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RESUMEN

Se selecciond y determinéd 1la actividad téxica mediante
biocensayos de once cepas GM autdéctonas de B. thuringiensis del
serotipo H-8 y diez cepas clave HD de extractos de fermentacién
almacenados y obtenidos recientemente contra tres plagas agricolas
importantes como Trichoplusia ni, Heliothis virescens y Spodoptera

exigua. Cada cepa se propago en medios a base de Melaza para la

produccidn del complejo de espora~cristal. La extraccidédn de las

esporas y cristales se realizd por el método de coprecipitacién de
Lactosa-Acetona ( Dulmage H, 1970 ).

Los resultados con las cepas GM de B. thuringiensis , indican
gque la mayoria presentd mortalidad inferior al 50 porciento para
los tres insectos evaluados, con excepcidon de la GM-55 serotipo H-
8a8d subespecie nigeriensis, el cual presentd 50.58 % en la dosis
de 500 pg/ml contra larvas de S. exigua. Con respecto a las cepas
HD, dos cepas del serotipo H-8a8b subespecie morrisoni presentaron
buena actividad contra larvas de T. ni; la cepa HD-116 ccn 100 % ¥y
15 ¥ de mortalidad con dosis de 500 y 50 pg/ml respectivamente y la
cepa HD-530 con 100 % de mortalidad con dosis de 500 ug/ml y 38.66
porciento de mortalidad con 50 ug/ml. Para los extractos
almacenados la potencia obtenida en las cepas HD contra larvas de
T, ni, fue de 4727.56 U.I/mg para HD-116 y 7272.51 U.I/mg para HD-
530. En los extractos de fermentacién recientes se obtuvo para la
cepa HD-116 una potencia de 1018.20 U.I/mg Yy para la cepa HD-530
una potencia de 2565.86 U.I/mg. Por otra parte, la cepa GM-55

presento una potencia de 3538.18 U.I/mg contra larvas de §. exigua.

Se concluye del trabajo, que de las cepas GM evaluadas del

serotipo H-8 no existen cepas con alto potencial para el control

biolégico de los insectos evaluados, sin embargo la gque mayor

sobresalio fue la cepa GM-55 serotipo H-8a8d subespecie nigeriensis
contra larvas de S. - exigua. Dentro de las cepas HD destacan las

cepas HD-116 y HD-530 del serotipo H-8a8b subespecie morrisoni
contra larvas de T. ni.



INTRODUCCION.

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva que

presenta la capacidad de formar una inclusién cristalina durante la
fase de esporulacién. El cristal proteico, también es referido
frecuentemente como é&-endotoxina o cuerpo paraesporal,el cual

resulta téxico para larvas de diferentes insectos principalmente;
Lepidépteros, Dipteros y Coledpteros (Aizawa K.,

1987). La
caractristica mAs atractiva de B.

thuringiensis es su proteina
(cuerpo paraesporal) para usarse en el control de insectos plaga ya
que es agul donde radica su accidén toéxica y su especificidad,

mientras gque miembros de otras dérdenes de insectos no son afectados

por la proteina del cristal (Aranson, 1986; MacPherson, 1988;

Jagquet, 1987; Hofte, 1989; vanFrankenhuyzen, 1990j. Actualmente se

conocen algunas cepas de B. thuringiensis formadoras de cristal

proteico con actividad insecticida sin demostrar. Sin enbargo,

estas proteinas podrian ser tdxicas a algin grupo de insecto, va
que la mayoria de los bicensayos son enfocados solamente en
insectos que son ficiles de probar, y gue representan una amenaza

para la salud humana o son importantes econdmicamente (Lambert B.
and M. Peferoen, 1992).

