis esporula y libera nuevos cristales,
7. USOS Y APLICACIONES

El renovado interds en el desarrollo de bioinsecticidas a base de Bacillus
thuringiensis ha estimulado el descubrimiento de nuevas alternativas para e control de
plagas de insectos; las proteinas téxicas de esta bacteria ofrecen un gran potencial en la
proteccién natural, asi como un extenso rango de actividad al utilizarse individualmente
contra larvas objetivo, y también en forma conjunta con otros organismos
entomopatégenos, o con productos quimicos insccticidas asi como en la tecnologfa del
DNA recombinante, que provee los medios para su mejoramiento y estabilizacion,

ampliando de este modo sus usos y aplicaciones (Gelemnter, 1990).

Entre los principales problemas entomoldgicos a resolver en México, citados por
Morén y Terrén (1988), se indican algunos de los cuales pueden ser susceptibles de
biocontrol con Bacillus thuringiensis:

Control del complejo de insectos del género Heliothis. que afecta a mds de 12
culfivos basicos o industriales en casi todas las areas del pais; control del complejo en
sus etapas larvarias de plagas de Agrotis-Rirbrotica, que afecta principalmente al maiz y
al frijol; control del complejo de descortezadores del género Dendroctonus, que afecta a
las coniferas maderables en todo el pais; y control del complejo de dipteros
involucrados en la transmision del dengue, ¢l paludismo y la oncocercosis, en el sureste

de la Republica.



{Cuadro 7. Usos del Bacillus thuringiensis

CATEGORIA TOXICOLOGICA
DEL PRODUCTO TECNICO:
TIPO DE PLAGUICIDA:

BACILLUS THURINGIENSIS
INGESTA DIARIA ADMISIBLE: NO DETERMINADA
USO: AGRICOLA, FORESTAL ¥ URRANO.

v .
INSECTICIDA BIOLOGICO DE INGESTION

NARANJO EXENTO SINLIMITE

INCOMPATIBILIDAD: NOMEZCLARLO CON PRODUCTOS DE FUERTE REACCION ALCALINA.
CONTRAINDICACIONES: NO DEJAR REMANENTES DE LA MEZCLA EN LOS TANQUES POR MAS DE 12 HORAS.
PERSISTENCIA: POCO PERSISTENTE
EFECTOS ADVERSOS
AL AMBIENTE: NINGUNO.
EFECTOS ADVERSOS
ALA SALUD: LIGERAMENTE PELIGROSO.
PRECAUCIONES: NO ALMACENARLO A MAS DE 32 GRADOS CENTIGRADOS.
TRATAMIENTO EN CASO
DEINTOXICACION: SINTOMATICO.
USO AGRICOLA
PRESENTACION EQ.eng. CATEGORIA Uso LMR INTERVALO DE
LA.fKGo L. TOXtCOLOGICA AUTORIZADO  ppm SEGURIDAD (DLAS}
APLICACION AL FOLLAJE:
POLVQ HUMECTABLE 32.00 v AIONOLY EXENTO  SINLIMITE
POLYO HUMECTABLE 93.6 v ALFALFA EXENTO  SIN LIMITE
POLYQ HUMECTABLE 100.00 v ALGODONERO EXENTQ  SINLIMITE
SUSPENSION ACUOSA 840 v APIO EXENTO  SIN LIMITE
SUSPENSION ACUOSA 35.00 v ARDOLES FORESTALES EXENTO  SIN LIMITE
SUSPENSION ACUOSA 22500 [\ BERENJENA EXENTO  SIN LIMITE
BROCOLL EXENTO  SIN LIMITE
CACAHUATE EXENTO  SINLIMITE
CALABACITA EXENTO SINLIMITE
. EXENTO SN LIMITE
CARA DE AZUCAR EXENTO  SPNLIMITE
CHICHARO EXENTO  SIN LIMITE
CHILE EXENTO  SINLIMITE
CITRICOS EXENTQ  SIN LIMITE
coL EXENTQ  SIN LIMITE
COL DE BRUSELAS EXENTO  SINLIMITE
COLIFLOR EXENTO  SINLIMITE
ESPINACA . LXINTC  SINLIMITE
FRESA EXENTO  SINLIMITE
FRUOL EXENTO  SINLIMITE
GARBANZO EXENTO  SINLIMITE
GIRASOL EXENTO  SINLIMITE
ITTOMATE EXENTO  SINLIMITE
LECHUGA EXENTO  SINLIMITE o
MAIZ EXENTO  SINLIMITE
MELON EXENTO  SINLIMITE
NABO EXENTO  SINLIMITE




Fundm 7. Continuacion ..,

—

Bagillus thuringiensis

USO AGRICOLA

PRESENTACION £Q.eng.

PLANTAS FORMULADORAS EXCLUSIVAMENTE:

POLVO 1000 00 v
GRANULADO 200 v URBANO
SUSIPENSION ACUOSA 6.00 w URBANO

CATEGORIA Uso LMR, INTERVALO DE
IAJKG.o L. TOXICOLOGICA AUTORIZADO ppm. SEGURIDAD(DIAS)
ORNAMENTALES EXENTO SIN LIMITE
PAPA SIN LIMITE
PEPINO SIN LIMITE
PERENL SIN LIMITE
PINA SIN LIMITE
PLATANO SINLIMITE
SANDIA SIN LIMITE
SORGO SIN LIMITE
SOYA SIN LIMITE
TABACO SIN LIMITE
TOMATE DE CASCARA SIN LIMITE
viD SIN LIMITE

ICmIogo Oficial de Plaguicidas (1992). Direccién General de Sanidad Vegetal |
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7.1. Aspect agricala
7.1.1. Importancia de las plagas agricolas

La gran importancia que tienen los insectos como organismos perjudiciales en el
proceso de la produccion agricola hacen indispensable el empleo de medidas de
combate que logren reducir al miximo sus poblaciones y consecuentemente los graves
dafios ocasionados en los cultivos, que implican una reduccidn en la produccion y

cuantiosas pérdidas cconémicas (Carrillo, 1983).

Mordn y Terxén (1988) sealan que los dafios causados por los insectos en México,
son cuantiosos, y no existen cifras absolutas de éstos pero se¢ pueden cncontrar datos
parcinles -que dan idea sobre las pérdidas sufridas, como el reporte de Guevara y
Calderdn, donde se cuantifican las pérdidas de: maiz, fiijol, arroz, sorgo, ttigo, soya y
algodén; basados en un promedio de diez aflos, indicando que el dafio atribuible a estas
plagas superaba el 17% del total de las pérdidas cquivalentes a un promedio de més de
275,608 hectéreas de cultivo deterioradas anualmente, con un valor asegurado de mis de
152 millones de pesos. Mencionando también que el Bacillus thuringiensis {conocido
como: Thuricide, o Dipel) ¢s uno de los microorganismos mds utilizados en ¢l control

biolégico de plagas agricolas.



. Cuadro 8. Plagas de lepidép y coledp més y de gran imp ia en el pals.

Nﬂmbl’l - r n T T T
comiin Género Latva y adulto Dafio causado a los cultivos
% "destruye 1as bellotas del algod6n,
Gusano del
Heliothis los elotes del maiz, y 1a yema del
bellotero Ny ] :
\-1 ?:Y % tabaco.
W atacan ¢l follgje de casi todas
Gusano tro-
Agrotis las plantas, especialmente del
zador negro
i algodonero, col, frijol, y malz.
i
: dﬁ% barrenan las rafces y talios.
l Mayate Atacan frijol, soy, melén, pe-
! rayado pino, sandia, papa y berenjena.
|

- Berlijn (1990)
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7.1.2. Toxicologls de Bacillus thuringiensis y su interaccién con otros agentes de
control de insectos plaga.

Kuz'min ¢f al.. (1991) reportan un estudio cuyo propdsito es construir genes
derivados de las toxinas del Bacillus thuringiensis variedad kugstaki ( HD-1) que puedan
ser capaces de codificar proteinas que posean simultineamente: actividad insecticida y
enzimitica de kanamicina-fosfotransferasa de B-glucuronidasa, y expresarse
normalmente cn plantas. Mencionando que el gen VI del virus del mosaico de la .
coliflor, fue usado para obtener una codificacién secuencial completa de la &
endotoxina. Los resultados del estudio confirmaron la posibilidad de obtener proteinas
bifuncionales, seffalando que los genes derivados de estas proteinas, son potencialmente
capaces de expresarse en plantas y podrin ser usados en la obtencién de plantas

transgenéticas con un incremento de resistencia a insectos.

Molina et al ., (1991) comentan que la §-endotoxina producida durante la
esporulacién por e! Baciltus thuringiensis de la lamada variedad berliper (serotipo 1) y
por la variedad kurstaki; presenta el mismo poder larvicida contra varias familias de
lepidépteros; scitalando que la expresién transgenética de la §-endotoxina en plantas,
confiere proteccién del ataque larval. Por lo tanto describen la incorporacién del gen
codificador de S-endotoxina de! Bacillus thuringiensis variedad kurstaki dentro del
genoma de Nicotiana tsbacum variedad Pefit Havana, usando a la bacteria
Agrobacterium tumefaciens como sistema. La reaccién de este gen fué analizada
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evaluando la actividad bioldgica de las plantas transgenéticas y de su progenie, por

medio de pruebas de infestacion con larvas de Heliothis virescens (gusano del tabaco).

Benedict gt al., (1992) citan la evaluacion de la resistencia de seis lincas de algodén,
al gusano de los brotes del tabaco Heliothis virescens; mencionando cuatro lineas de
algodén conteniendo clones transgenéticos de la 8-endotoxina del Bacillus thuringiensis
variedad kurstaki, y dos lineas de control, una marcada con un antibidtico resistente y la
otra sin control transgenctico: reportando finalmente que las lineas transgenéticas de
Bacillus thuringiensis no hivieron expresién de la 8-endotoxina a nivel suficiente para
ser relativamente de gran influencia sobre la conducta larval, crecimiento,

supervivencia, o dafio de la planta.

Merryweather et al., (1990 mencionan que el gen codificador de la -endotoxina del
Bacillus thudngiensis subespecie kurstaki HD-73, fué insertado cn ¢l genoma det
baculovirus causante de la poliedrosis nuclear en insectos de la especie Autographa
califomica (gusano medidor): usando dos sistemas de contro! transgenético para obtencr
virus negatives y positivos en cuanto a la produccién de poliedrina-§-cndotoxina. Las
actividades biolgicas de los dos virus recombinantes fueron evaluadas mediante
pruebas de bioensayos sobre larvas de Trichoplusia nj (gusano falso medidor) infectadas
por ingestion de extraclos de particulas virales, o mediante lesiones corporales. En et
anilisis de las células larvales se detectaron protelnas de: 130, 162 y 44 Kilodaltons, con
un pico maximo de sintesis a 18 horas post-infeccion, estas proteinas reaccionaron con

¢l antisuero especifico de la bacteria estudiada. El virus transgenético tuvo un valor en
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la LD-50 (dosis letal media) dos veces mds alto que el de un virus no modificado. Los
datos obtenidos indicaron que la cxpresion del gen de la S-cndotoxina por un

baculovirus produce material con actividad insecticida.

Prasad y Kushwaha (1990) citan los resuliados de un cstudie cuantitativo relacionado
con ¢l insecto lepidoptero Spodoptern litura en plantios de col y coliflor durante los
afios de 1975 y 1976: este estudio reveld una incidencia de enfermedades microbianas
diagnosticadas como bacteriosis producidas por: Bacillus thuringiensis , Pscudomonas
aeruginosa, ¥ Streptococens sp: entre larvas, pupas, y adultos del insecto; sefialando que
el pico de incidencia se suspendié durante Febrero-Marzo y Agosto-Octubre. Para los

cultivos de col y coliflor respectivamente.

Gallegos y Sanchez (1992) reportan la evaluacidn téxica de cepas nativas de Bacillus
thuringiensis (Berliner) contra el gusano soldado Spodoptera frugiperda y el gusano de
los brotes del tabaco Heliothis vitescens, plagas de lepidopteros de importancia
econdmica en México. Indicando que cada una de las cepas bacterianas aisladas, fué
cultivada en medios de melazas suplementados con harina de soya. El complejo
esporas-8—endotoxina de cada cepa fué extraido al final de la fermentacion para evaluar
su toxicidad; siendo ésta, contra “el gusano Soldadu1‘;, y mayor a la presentada por a
formulacién estandar intemacional: HD-1-S-1980, (concentracion letal media, LC-
50=6492 mu-g/ml.. mili-unidades-gramo por mililitro); estas cepas codificadas como
GM-L, GM-8, GM-9, GM-10 y GM-11; tuvieron un valor en ."l.l LC-50 de: 92.5, 77.1,
275.1,59.0 y 183.3 mu-g/mi, respectivamente. La LC-50 de la cepa GM-10, (19.3 mu-

g/mi) 1ambién excedid a la presentada por la formulacion estandar internacional: HD-1-
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S-1981, (21.6 mu-g/ml) contra “el gusano de los brotes del tabaco™. Comentando
finalmente que la cepa GM-10 pucde ser considerada como una de las mejores y

selectas para ¢l control de lepidépteros en México.

Whitlock gt al., (1991) mencionan que los estandares del Bagillus thuringiensis
variedad kurstaki (HD-1) y los productos formulados resultados de esta cepa pueden
mostrar limitada patogenicidad al gusano cortador del tabaco (Spodoptera litura). Sin
embargo reportan dos nuevas cepas de Bacillus thuringicnsis (K-2074 y K-2173)
aisladas en Tajwan, que han sido identificadas como altamente patégenas para ¢l gusano

cortador del 1abaco.

Ferro y Lyon (1991) reportan Jos efectos producidos por el Bacitlus thuringiensis
subespcie san diego (aislamiémo agrupado como biovariedad) sobre larvas de diferente
estadio del escarabajo colorado de la papa, a concentraciones diversas y condiciones
diferentes de temperatura, mencionando que la aplicacién de esta bacteria necesita mas
tiempo de exposicion larval para el tratamiento del follaje, por lo menos de 6 a 8 horas

cuando la temperatura exceda a 24°C.

Karamanlidou ¢t al., (1991) llevaron al cabo, un estudio de ciertos Bacillus
thuringiensis recobrados del medio ambiente de plantaciones de olivo, en Grecia.
Mencionando que de 80 aislamientos 24 presentaron inclusiones cristalinas
parasporales; estas bacterias cristaliferas fueron utilizadas como testigo de toxicidad
contra insectos voladores (moscas negras) del olivo (Dacus oleag). Los niveles de

toxicidad exhibidos por los diferentes aislamientos bacterianos. variaron de 7 a 87%.
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Observando altos niveles de mortalidad con mezclas de cristales y esporas; en
comparacién con la moralidad resultante de cualquier fraccidn (cristales o esporas)
sola, Sefalando que los aislamientos bactcrianos mds activos, fueron mortalmente

especificos para Dacus oleae.

Keill (i991) reporta la evaluacion de campo ) faboratorio de una formulacion de
Bacillus thuringiensis variedad israclensis, codificada como: ABG-6193; utilizada como
testigo de toxicidad contra larvas de insectos voladores (moscas negras) de zetas:
Agaricus biosporus (Lange); seflalando que esta formulacién o formulaciones similares

tienen buen potencial para el manejo de plagas en zetas comerciales.