La inclusidn cristalina de B. thuringiensis al ser disuelta

en el intestino medio de la larva, libera uno o mds proteinas de 27

2 140 KiloDalteons (KDa) convirtiéndose en pequefios polipéptidos
téxicos en el intestino medio.

las células epiteliales del
susceptible. Por otra

La toxina activada interactia con

intestine medjo del insecto

parte, se conoce mediante técnicas
electrofisioldgicas y bioquimicas, que la toxina genera poros en la

membrana celular destruyendo el balance osmbdtico y como

consecuencia la célula pierde agua y posteriormente se lisa. La
larva detiene su alimentacién y eventualmente muere. Para las

toxinas diferentes de B. thuringiensis se encuentran sitios de

unién especificas con alta afinidad y se ha demostrade gue existen
sobre el epitelio del intestino medio del insecto susceptible, por
lo que puede explicar en parte la especificidad de esta proteina
(Hofte, 1989). Recientemente algunos trabajos han mostrade como



desventaja de los bioinsecticidas a base de B. thuringiensis , que

los insectos pueden desarrollar resistencia al igual gue para los

insecticidas sintéticos. Se ha demostrado que existe una

correlacidédn en la resistencia con una reduccidn significante en la

afinidad, debido a cambios en los receptores de membrana para la

toxina involucrada (Lambert and Peferoen, 1992).

En la aplicacidén industrial las cepas se someten a un proceso
de fermentacién bajo condiciones estériles, el caldo de cultivo es

concentrado para finalmente preparar un formulado,

ya sea de
presentacién acuosa © un polvo.

Este Gltimo es formulade con

diferentes ingredientes que incluyen dispersantes, surfactantes,

humectantes, diluyentes etc. para optimizar las propiedades fisicas

y estabilizar o adn mejorar la potencia del producto contra la
plaga blanco. Las formulaciones mds

ampliamente usadas para
insecticidas bacteriales,

incluyen tantoc preparaciones secas
(polvos, polvos humectables, granulos dispersables humectables) y

fluidos acuosos y no acuocsos. Aungue los ingredientes usados para

formular insecticida a base de bacterias son los nismos a los

utilizados para las formulaciones gquimicas, el formulador debe

considerar diferencias entre 1los dos,

tal como el tamafo de
particula,

cantidad de proteina téxica y espora bacterial e
impurezas de la fermentacién (Daoust A.R.1989).

Estos anteriores aspectos han aumentado el interés en esta
bacteria y su cristal proteico en los Gltimes ahos, ya gue diversos

programas de investigacién se estadn llevando a cabo por Jgrupos

diferentes para encontrar cepas de B. thuringiensis con nuevo

espectro insecticida, es importante sefialar que dentro del serotipo
H-8 (Tabla 4) se encuentran cepas con diversas propledades

entomopatdgenas contra tres ordenes de insectos importantes tales
como; Diptera, Lepidéptera y Coledptera. Por lo anterior, nuestro

trabajo pretende seleccionar y determinar la actividad téxica entre

cepas autdctonas de B. thuringiensis del sercotipo H-~8 contra

insectos plaga de importancia agricocla, asi como comparar la

toxicidad contra otras cepas de coleccién pertenecientes al mismo
serotipo.



HIPOTESIS.

ES PROBABLE ENCONTRAR UNA CEPA NATIVA DE Bacillus thuringiensis
DEL SEROTIPQ H-8 CON ACTIVIDAD TOXICA PARA INSECTOS LEPIDOPTEROS
CON ACTIVIDAD IGUAL O SUPERIOR A LOS PRODUCTOS COMERCIALES

ACTUALMENTE ENCONTRADOS EN EL MERCADO.



ANTECEDENTES.

Dentro del serotipo H-8 de las cepas de B. thuringiensis se
encuentran presentes tres patotipos importantes ya gque presentan
actividad tdxica hacia tres 6rdenes de insectos como Lepidépteros,
Dipteros y Coledpteros, encontrandose cepas como la G-2 y morrison,
PG-14 y BI 2586 respectivamente. E]l cristal paraesporal de los tres

patotipos difieren en morfologia, patron de proteina y serologia
(Krieg et.al., 1987).

ACTIVIDAD DE CEPAS DE B.

thuringiensis SEROTIPO H-8 CONTRA
INSECTOB DIPTEROS.