Walgenbach y Estes (1992) realizaron un estudio en 1988 y 1989, para determinar
los beneficios econdémicos asociados con el uso de varios pesticida en cultivos de
tomate, en el noroeste det estado de Carolina, E.U.A., mencionando que el gusano del
tomate Helicoverpa zea (Boddie), fue la plaga de insectos mds importante que causé
pérdidas en 3,385 y 941.0 hectdreas de cultivo ¢n los afios de 1988 y 1989
respectivamente. Reportando también, el dafio indirecto causado por el insecto plaga de
patatas, y por el gusano de la fruta del tomate; que fucron controlados con el insecticida
quimico Carbarilo y con el insecticida biolégico Bacillus thuringiensis . Sefialando que
los insecticidas quimicos de amplio espectro, como: Endosulfan, Esfenvalerato y
Metomilo; fueron por lo general més provechosos que el Carbarilo y el Bacillus
thuringiensis; registrandose que en las condiciones del ticmpo seco del afio de 1988,
muchos insecticidas fueron provechosos en un intervalo de 5 a 10 dias; y en las

condiciones de humedad del aflo de 1989, ¢l corto efecto residual de los insecticidas
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Metomilo y Bagillus thuringiensis; fué netamente alto y provechoso incrementandose a

5 dias de intervalo.

Bellows et al., (1992) mencionan un estudio relacionado con la toxicidad residual de
14 productos insecticidas comerciales usados para la supresién de Luseius stipulatus
Athias Henriot (Acarina, Phytosciidae); en drboles de citricos. Sefialando que varios de
los insecticidas estudiados, tuvieron pequefios efectos sobre Euseius stipulatus depués
de 7 dias post-tratamiento; entre los que se incluyeron algunos como: Triclorfon, Naled,
Paration, Clorpirifos, Mevinfos, y una formulacion de Bacillus thuringiensis;
mencionando también que algunos otros insecticidas como: Carbosulfan, Thiocarb,
Metomilo, y dos formulaciones de Carbarilo; causaron una mortalidad por arriba de 30
dias. Sin embargo, los insecticidas Fluvarinato y Esfenvalerato causaron Ja mayor
mortalidad por arriba de 60 dias post-tratamiento. La mortalidad fué correlacior;ada con
la cantidad de residuos toxicos depositados por cada producto insecticida testigo; de los

cuales algunos presentaron pequefios efectos sobre a fertilidad.

Tabashnik gt al., (1990) indican que los insecticidas comerciales, formulados a base
del complejo de esporas-cristal del Bacillus thuringiensis subespecie kurstaki,
originaron ¢! desarrolio de resistencia, en poblaciones de campo de una de las plagas de
lepidépteros mas importantes en vegetales, la palomilla diamante negro: Plutella
xylostella. Bioensayos de la larva presentaron que la concentracion que produce el 50y
el 95% de mortalidad, (LC-50 y LC-95}; en cl campo de poblacion de la palomilla
diamante negro, tratado repetidomente con el Bacillus thuringiensis; fué de 25 a 35

veces més prolongado que en Ias respectivas LC-50™ y LC-95" para dos poblaciones de
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laboratorio susceptibles. E! porcentaje de mortalidad en el campo, con el Bagillus
thuzingfensis, fué de 34 a 35% en dos poblaciones resistentes; comparadas con el 90 a
100% cn el caso de las poblaciones susceptibles. Mencionando que el resultado sugiere
que ¢l potencial para ¢l desarrollo de resistencia en poblaciones de insectos, es una
importante consideracion para el despliegue de genes téxicos de Bacillus thuringiensis
por medio de la ingenieria genética en las plantas, asi como el uso de Bagillys

thuringiensis en tacticas relacionadas cen este método.

Song (1991) menciona el descubrimiento de grandes diferencias inter-regionales en
la concentracién letal media del Bacitlus thuringiensis Berliner. Indicando que el LC-50
de esta bacteria resulto ser, de 5.5 partes por millon para la palomilla diamante negro
perteneciente a la cepa KN-A, otra de estas cepas, la Pyungchang, presenté una

* resistencia de més de 40 veces comparada con la anterior; y la cepa JMC; susceptible a
insecticidas quimicos piretroides, también presentd, resistencia de 12 veces mids, al
Bacillus thuringiensis; sugiricndo ésto, diferencias cn cuanto a mecanismos de

resistencia entre piretroides y Bacillus thuripgiensis.

7.2. Aspegto forestal
7.2.1. linportancia de las plagas forestales

La importancia de estos insectos plaga, como organismos perjudiciales, se manifiesta
por ¢l deterioro de los bosques implicando bajos rendimientos en sus producciones y
afectando sus valores estéticos y recreativos; ademds de los daiios que causan al monte,

estos insectos se consideran también como productores de molestias y, a veces, de
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- problemas de salud en los trabajadores forestales y personas que transitan o utilizan el

monte (Cadahia y Robredo, 1985).

Rodriguez (1990) menciona que la cuantificacion de la diversidad de los dafios
causados por los insectos, es dificil de medir, y en México s¢ ha dado poca atencién al

3

desarrollo de procedimientos para estimar y o

estos daifos en forma mas o

5!

menos precisa.

El manejo de plagas epidémicas en grandes dreas boscosas, resulta muy dificil a
causa de diversos factores como son: condiciones climéticas, topografia del lugar
afectado, naturaleza del bosque, tipos de insecticidas quimicos o bioldgicos registrades
para su uso y tecnologias disponibles para la aplicacién del insecticida (Ecobichon,

1990).
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Cuadro 8. Superficies forestales afectadas por descortezadores y defoliadores.

Estados: Inspeccion Descortezadores Defoliadores
Hectareas Afectadas Tratadas Afectadas Tratadas
[AGUASCALIENTES 24.460 250 170
BAJA CALIFORNIA 164.850 163
CAMPECHE 117.698
COAHUILA 171.228 194 32
COLIMA 16.162 327 44
CHIAPAS 455,150 3
CHIHUAHUA 2.043.470 1.287 1.271
DISTRITO FEDERAL 9.608 350 347 1.200 1200
DURANGO 1.734.126 32 32
[DURANGO LAG. 15,000
GUANAJUATO 222.500 51
GUERRERO 373.250 1.168 331
HIDALGO 239,712 22 23
JALISCO 815.296 22 16
MEXICO 360.784 150 3z
MICHOACAN | " 180148 876 610
MORELOS 20.767 356 61 ]
NAYARIT 327.406 14 6
NUEVO LEON 515.600 87 104 1.000 70
OAXACA 1,125.069 4,032 711 148 148
PUEBLA 143,756 441 205
QUERETARO 51.432 84 33
QUINTANA ROO 500.000
SANLUIS POTOSI |~ 300,691 RN
SINALOA 42,089
SONORA 126,805 20
TABASCO 19.688
TAMAULIPAS 329.130 32 14
VERACRUZ 185.756 227 101
YUCATAN 485.977
ZACATECAS 550.324 320 20
TOTALES 13.576.872 10.603 4137 2394 1.418

"~ "'DSF Departamento de Sanidad Forestal, Direccion General dé Profeccion Forestal y Fauna
_Silvestre. (1993). SARH.



Cuadro 10. Complejo de di fores de gran imp ia enel pals
Nombre Especie forestal
técnico atacada Larva y adulto
Dendroctonus sp. Pinug spp. Pino

Eodrlguez (1990)

Cuadro 11, Distribucién de la superficie forestal j
- B
! Millones ds hectareas .
Superficie arbolada 40.5 o
Vegetacién nr;us_ti;n ' 274 a
Matomales 564
Arcas perturbadas 170
Vegetacion hidréfila LS _!

ﬁycs yBorja (1980)
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7.2.2. Toxicologia de Bacillus thuringiensis y su interaccién con otros agentes de
sontrol de insectos plaga.

Ojeda y Carbajal (1990) mencionan que en México, se han realizado pocos trabajos
de control biolégico, los cuales se han enfocado hacia el control de insectos

defoliadores, donde se incluye la utilizacién del Bagillus thuringiensis Berliner.

Rodrigucz (1990) seflala que el control biolégico no se practica con frecuencia en los
insectos descortezadores, porque parece que son mas importantes {os factores climiticos
y de nutricién, en la aparicién de estas plagas; mencionando también que en prucbas
efectuadas ¢n ¢l aflo de 1974, aplicando los inoculantes: Dipel y Thuribac (a base de
Bacillus thuringiensis variedad Kurstaki), en la region lacustre de Xochimilco sobre
arboles de ahugjote Salix spp., para el combate del gusano de Bolsa del Sauce

Malacosoma azteca Neum., Dipel, propotcion6 el mejor control de esta plaga.

Pineda y Canseco (1991) mencionan que en 1986, se detectd en los bosques de Abies
religiosa de la parte central del pais, un brote explosivo del defoliador del Oyamel Evita
hialinaria blapdatia (Diar), implementindose una campafia para su combate en la cual se
utilizd un bioinsecticida formulado a base del Bagitlus thuringiensis variedad Kurstaki; y
debido a la proximidad de las zonas tratadas con los sitios de invernacién de la mariposa
monarca (Danus plexippus), sc 1levé al cabo una determinacion de susceptibilidad de los
adultos de esta especie de mariposa a la bacteria. El estudio fué realizado durante 1988-
1989; mediante pruebas de campo y de laboratorio, exponiendo poblaciones de la

mariposa a diferentes concentraciones del bicinsccticida. Los resultados obtenidos
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indicaron que la mortalidad registrada fue causa de varios factores entre los que se
encuentran: el aumento de 108 requerimientos alimenticios de la monarca, 1a mortalidad
natural que se presenta al finalizar la temporada de invernacién, la presencia natural de
otros agentes microbianos, y el manejo del que fueron objeto las mariposas. Seflalando
que en ningpno de los tratamicntos empleados, se observaron efectos letales que

pudicran atribuirse terminantemente ai Bacillus thuringiensis.

Novo Biokontrol (1988) comentan que en algunos pafses como Canadé y algunas
provincias de Estados Unidos, los programas de proteccion forestal, dependen
totalmente de los pesticidas formulados con la bacteria Bagillus thuringiensis; como el
;Jroducto llamado Foray™ 48-B, que ha sido desaroliado con base en esta bacteria;

prescatando efectividad contra el gusano de la polilla, Lymantria dispar; y el gusano de

picea, Choristoneura fumiferans; plagas de gran importancia forestal.

Bemicr gt al, (1990) explican que Biodart™ es una preparacidn de Bacillus
thuringiensig con base acuosa, refacionada con el desarrollo de bioinsecticidas para el
control de Choristonewrs fumiferana vatiedad ¢lemens (gusano de los brotes del abeto),
Lymantxia dispar (gusano de la polilla), y Malscosomia dissta (gusano telaraftoso), en
bosques. El producto conticne una nueva cepa de Bacilius thuringiensis variedad
canadensis (A-20); seleccionada por la alta potencia intrinseca y amplio espectro de

actividad.

Ecobichon (1990) comenta que desde 1952, Ia provincia de New Brunswick,

Canads., ha realizado ensayos en el contro! de epidemias producidas por el gusano de
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los brotes del abeto (Choristoneura fumiferana variedad clemens), habiéndose
desarrollado actualmente un programa de rocio aéreo mediante dos insecticidas
quimicos (Fenitrotion y Aminocarb), y un agente de control biologico (Bacillus
thuringiensis ). Considerando la posibilidad de efectos adversos en ¢l hombre se realizo
un cstudio extensivo de a toxicologia de estos pesticidas, asi como de las tecnologias de

aspersion adrea, para obtener una mejor proteccion de las zonas de habitacion humana.

Sundaram y Sundaram (1992) citan el desarrollo de un método de bioensayo sobre la
mariposa de la polilla (Lymantrda dispar) a nivel de campo y laboratorio, para
determinar la persistencia de las proteinas del Bacillus thuringicnsis variedad kurstaki
en cl follaje de robles después de la aplicacién aérea de la formulacién comercial Foray

48-B.

Van et al ., (1992) comparan la actividad insecticida de los cultivos esporulados de
las cepas del Bacillus thuringiensis: HD-1 y NR-12 de fa subespecie kurstaki ; contra
cuatro especies de lepiddpteros defoliadores de bosques, usando ensayos de
incorporacion dc dictas, Scfialando que no hubo diferencias en la concentracion letal
mcdié (LC-50) entre las dos cepas patogenas para: larvas del gusano de los brotes del
abeto (Chortistoneura fumiferana), polilla gitana (Lymantria dispar), gusano del abeto
americano (Lambdina fiscellaria) y polilla blanqueadora (Qrgyia leucostigma). Ambas
cepas fueron considerablemente mds tdxicas que la formulacion estandar intemacional:
HD-1S-1980, comparadas sobre bases de solubilizacion de protefnas alcalinas, pero no
sobre las bases de actividad toxica o unidades internacionales, La hibridacion del

cenoma del DNA reveld la presencia de tres genes codificadores del cristal CrylA, en
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cada uno de los aislamientos bacterianos usados en este estudio, en el cual se incluyé
también a la cepa de la formulacion HD-1-S-1980, que cxhibio pérdida de los genes

codificadores del cristal Cry1A productores de toxina.
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Cuadro 12. lnsectos fitopatbgenos controtados con el insecticida bioldgico Dipe!

thuringiensis variedad kurstaki
Insectos plaga

Cultivos Nombre comin Nombre técnico
AJONJOLI Gusano medidor Jrchoplusia sp.
Falso medidor Pseudoplusia sp.
ALCACHOFA Gusanos Pigiypiilia_sp.
ALFALFA Gusano de la alfalfa Coligs sp.
Gusano medidor Autographa sp.
ALGODON Gusanos cortadores Agrofis sp., Prodenia sp.
Gusano medidor Alabama sp.-
Gusano menor de la hoja Anonis sp.
Falso medidor Trichoplusia sp
Gusano beliotero Heligthis sp.
Gusano soldado Spoedoplera sp.
ALMENDRO Gusano barrenador Anarsia sp.
APIO Medidor del apio sp.
Falso medidor Tdchoplusia sp.
Gusano cogollero Heliothis sp.
BERENGENA Gusano del cuermno Manduea sp.
BANANA Gusano de 1a hoja Cemmidia sp.
CRUCIFERAS
Col Gusano de fa col Pieris sp.
Brocoli Palomilla Plutella sp.
Coliflor | Falzo medidor Iﬂchnplusla Sp.
Gusanos cortadores. Agrotis. Prodenta
CUCURBITACEAS
Melones Perorador del melon Riaphania sp.
Pepinos Falso medidor Trichoplusia sp. _
Sandlas Gusano del fruto Heliothis sp.
Gusanos cortadoras Agrotis, Prodenia
CANA DE AZUCAR | Gusano de la hoja Calisto sp.
Gusano barrenador Digiraea sp.
CIRUELO Gusano del céncer de primavera | Paleacila sp.
COCOTERO Gusano listado cabezén Brassolis sp.
CHILE Gusano del cuemo Manduca sp.
ESPINACA Falso medidor Trichoplusia sp.
Palomilla Plutells sp.
FRESA Falso medidor Trichoplusia sp.
Gusano cogollero Heliothis sp.
FRIJOL Falso medidor Trichoplusia sp.
Enrollador de la hoja Eudamus sp.
GARBANZO Gusano del fruto Heliothis sp.
GRANOS
Aoz " ’
Maiz Gusanos cortadores Agrotis, Prodenia sp.
Sorgo Gusano cogollero Spodoptera sp.
GIRASOL Falso medidor Trichoplusia sp
LECHUGA Palomilla Plulella sp
Falso medidor