Las cepas de Bacillus thuringiensis gque presentan mayor
actividad contra insectos dipteros se encuentran la subespecie

israelensis del serotipo H~14 y la cepa PG-14 perteneciente a la

subespecie morrisoni del serotipo H~8. Estudios comparativo,

indican que las dos cepas pertenecen a diferentes subespecies y
serotipo respectivamente. Su propiedad mosquiticida, es debido a un
complejo similar de proteinas producidas durante la esporulacién,
en ambas contienen cuatro proteinas principales con peso molecular
de 27.3, 65, 128 y 135 KiloCaltons (KDa). Ademds, se ha cbservado
reaccidén inmunolégica cruzada con las proteinas de €65 y 27.3 KDa y

la secuencia de nucledétidos del gen gue codifica para la proteina
difiere solamente en un nucleétido

(Gill et al, 1987; Galjart, 1987).

Aungue el cuerpo paraesporal de la subespecie israelensis y
morrisoni (PG-14) son muy similares, se ha observado gque difieren
significativamente. La cepa PG-14 contiene una proteina principal
de 144 KDa gue no se presenta en el cuerpo paraesporal de 1la
subespecie israelensis (Chuba M et al,1989).Estudios para precisar
la toxicidad de la proteina de 144 KDa, fue determinado mediante la
produccidn de dos mutantes a partir de la cepas PG-14. La cepa M
146 que presentd la proteina de 65 KDa resulto mencs téxica que la

cepa nativa y la cepa M 242 con un cristal de forma bipiramidal

compuesto de una proteina de 144 Kba, la cual carece de téxicidad



a mosquitos (A. aegyptli) sin embargo presentc considerable

actividad (LC;, de 2.5 pg/ml) para lepidopteros como por ejemplo
Trichoplusia ni (Padua and Federici, 1990).

Tanbién se ha observado que en las subespecie israelensis y
morrisoni presentan sinergismo entre las proteinas de 25 y 65
KDa. En un ensayo donde se utilizé la cepa 1884 de la subespecie
isralensis y PG-14 subespecie morrisoni se colocd sdlo la proteina

de 28 KDa sin la proteina de 68 o 138 KDa, presentd® ausencia en la

actividad larvicida a mosquitos, sin embargo, exhibidé toxicidad

cuande las dos proteinas la de 28 y 65 KDa se colocaron juntas
(Thiery, 1987). Igualmente utilizando las dos proteinas purificadas
de la cepa PG-14 la de 25 y 65 KDa presentaron un efecto
sinergético cuando se aplicaban en diferentes concentraciones sobre
la actividad larvicida a mosquitos, pero sin mostrar actividaad
hemolitica. Efecto similar para la proteina Pl en la actividad

mosquiticida, también se ha reportado para las cepas de 1la
subespecie israelensis (Yu, 1987).

Proteinas de la inclusién paraesporal (Pl) de la cepa PG-14
subespecie morrisoni (serotipo H-8a8b) y cepas de la subespecie
israelensis (serotipo H~14) fueron comparados usando electroforesis
en geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio " SDS~PAGE ".
La fraccidon Pl de la cepa PG-14 contiene dos proteinas principales
con peso molecular de aproximadamente 28 y 68 KDa, mientras que Pl
de la subespecie israelensis presenta tres proteinas de 28, 38 y 68
KDa. Las dos proteinas toéxicas de Pl de la cepa PG-14 fueron

purificadas a traves del método de filtracién en gel con Sephadex

G-200 y cromatografia en columna de celulosa-DEARE. El peso

molecular de la proteina con actividad mosquiticida y hemolitica se
determiné para las proteinas de 65 y 25 'KDa, respectivamente. Los
valores de la LC,, de la actividad mosquiticida para las proteinas

de 65 y 25 KDa contra larvas de 2 a 3 dias de edad de Aedes aegypti

fue de 68.0 ng/ml y 3164.5 ng/ml respectivamente. Las

concentraciones mids bajas de la proteinas de 65 y 25 KDa mostraron

actividad hemolitica contra células sanguineas rojas de borrego en



una concentracién de 250 pg/ml y 32 ug/ml respectivamente (Yu et
al,l1987).