Gusano de la cal
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T

Insectos plaga
Cultivos LT —— ‘N%n%ré‘téc‘m’&ﬁ__"' T
MANZANO Gusano del cancer de primavera Paleaciita sp.
MANI O CACAHUATE Falso medidor Trichoplusia sp.
MOSTAZA Falso medidor Trichoplusia sp.
Y Palomilla Plutella sp.
NABO Mariposa blanca Pieris sp.
NARANJA Gusano perro Papilig sp.
Tortricido sp. Argyrolaenia sp.
Enrolflador de la hoja Archips sp.
Gusano negro Papilip sp.
PALMA AFRICANA Gusano listado Brassolis sp.
Gusano cabrito Qpslohanes sp
PAPAS Falso medidor Irichoplusia sp.
. Gusano del cuerno Mandyga sp.
Enrollador de la hoja_ Eudamus. sp.
REMOLACHA Falso medidor Trichoplusia sp.
PEREJIL Falso medidor Trichoplusia sp.
TABACQ Gusangs cortadores Agrotis. Prodgnia sp.
Gusano primavera o cachudo Manduca sp.
Falsa medidor Trichoplusia sp.
Gusane cogollero Heliothis sp.
TOMATES Falso medidor Trichoplysia sp.
Gusano del cuerno o cachudo dyca sp-
I Gusano del fruto Heliothis sp.
ViD Esquelglorizador Harrising sp.
Enrolladores Desmia sp., Torrix sp.
YUCA Gusanos de las hojas Manduca sp.
FORESTALES Gusano telarafoso Malacosoma sp.
Gusano del cancer Alsophilasp.
Gusang del pinabete Choristoneura sp. |
PLANTAS Gusano caftucho Jhyddopleryx sp.
ORNAMENTALES Gusano telafiaroso Malacosoma sp.
Gusano del céncer Alsophila sp.

Laboratorios Abbott,(1970).
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7.3. Aspeceio médico
7.3.1. Importancia de los artrdpodos de interés médico

La importancia de los artrépodos en medicina humana se puede resumir en cuatro

puntos principales:

0 Actiian como transmisores de agentes etiologicos causantes de enfermedades;

0 como productores de enfermedad;

0 como catsa de molestias; y

0 ocasionando grandes pérdidas econdmicas en comunidades o pafses que sufren la

presencia de estas plagas.

El papel principal de estos artropodos, es el que realizan como transmisores de
agentes etiologicos productores de enfermedades.  Se les denomina transmisores
(vectores) porque durante su vida son capaces de transmitir o transferir los agentes
infectantes de los animales al hombre, de productos contaminados al hoinbre, de hombre
2 hombre, del hombre hacia animales, ete. La transmisién la pueden reafizar en forma
mecdnica (por ingestion, aplastamiento, y diseminacion por contaminacion); o biologica
(propagativa, cicloevolutiva, y ciclopropagativa). Entre los artrépodoes uno de los
oOrdenes més importantes desde el punto de vista médico, es el de los Dipteros (dos alas),
nematoceros y ortdrrafos, que comprende las familias: Culicidae (mosquitos), Simulidac
(moscas negras), Ceratopogonidae {jejenes), y Muscidae (moscas) entre otras (Tay ¢t al.,

1990)



Cuadro 13, Enfe d imp: enclpa;s‘ al hombre por insectos vectores.
Enfermedad Agente c-xiol;gico 4 :h:ctor Larvay a;:;
Dengue Virus ARBO Afdes sp.
Paludismo Plasmodium sp. Anopheics sp.
.| -
Oncocercosis Qrichocerca valvulus Simulfam sp.

Tay et al (1596} !
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7.3.2. Toxicologla de Bacillus thuringiensis ¥ su interaccion con otros agentes de
control de insectos vectores de enfermedades humanas

Rodriguez ¢t al., (1991) presentan los resultados obtenidos cn la evaluacion de ﬁna
formulacién conteniendo al Bacillus thuringiensis variedad israclensis, como
ingrediente activo; explicando que a partir dc la formulacién estdndar internacional
codificada como: IPS-82, se obtuvo una bacteria que fuc multiplicada en un medio de
melazas y extracto liquido de mafz; mencionando que la potencia de las esporas-cristal
 de esta bacteria, s¢ determind sobre larvas de mosquitos Aiédes aggypli (Diptera:
Culicidae), dando un resultado de 3571.42 UTI/mg (unidades téxicas internacionales
por miligramo), q-ue coraparada con la potencia estandar intemacional, fue cinco veces
menos potente. La potencia de la formulacién obtenida en cl laboratorio se probé e
nivel de campo sobre los mosquitos Agdes acgypti y Culex sp (Diptera: Culicidac),
obteni¢ndose un resaltado de : 109.1 UT/mg y 77.92 UTUmg respectivamente.
Mencionando que estas especies de culicidos, estin ampliamente distribuidas en el
sureste de México, y son vectores de enfermedades como ¢ Dengue y Encefalitis

viricas.

Carmona y Espinoza (1991) comentan que ia prevaltencia de Atdes acgypti y Culex
pipiens quinquefasciatus (Diptera : Culicidee), transmisores potenciales del Dengue
cldsico, Dengue hemorrdgico, y Ficbre amarilla, asf como de 1a Encefalitis de San Luis,
Encefalitis chuinu, y de la Elefantiasis, en et estado de Chiapas; que a pesar de la
aplicacién de los insecticidas como el Malation y Abate; hacen de éste,un lugar

prioritario para el control integral de los vectores, comprendiendo la unién de métodos
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fisicos, quimico's, y biolégicos. En el trabajo realizado, se probé Ia accién larvicida de
cepas chiapanecas de Bacillus thuringiensis codificadas como: CTM1 y CTM2, y
Bacillus Sphaericus clasificados como: 1A, 3A, y 2B; comparando la toxicidad
resultante con la presentada por las cepas comerciales: Bactimos H-14, Abbott 2362, y
el pesticida quimico ABATE, sobre larvas de segundo y tercer estadio de Ag&des acgypti
y Culex pipiens quinquefasciatus. Seflalando que los resultados demostraron la alta
eficacia de la cepa CTMI en el control de ambos vectores, siendo Agdes gegypli mas
susceptible ya que con una concentracién de 0.0088 mg/l (miligramos por litro) se
presenté una mortalidad de 95% mientras que en el caso de Culex pipicns
quinquefasciatus esta misma mortalidad se obtuvo con 0.137 mg/l. Observandose
también la poca toxicidad de las cepas chiapanecas de Bagillus sphagricus, puesto que
algunas requiricron més de 1 gr/l. para causar menos del 50% de mortalidad. La cepa

Abbott p 6 iderable toxicidad hacia los vectores sobre todo en el control de
Culex pipiens quinQuefasciatus. Al comparar la respuesta de los vectores hacia el
pesticida quimico; Culex pipiens quinquefasciatus resulté més sensible que Afdes
acgypti en concentraciones de 0.0l mg/ y 0.03 mgA, mpcctivamcmc.pam el 95% de

mortalidad.

Ortegén y Quiroz (1990) analizan cuantitavamente los efectos de la cepa GM-10 del
Bagillus thuringicpsis en los procesos de predacién del hemiptero acuitico Buenog sp-
sobre larvas de Culex pipiens quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) mencionando que la
predacion del hemiptero acudtico sobre nueve poblaciones d¢ mosquitos, ocurrié

tipidamente en tres dias; realizdndose un conteo de las presas consumidas en 24 horas.

1ead, leuladi

Los fueron s mediante pruebas de lineas de regresién, coeficiente de
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correlacion de Pearson, determinacién de coeficientes, y respuesta funcional tipo Il de
Holling’s. Al aplicar la concentracion letal media (LC-50) de la cepa GM-10, sobre la
poblaci6n larval y el hemiptero, la predacién se incrementd presentando un importante

efecto sincrgistico entre ambos, bacilo y predador sobre el control integral de mosquitos.

Karch ¢f al., (1991) mencionan que bajo condiciones de campo en Kinshasa, Zaire,
una suspensién acuosa de Bacillus thuringiensis serotipo H-14, Vectobac-G (12-AS);
perdi6 su actividad larvicida después de 48 horas, contra los mosquitos: Culex pipiens
quinquefasciatus, criados en agua de amoyo; y Anopheles gambiag, criados en un
estanque irrigado con agua clara. Reportando la obtencién de un buen control de Culex
pipicns quinquefasciatus usando una formulacién granular de Brgillus sphaericus,
Vectolex-G (ABG-6185), a concentraciones de 10 a 30 Kgha; usando altas
concentraciones de esta misma formulacién, se obtuve un excelente control de
Anopheles gambiag. Sefalando, que Vectobac-G fué menos activo que Vectolex-G

pese a una buena dispersion de sus particulas.

Pipitgoo! ¢t al., (1991} reporian un bioensayo de laboratorio usando la preparacion
comescial Skeetal con base en el Bacillus thuringiensis scrotipo H-14, contia larvas de
tercer estadio tardio y cuarto estadio temprano de Agdes aegyplti, (Diptera : Culicidae).
Las larvas fueron colectadas de ircas municipales de siete provincias del noreste de
Tailandia; et rango de la concentracion letal media (LC-50) fu¢ de 128 a 151 nib/l
(nanolibras por litro) y el de la concentracion letal para el 90% de la poblacién (1.C-90)
fué de 254 a 298 nlb/l. Los resultados cbtenidos en los bioensayos indicaron que el

producto comercial Skeetal fué muy efectivo.
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Roberts (1991) reporta ¢l uso de un lfquido monofésico como propagador de la
bacteria Bacillus thuringicnsis variedad jsraelensis sobre la superficie del agua
indicando que a nivel de laboratorio se examinaron las propiedades de propagacién y
transporte de este liquido. Usando gotas con una concentracion de 0.5 a 5% de la
bacteria, en el liquido propagador, y aplicindose éste sobre un extremo de la supetficie
de una cxtension de agua contenida en un tanque de dos metros de longitud; se pudo
observar que en menos de dos minutos, una sola capa molecular cubrié inlegramente los
dos metros de superificic, depositando a la bacteria; la cual presentd actividad lctal
sobre larvas de mosquitos testigo en 24 horas, considerando que no hubo ninguna
vegetacién presente para la desoxigenacion nocturna del agua. Mencionando finalmente
que el transportador de la bacteria pucde propagarla a més de 15 metros de longitud; por

Io que puede ser aplicado sin utilizar ningun equipo de aspersién.

Misch et al., (1992) citan un nuevo sistema de bioensayo para evaluar altas
concentraciones de mezclas: espora-cristal del Bacillus thuringiensis subespecie
israglensis contra larvas de cuarto estadio de Afdes aegypti (Diptera : Culicidae);
deseribiendo que las larvas fueron separadas en forma individual para la exposicién a Ja
toxina en pequefias lineas de vidrio a manera de portaobjetos o frascos de cultivo, para
evitar la predacidn entre larvas y poder evaluar libremente Ja toxicidad del insecticida
biolégico; considerando que en los bioensayos se utilizan grupos de 25 larvas, como se
indica por lo comin en Ja guia de la Organizacién Mundial de la Salud; este sistema
aporta por lo tanto un breve testimonio de incremento de exactitud y mejoramiento, de

precision estadistica.
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Hougard et al., (1992) mencionan el tratamiento de una seccién de 30 km, del rio
Senega (Camertn) con el insecticida quimico Permetrina, para el control de poblaciones
farvales de Simulium squamosum (Diptera : Simulidae). Sefialando que en el afio de
1990, la resistencia a Permetrina ocurrié en una pequeiia poblacién de larvas, con un
resultado de 2 a 4 veces de incremento en la concentracion que produce el 95% de
mortalidad (LC-95), por iarva muerta (las larvas moribundas fucron consideradas como
vivas), y en 1991 después de seis meses sin tratamiento la resistencia de las larvas al
insecticida se redujo al nivel inicial, y fué simitar a la que presentaron las larvas del
Simulivm squamosym de una seccién del rio no tratada; por lo que se concluye
partiendo del contexto de un programa de control a pequefia escala, que !a resistencia a
Permetrina puede ser reversible, proponiéndose la alternacion con otros tipos de

insecticidas, como: Bacillus thuringiensis serovariedad jsraglensis.

Andrade y Branco (1991) reportan la susceptibilidad de Simulium pertinax Kollar
(Diptera : Simulidae) 2 los entomopatégenos: Temphos y Bacillus thuringicnsis
variedad israelensis, proponiendo para la realizacion de estas determinaciones ¢l
establecimicnto de canales de madera en rios o antoyos; siendo éstos, colonizados
artificialmente  con larvas del volador negro Simulium pedinax Kollar. La
susceptibilidad larval de esta especie de similido fué evaluada en términos de tiempo
letal medio (LT-50); en el campo de ensayo las poblaciones larvales del litoral de San
Paulo y Rio de Janeiro (Brasil) presentaron resistencia a Temphos, igualmente cuando
fueron sujetas a fa accién de altas concentraciones; el producto comercial Vectobac 12-
AS, formulado con base en la bacteria Bacillus thuringiensis variedad israelensis,

resulté ser mds polente contra larvas de estadio tardfo y eficiente en concentraciones
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altas, tales como: 7.200 UTI/ (unidades toxicas internacionales por intervalo de tiempo,
10 minwos). Et LT-50 a una potencia de 3.744 UTVI (10 minutos) fue caleulado dando

un resultado de 70.9 minutos.

Barton gf al., (1991) desarrolfaron un método de laboratorio, para determinar el
potencial toxico de formufaciones de Bacillus thuringicnsis variedad staelensis contra
larvas de simdlidos, volador negro empleando un agitador magnético para crear una
corriente de agua en un matraz Erlenmeyer de 250 mi. contenicndo a las larvas de
prucbz. Aclarando que este sistema predujo dosis de mortalidad, relacionadas con

pardmetros estad{sticos aceptables.

De Bajac (1984) reporta un estudio con larvas de tercer y cuarto estadio de
Culicoides mississippiensis (Diptera : Ceratopogonidae), jejenes mordedores; expuestas
a varias diferentes concentraciones de una formulacidn de pofvo humcctable de Bacitlus
thuringieusis serolipo H-14; sefialando que no hubo registro de mortalidad. La
patogenicidad del Bacillus thuringiensis serotipe H-14 sobre larvas de Ia mosca casera
Musca domestica (Diptera: -Muscidae), también fue determinada reportindose como
muy baja, y Gnicamente a concentraciones extremadamente altas de la bacleria se
obtuvieron cfectos sobre las moscas adultas; explicando que con una concentracién de
500 g/t del Bacillus thuringicnsis serotipe H-14 en una mezela de azdear y leche

evaporada, se indujo solamente un 21% de mortalidad.

Osman ¢f al., (1992) reportan estudios sobre la actividad molicida de diferentes

preparaciones comerciales de Bacillus thuringiensis , tales como: Thuricide, SAN-401,
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y SAN-416 sobre Biomphalaria alexandring, caracol vector de 1a Schistosomiasis en
Arabia Saudita; seflalando que los resultados obtenidos con las preparaciones
comerciales, exhibieron notable actividad sobre este molusco; siendo la preparacion

SAN-416 la mas efectiva en mortalidad.