En una investigacidén donde se wutilizd cromatografia de
afinidad mediada por anticuerpos para la separacidén de la fraccidn
que contiene la proteina de 65 KDa sin la proteina de 25 KDa de la
cepa PG-1l4 para observar la actividad larvicida a mosquitos de
Aedes aegypti y la actividad hemolitica en glébulos rojos de
borrego, los valores de LC;, de las proteinas de 65 y 25 KDa fue de
0.69 ug/ml y 83.9 ug/ml respectivamente, mnientras gque para la
actividad litica del 100 porciento es de 1250 upg/ml y 19.5 ug/ml
respectivamente (Yu et al, 1988). Estudios posteriores encuentran
gue la concentracién minima requerida de la proteina de 25 KDa para

obtener el 100 porciento de hemdlisis se encuentran en el rango de
2-16 pg/ml (Yu et al,1989).

ACTIVIDAD DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis
INSECTOS COLEOPTEROS

SEROTIPO H-8 CONTRA

Mids recientemente se han aislado

nuevas cepas de B.
thuringiensis,

las cuales se han clasificado como subespecie

tenebrionis, san diego y EG-2158 (aungue no son serotipos

diferentes) todas las anteriores cepas presentaron una proteina

téxica especifica hacia insectos Coledpteros

(Ignoffo et.al.,
1982).

Se ha reportado que el cristal proteico de la subespecie
tenebrionis presenta dos proteinas de aproximadamente 68 y 50 KDa
(Li et.al, 1988), mientras que el cristal de la variedad san diego
estd compuesto de una proteina de 64 KDa y la cepa EG-2158
sintetiza dos cristales paresporales un cristal romboide compuesto

de una proteina de 73.116 KDa y uno plano en forma de diamante de

30 KDa. En contraste las cepas gue son activas contra insectos

lepidépteros, tal como B. thuringiensis subespecie kurstaki,

contiene tipicamente proteinas de alto peso molecular de 130 a 140
KDa (MacPherson, 1988; Donovan, 1988;

Herrnstadt et.al,1986;
Herrnstadt et.al.,

1987). Actualmente dos nuevas cepas tdxicas a
larvas de Coledpteros se han aislado, las cepas EG-2838 y EG-4961

pertenecen al serotipo H-9 (B. thuringiensis subsp. tolworthi) y



serotipo H-18 (B. thuringiensis

subsp. kumamotoensis)
respectivamente. En donde

la cepa original de 1la subespecie
tolworthi serotipo H-9 (HD-13) y kumamotoensis serotipo H-18 (HD-
867) producen cristales proteicos tipo Cry-I, tdxicos a insectos
Lepiddpteros (Rupak M.J., 1991).

Estudios con la cepa de B. thuringiensis var.
han demostrado que estadios

tenebrionis

larvales Jjovenes del escarabajo
colorado de la papa Leptinotarsa descemlineata son mads susceptibles
que los estadios larvales tardios. La ingestidén de la téxina causo

la detencién de 1la alimentacidn, paralisis del

intestino vy
finalmente la muerte. Adenés,

otras cepas del mismo serctipo (H-
8agb), tal como B. thuringiensis var morrisoni se presentaron sin
actividad a L. decemlineata. Pruebas de campo demostraron gue una
dosis de 5 X 10* esporas equivalentes por hectéreas es suficiente

para un control efectivo Leptinotarsa desemlineata (Krieg et al,
1983) .

Bioensayos para determinar la actividad de cepas de la
subespecie tenebrionis han mostrado valores de LC;, en el rango de
5 X 10°-11 X 10®° esporas/ml de suspensién. Una comparacién del
estandar y la misma preparacidn después de la inactivacién de la

espora por radiacién gama, se manifestaron sin diferencia

significativa en la mortalidad por lo que la eficacia del complejo
espora-cristal a larvas de primer estadio Leptinotarsa decemlineata

(escarabajo colorado de la papa) parece depender solamente de la
endotoxina (Riethmuller & Langenbruch, 1989%9).