Referente a la clasiticacién de las cepas del Bacillus thuringiensis, se conocen
actualmente 27 grupos antigénicos y 7 subgrupos que conforman un total de 34
serotipos, subespecies o variedades; de las cuales las més estudiadas, con base en los
reportes obtenidos han sido las siguientes: kurstaki, israclensis, morrisoni, kening,

En eétos reportes tambicn se observé el uso de supuestas variedades o serovariedades
de la bacteria, como en el caso de : Bacillus thuringiensis pertencciente a la ltamada
“variedad” “herliner” (serolégicamente conocida como: Bacillus thuringicnsis variedad
thuringiensis . serotipp H-1); Bacillus thuringiensis “subespecie” *‘dendrolimus”
(correspondiente actualmente a la scrovariedad sotto, serotipo 4a4b); y de las nombradas
“subespecies” “'san diego™ y “tencbrionis”; de las cuales se indica, representan solo
patovariedades o biovariedades; muy similares cntre si, cn cuanto a sus antigenos H, por
lo que se argumenta, no poderse agrupar como aislamientos diferentes. Debido al
constante incremento en el nimero de estos aislamientos patogénicos, se ha creado
confusion entre nuevas supuestas variedades de Bacillus thuringiensis; por lo que se

sugiere emplear la clasificién serolégica para restringir el uso de falsas serovariedades.
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La informacién de los trabajos relacionados con la bacteria Bacillus thuringiensis,

procede de diferentes paises como sigue:

En Japén, se identificé una bacteria con caracteristicas similares al Bagillus
thuringiensis serovariedad Japonensis, con actividad téxica para determinadas especies
de escarabajos.

En [talia, aislaron una nueva cepa de Bagjllus thuringiensis codificada como:
NCIMB 40162 con actividad insectida para cole6pteros.

En Taiwan, reportan dos nuevos aislamientos de Bacillus thuringiensis patogenos
para insectos de la especie Spoddptera litura.
En Kenia, se aislaron bacterias téxicas para los mosquitos, siendo identificadas como
variedades d¢ Bagillus thuringicnsis.
En Colombia, sc aislé un nuevo serotipo de Bacillus thuringiensis, sugiriéndose el

nombre de Medellln para esta subgspecic que presenta actividad toxica para mosquitos.

Se discute la localizacién de la actividad téxica en los cristales polipeptidicos del
Bacillus thuringiensis, asf como la presencia de centros reccptores en las células
epiteliales del intestino medio del insecto relacionados con el inicio de la toxicidad:

En E.U.A,, reportan que ¢! aziicar N-acetilgalactosamina, forma parte del receptor
del epitelio intestinal del insecto, que reconoce a las protefnas toxicas del Bacillus
thuringiensis; en este mismo pafs, mencionan que el grupo amino terminal medio de l:;;
moléculas del cristal proteinice, confiere la actividad toxica al Bacillus thuringiensis de

la variedad kurstaki y de la llamada variedad berliner (serotipo 1); incluyéndose
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también el estudio del grupo carboxil terminal medio de las proteinas hibridas de los
cristales: CrylA y CryIC, del cual se indica, presentar capacidad para unirse a

receptores afines que confieren actividad insecticida.

En cuanto a la histopatologia de intoxicacion con ¢l cristal proteinico, se utilizan
lincas celulares de insectos para poder caracterizar el modo de accién de la &
endotoxina ; quc supone la creacién de una serie de evenlos fisicoguimicos al

interactuar con la membrana del intestino medio del insecto.

Mediante prucbas de laboratorio realizadas en [a Universidad de Georgia, E.U.A., se
obtuvieron cepas de Bacillus thuringiensis mutantes en la produccién de cristal
proteinico para demostrar que la sintesis de la 8—endotoxina estd asociada a plasmidos

de alto peso molecular.

La preparacién de medios de cultivo para Ia bacteria Bacillus thuringiensis, est4
dirigida a optimizar la producci6n y ¢l incremento de esporas-8—endotoxina; por lo que
se proponen algunos medios y técnicas que conducen a esta finalidad:

En Nigeria, reportan un medio de cultivo para el Bacillus thuringiensis ccpa H-14,
compuesto de restos cerveceros; con un rendimiento en la produccion de esporas y
cristales de 95%:

En Finlandia, describen un medio de cultivo compuesto de productos de soya y

melazas: el cual produce buen crecimicnto y produccién de esporas-8-endotoxina,
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En Ia India, mencionan la utilizacién de forraje como medio de cultivo, llevando un
control de la glucosa durante el proceso de fermentacion para el Bacillus thuringicnsis
(H-14).

En Rusia, se indican condiciones de aireacién favorables para un incremento de la
biomasa celular def Bacillus thuringiensis; también en este pais mencionan una técnica
en la que sc usa fluoresceina para determinar la viabilidad del Bacillus thuringiensis
durante el proceso de la produccion de la biomasa; y en Austria, se hace mencion del

uso de bioreactores fermentadores para la produccion masiva del Bacillus thuringiensis.

La pérdida de efectividad de la 3~endotoxina a causa de los agentes ambientales, ha
sugerido la obtencién de cepas mutantes resistentes a la luz ultravioleta y ai calor. Asi
como el estudio de la dispersion, adhesion, y destino de las esporas de Ia bacteria en los
suelos y ¢l medio acuatico:

En Egipto, se menciona cl desarrollo de cepas de Bacillus thuringiensis Berliner,
resistentes al calor y a fa luz ultravioleta.

[n Israel, se ensayan téenicas de fotoproteccion del componente téxico del Bacillus

En E.U.A,, se realizan pruebas de la efectividad de ciertos agentes foloprotectores.

En Pakistan, reportan los resultados de los efectos de hipertermia sobre la sintesis de
proteinas de Bacillus thuringiensis con referencia especial al choque térmico.

En Japén, estudian la dispersién del Bagillus thuringiensis sobre el suelo, ocasionada

por la ltuvia.
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En Rusia realizan una investigacién de las propiedades adhesivas de las esporas de
dos subespecies de Bacillus thuringiensis.

También en E.U.A,, se analizan varios agentes adyuvantes y adherentes, utilizados
en algunas formulaciones de Bacillus thuringiensis Bertliner, subespecie kustaki ; asi
como ¢! efecto de las esporas del Bagillus thuringicnsis en ¢l medio acuético.

En Canadd . estudian la persistencia toxica de los cristales del Bagillus thuringiensis
variedad jsraglensis con relacion a la clase de agua, sedimentos orgénicos y bajas

temperaturas.

En el aspecto agricola, se realizan ensayos con el Bacillus thuringiensis Berliner,

para obtencr plantas transgenéticas conteniendo clones de S—endotoxina, con la

finalidad de ar 1a resi ia de éstas, al ataque de los insectos:

En Rusia, utilizan al virus del mosaico de la coliflor como vehiculo de clonacion de
la &-endotoxina del Bacillus thuringiensis variedad kursiaki.

En Cuba, transficren genes de 8-cndotoxina del Bacillus thuringiensis varicdad
kurstaki en plantas de tabaco.

En E.U.A.. estudian: la conducta larval del gusano de los brotes del tabaco Heliothis
virescens en lineas de algeddn conteniendo clones transgenéticos de d—endotoxina del
Bacillus thuringiensis variedad kurstgki; ast como la clonacién del gen de la &~
endotoxina del Bacillus thuringiensis variedad kurstaki ¢n cf genoma de baculovirus

causantes de la poliedrosis nuclear en el gusano medidor Autographa californica.
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La toxicidad de las cepas de Bacillus thuringiensis Berliner se evalia contra las
diferentes especies de larvas de inscctos lepidopteros y coledpteros, de importancia
econdmica; probando también las interacciones de estas bacterias junto con otros
agentes de control de insectos plaga:

En México, valoran la toxicidad de Bagillus thuringiensis Berliner, contra el gusano
soldado Spodoptera frugiperda y contra el gusano de los brotes del tabaco Heliothis
virescens.

En laIndia, estudian el periodo de incidencia de enfermedades entre: larvas, pupas y
adultos del insecto Spodoptera [itura ; causadas por bacterias, entre las que se incluye al

En E.U.A,, estudian los efectos toxicos del Bacillus thuringiensis de la Namada
variedad san dicgo, aplicado en diversas concentraciones y bajo condiciones de
temperatura variable sobre diferentes estadios larvales del escarabajo colorado de la
papa.