Aplicaciones de un formulado comercial a base de B.

thuringiensis var. san diego " M-one " result6 en un 40-98 % de

mortalidad en larvas de sequndo instar de

Leptinotarsa
decemlineata,

96 horas después de gue comenzara a alimentarse del
follaje de papa tratada y un 52 % de mortalidad en larvas de tercer

estadio durante el mismo periodo de tiempo (Zehnder and

Gelernter,1989). De igual forma, se encontrd un contreol efectivo de

la poblacién larval del escarabajo coloradeo de la papa, también



B. thuringiensis (GM), propagadas en tres medios de cultivos a

base de agua de coco y harina de soya suplementado con liquidoc de

remojo de maiz, extracto de levadura y extracto de malta,

determinar la influencia del medio sobre la toxicidad,
pertencientes al serotipo H-8, GM-2

para
las cepas
y GM-5, presentaron
porcentajes de mortalidad de 35 % y 29.3 respectivamente con una
concentraciédn de 500 ug/ml de dieta contra larvas neonatas de S.

frugiperda (Hernandez J.L., 1984). En otro trabajo donde se

determiné la actividad a trece cepas de GM, en donde GM-20, GM- 24,

GM-26, GM-27 y GM-29 pertenecen al serctipo H-8, todas las cepas se

propagaron en medio a base de melazas, la actividad en % de

mortalidad de las cepas fueron para la GM-20 de 0 y 4 %; GM-24 de
4y 12 %; GM-26 de 0y 4 %; GM-27 de 10 y 28 %; y GM~29 de 4 y 8 %
con concentracidn de 50 y 500 ug/ml contra S. frugiperda, mientras
gque la mortalidad en H. virescens con la cepa GM=-20 de 32 y 24 %;

GM-24 de 44 y 16 %; CM-26 de 2B y 24 %; GM~27 de 40 y 20 % y GM-29

36 y 24 % (Castro P.A., 1985). De igual forma, (Castro A.J., 1982)

reporta para la cepa GM-2 propagada scbre dos medios diferentes,

una mortalidad del 4 % en concentraciones de 50 y 500 pg/ml en

medio con almiddén, mientras que en el medio B-4b no presentd

toxicidad contra larvas de S. frugiperda.

Goméz en 1989 caracterizdé la delta endotoxina de la cepa de

B. thuringiensis GM~2, también efectud una comparacién con la cepa

de B. thuringiensis serotipo H-8a8b <con 1la c¢ual cruza

seroldgicamente, sin embargo, de acuerdo a las pruebas bioquimicas
no corresponde a ninguna de las variedades previamente descritas.
Por el método de solubilizacidn y separacidén de cromatogratia en
columna, encontré gue los cristales de GM-2 presentan una proteina
con un peso molecular de 47 KDa y bajo un método de solubilizacién

mids dréastico el cristal se degrado en dos proteinas, una de 30 KDa
Yy otra mas pequefia (20 * 5 KbDa),

mientras gque la cepa de 1la
subespecie morrisonimostrd una proteina de 135 KDa. Los bioensayos

contra larvas de Aedes aegypti y Trichoplusia ni con la GM-2 no

presentaron mortalidad, mientras que la subespecie morrisoni se

manifestd con actividad téxica a larvas de T. ni.

10



Igualmente Galdn W. 1990, reporta que la cepa GM-2 presenta

caracteristicas similares a antigenos flagelares y las mayoria de
las pruebas biogquimicas para la subespecie morrisoni. La inclusion
paraesporal producido por la GM-2 es de forma rectangular y es
diferente a la forma bipiramidal de la subespecie morrisoni. Aungque
se han presentado reportes que esta variedad es activa contra

varias especies de insectos, incluyendo T. ni, mientras gue pruebas

con GM-2 contra larvas de T. ni, H. virescens y A. aegypti no

presentaron actividad insecticida significativa.

Finalmente de Barjac hace referencia sobre las dificultades de
clasificacién dentro del serotipo H-8. La identificacién de

B, thuringiensis wvar. israelensis como una serovariedad diferente
no presentan ninguna dificultad debido a que el antigeno H-14 es
especifico. Sin embargo, la variedades denominados “tenebrionis" y

"san diego" comparten el mismo antigeno H como variedad morrisoni

(H-8a8b) diferiendo solamente en su patogenicidad a larvas de

Coledpteros. Aunque la patogenicidad no es un criterio confiable en

taxonomia, la distincidn de cepas de B. thuringiensis con distinta

patogenicidad es Gtil por razones préacticas. Ademas,

interpretaciones como patovariedad o biovariedad (basadeos en

caracteristicas de pruebas biguimicas como ADH, manosa, celobiosa,
salicina, quitina) permanecen sin aumentar y/o cambiar el estatus

de serovariedad por lo que permanece como morrisoni. Los estudios

realizados muestran gue el aislado "“san diego" es similar a

"tenebrionis", por lo que tiene poco valor el ser justificados como
una variedad diferente. Esto se manifiesta de la misma forma con el

aislado PG~14, en base a la patogenicidad a larvas de mosquitos y

-mosca negra Yy reacciones biogquimicas especificas (esculina,

salicina, quitina). Sin embargo, la designacién de tales variedades

carece de valor taxondmico y cualquier utilidad debe ser

restringidec a casos especiales,

tal como la patogenicidad a
Coledpteros en el caso de

"tenebrionis". De otro modo

las
variedades de B. thuringiensis

podrian estar basados sobre
criterios dudosos (de Barjac H. and E. Frachon, 1990),
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Por todo lo mencionado, se observa que existen muy pocos
trabajos sobre la toxicidad hacia larvas de Lepidopteros, ademas de
que hay escasas investigaciones acerca de cepas de B. thuringiensis
gue pertenecen al serotipo H-BaB8c y H-8a8d, subespecie ostriniae y
nigeriensis con respecto al tipo de insecto que son téxicos, por lo
gque la importancia de 1la presente investigacién radica en
determinar el rango de huesped gque presentan cepas autdctonas del
serotipo H-8 y realizar comparacién con cepas de coleccién con

respecto a su actividad téxica para Lepiddptercs plaga de
importancia agricola.
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MATERIAL Y METODO

i,~ Obtencidén de las cepas.

Las cepas fueronh proporcionadas por la Coleccién Internacional

de cepas y extractos de B. thuringiensis del Depto. de

Microbiologia e Inmunologia denominadas GM (42). Se seleccionarcn
agquellas que estuvieron clasificadas dentro del serotipc H-8, de

las cuales se obtuvieron 11 cepas; 9 pertenecientes al serotipo H-

g8a8c de la subespecie ostriniae y solamente 2 al serotipo H-8a8d de

la subespecie nigeriensis. La mayoria de las cepas presentaron

forma de cristal cuadrado, rectangular y ovalado irregular (TABLA

1) . Por otra parte, se escogieron de la coleccidén HD proporcionadas

por el Dr Howard T. Dulmage investigador del Departamento de

Agricultura de los Estados Unidos en Weslaco, Texas, solamente

aguellas cepas qgue pertenecian al seroctipo H-8,

de las cuales se
seleccionaron 6 cepas del

serotipo H-8a8b de 1la subespecie
morrisoni, 3 cepas al serotipo H-8a8d subesoecie ostriniae y 1 cepa

al serotipo H-8a8c subespecie nigeriensis (TABLA 2).

2.- Propagacién de las cepas.

Las cepas de B. thuringiensis autéctonas de México se
activaron en tubos de ensaye de 18 X 150 con Agar Nutritivo e

incubandose por 24 horas a 32 °C. Posteriormente de cada cepa se

tomaron dos azadas del cultive para inocular matraces de 250 ml

con 50 ml de Caldo Triptosa Fosfato ( C.T.P ); Bactotriptona 20 g,

Dextrosa 2 g, Na Cl 5 g, KH,PO, 2.5 g, Agua Destilada 1000 ml, pH
7.0. Los matraces se colocaron en agitaciédn mecénica a 200 rpm a 32
°C por 14 a 18 horas utilizando un Lab-Line Orbit Incubator Shaker
3595. Posteriormente se tomaron 0.5 ml de los matraces en agitacién

para inocular matraces de 500 ml con 100 ml de Medio de Fermentacdn

(Melaza 20 g, Harina de Soya 20 g, Liqguido de Remcjo de Maiz 10 g

Y/o Extracto de Levadura 1. g, Carbonato de Calcio 1 g, pH 7.0} vy

colocados en agitacién a 200 rpm a 32 °C por 48 a 72 horas. Los

cultivos se cosecharon hasta la formacidén del 90 porciento de
esporas Yy cristales,

observacidn realizada al microscopio de luz
(Dulmage, 1989).
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3.~ Recuperacién del cuerpo paraesporal (cristal).