En Grecia, aislan cepas nativas de Bacillus thuringiensis a partir de! medio ambicnte
de plantaciones de olivo, con exhibicién de rangos de toxicidad entre 7 a 87% contra el
insecto volador Dacus oleae.

En EU.A., comparan los efeclos de toxicidad residual de algunos productos
quimicos insecticidas y det bioinsccticida Bacillus thuringiensis; usados en el control de
Euseius stipulatus (Acarina, Phytoseiidae) en drboles de citricos.

En Honolulu, Hawai., reportan el desarroilo de resistencia de la palomilla diamante
negro al B_m;ulus thuringiensis variedad kurstaki.

En Korea, reportan diferencias inter-regionales en la concentracion letal media del

Bagillus thuringiensis variedad kurstaki contra larvas de {a palomilla diamante negro.
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En el aspecto forestal, y de acuerdo a los reportes obtenidos:

En México, el control bioldgico mediante el Bacillus thuringiensis Berliner. se ha
dirigido hacia inscctos defoliadores. tales como: el gusano de Bolsa del Sauce,
Malacosoma azteca (Neum); y el defoliador del Oyamel, Evita hialinagia blandaria
(Diar).

En Canada y en algunas provincias de Estados Unidos, los programas de controt’
forestal, dependen totalmente de los insecticidas con base en la bacteria Bacillus
thuringiensis; tas plagas de insectos més importantes mencionadas por estos paises, son
las sipuientes: Lymaniria dispar (gusanc de la polilla), Choristoneura fumiferana
(gusano del pinabete), Lambdina fiscellaria (gusano del abeto americano), Orgyin
leucostigma (polilla blanquedora) y Malacosoma disstria (gusano telarafioso); sobre las
cuales se practican ensayos toxicologicos con las diferentes formulaciones del Bacilius
thuringjensis variedad kurstaki . utilizindose también, este insecticida bioldgico cn

programas de control integral.

Concerniente al aspecto médico: en México, se realizan cnsayos de la cfectividad
toxica de lus formulaciones y de las cepas de Bacillus thuringicnsis Berliner, contra los
principales vectores de agentes causantes de enfermedades relevantes en el pais tales
como: el dengue. el paludismo, y la oncocercosis, entre otras.

En Zaire, comparan la actividad téxica de una formulacién comercial a base del
Bacillus 1buringiensis serotipo H-14, con una formulacién granular de Bacillus
sphaericus.
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En Tailandia la preparacién comercial Skeetal, con base en el Bacillus thuringiensis
H-14, resulté ser muy efectiva contra larvas de A¢des aegypti (Diptera ; Culicidae).

En E.U.A.. desarrollan un nuevo sistema de bioensayo con incremento de exactitud
y mejoramiento de precision estadistica para evaluar la toxicida del PBacillus
thuringicnsis subespecie jsraclensis contra larvas de Addes acgypti.

En Littlehampton, analizan el use de un liquido propagador del Bagillus
thuringiensis variedad israelensis, sobre la superficie del agua.

En Camerin, proponen la utitizacién del Baciflus thuringiensis variedad israclensis,
en forma alterna con insecticidas quimicos, usados en el contro! de simulidos; para
evitar el desarrollo de resistencia de estas epecies de insectos.

En Brasil, ¢l producto comercial Vetobac 12-AS, formulado a partir del Bacilius
thuringiensis variedad istaelensis. fue potente y cficiente en concentraciones elevadas
contra simulidos (volador negro).

En la Universidad de Clemson, presentan un nuevo método de laboratorio para
estimar la toxicidad de formulaciones del Bagcillus thuringiensis variedad israclensis
contra larvas del simulido velador negro.

En Paris, Francia, reportan que la cfectividad toxica del Baciflus thuringiensis
serotipo H-14. contra jejenes mordedores y moscas caseras, resulto ser negativa,

En Arabia Saudita; la preparacion San-416 del Bacillus (huringiensis variedad

israelensis fue efectiva en cuanto a actividad molucida.



9. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS.

¢ La potencialidad del Dacillus thuringicnsis para ser usado como agente de
control bioldgico se debe a las caracteristicas que presenta como insecticida
biodegradable de amplia actividad t6xica y especifica contra las larvas de una gran
variedad de especies de lepidépteros, dipteros y coledpteros.

Las ventajas que presenta el Bacillus thuringiensis sobre el uso de los
insecticidas quimicos confieren a esta bacteria un nivel de suma importancia en la
proteccion de cosechas y conservacion de alimentos para ¢l hombre; formando parte de
la dindmica de aminoramiento de los efectos adversos, registrados entre los organismos
y e} medio ambiente.

0 Tomando como base los reportes de los avances en el control biologico usando
al Bacillus thuringicnsis. se puede decir, que las posibilidades de aplicacion de esta
bacteria. tienden a aumentar v ademas se abren a nuevos campos de uso para un futuro
exitoso.

Los aislamientos de nuevas cepas y scrotipos. asi como las caracterizaciones
patogénicas del Bacillus thuringiensis, han sido reportados en diversas partes del
mundo; lo cual indica la importancia que tiene ¢l estudio de esta bacteria, y su gran
relevancia como agente de biocontrol en diferentes areas de la actividad agropecuaria,

forestal y médica.
¢ La inactivacion del componente téxico del Bacillus thuringiensis por agentes

ambientales y su corta persistencia en el campo reducen su efectividad; por lo cual la

biotecnologia y la genética estén tratando de superar estos limitantes.



Para aprovechar mejor las aplicaciones de! Bacillus thuringiensis. la ingenieria
gendtica ha desarrollado metodologias para la obtencién de cepas mulantes resistentes al
calor y a la radiacion ultravioleta; asi como para la obtencién de genes de $-endotoxina
capaces de transferirsc a plantas de cultivos trascendentes en la alimentacion y
produccién industrial.

0 La correcta aplicacién del Bacillus thuringiensis, puede procurar el éxito del
control biolégico.

Para lograr un buen control de plagas de insectos con el Bacillus thuringiensis.
se deben considerar varios puntos importantes como: el momento de méixima actividad
de los primeros estadios larvales; la dosis del bioinsecticida a utilizar, que debe ser
cquivalente al problema que representa a plaga; la cobertura del follaje que debe
realizarse mediante técnicas selectas, aplicando periddicamente ¢l bioinsccticida cn
plantas de crecimiento rapido y en caso de lluvias, célibrando adecuadamente el equipo
necesario para la aspersion.

0 La efectividad toxica del Bacillus thuringiensis sobre organismos objetivo, se
comprucba por fas experiencias obtenidas en los ensayos de campo v de laboratorio, en
las cuales sc ha reportado amplia actividad toxica. rapidez y eficacia.

En el campo agricola los usos del Bacillus thuringiensis sobre inscctos plaga.
Son MUy exX1ensos. Y los avances y logros en cste aspecto; reportan la mayoria de los
resultados como satisfactorios. Sin embargo en ¢l aspecto médico y forestal. la
aplicacién del control bioldgico con esta bacteria se dificulta por varias razones, como
son: topografia y clima del lugar afectado, ccologia del insecto, necesidad de nuevas
1écnicas, equipo especializado y apoyo financicro. Algunos paises que cuentan con los

recursos necesarios para el uso y aplicacion de este tipo de control. argumentan
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resultados efectivos en la aplicacion de! Bacillus thutingiensis sobre algunas plagas de
insectos de incumbencia en la economia forestal y en la sanidad publica, seflalando la
eficacia de esta bacteria, atn bajo condiciones climéticas con temperaturas
relativamente bajas, asi como en aguas conteniendo altas concentraciones de sal y
material organico.

90 El control biolégico con ef Bacillus thuringiensis, significa una alternativa
maés, para contribuir a la disminucién de la perturbacion del equilibrio de la naturaleza,
utilizindose como opcién inmediata sola o en forma conjunta con otros agentes de

control de insectos plaga de importancia ccondmica y sanitaria para ¢} hombre.
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