La extarccidén del complejo espora-cristal del medio de
fermentacién se realizd mediante la técnica de Dulmage 1970. El
nétodo se basa en centrifugar el medioc de fermentacién
(previamente ajustado el pH de 8.5 a 7.0 con NaOH al 1 N) a 10,000
rpm por 30 minutos. Después de este periodo se retira de inmediato
el sobrenadante y el paguete celular se coloca en un voclumeh de
Lactosa al 5 % (peso del paguete X 1.71) y se agitdé por 30 minutoes.
Posteriormente se agrega un volumen de Acetona (volumen de lactosa
X 3.34 peso del pagquete) y se dejd el mismo tiempo en agitacidn y
después permanece en reposo por un periodo de 10 minutos vy
filtra toda la muestra al vacio utilizando papel Whatman No 1. El
papel se conserva toda la noche y posteriormente se desprende
producto, el cual se muele en un mortero y el polvo se depédsita

en
contenedores y se almacena hasta la realizacidn de los bioensayos.

4.- Bioensayos con insectos Lepiddpteros,

Para cada uno de 1los extracto se pesaren 125 mg y se
suspendieron en agua destilada, utilizando un matraz de aforacién
de 25 ml. A partir del concentrado se tomaron 12.5 ml y 1.25 ml,

este dltimo se diluydé en 11.25 ml de agua destilada. Estas dos

concentraciones se mezclaron por separado en licuadora con 112.5 ml

de dieta para 1larvas de insectos (Tabla 3) para obtener 1la

concentracioéon final de 500 pug/ml y 50 pg/ml. De cada concentracién
(125 ml de volumen total) se llenaron 25 copas con aproxXimadamente
5 ml en cada una. Posteriormente se dejaron secar por un lapso de
2 horas a temperatura ambiente. En cada biocensayo se corridé un
estdndar de referencia a base de B. thuringiensis subespecie

kurstaki (HD-1-8-1980) con concentraciones de 50 pg/ml y 25 ug/ml.

Individualmente se infestaron las copas con una larva neonata
del primer estadio de los tres insectos Lepidépteros a probar,
respectivamente. Se utilizaron larvas de Trichoplusia ni (falso
nedidor), Heliothis virescens (gusano cogollero) Spodoptera exigua
(gusano soldado), colocandose una larva por cada copa. Las 25 copas

de cada concentracién se depositaron en bolsas de papel y se
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almacenaron por un periodo de 7 dias en bholsa de pléstico a

temperatura de 28 °C y humedad relativa constante. Después del

tiempo de incubacidn se evalud el nimero de larvas muertas y vivas
(Dulmage et.al., 1976). Las muestra gque presentaron mas del 50 % de

mortalidad en 1la concentracidén de 50 ug/ml se sometieron a
posteriores hioensayos, en donde se utilizd 7 concentracionesg mas
bajas para determinar finalmente la Dosis Letal Media (DL;) de la

nuestra, se usd el método estadistico PROBIT (Finley D.J., 1971).

5.- Determinacién de la potencia.

Para la determinacién de 1la potencia, se seleccionaron

agquellas cepas de B. thuringiensis que resultaron con mortalidad

superior al 50 porciento, en el ensayo preliminar donde se utilizd
dos concentraciones (500 y 50 ug/ml). En esta prueba se selecciond
solamente dos cepas HD (HD-116 y HD-530) con buena actividad contra
larvas de T. ni, mientras que dentro de las cepas GM Unicamente se

eligid a la cepa GM-55, la cual resultd de las mejores cepas contra

larvas de S. exigua. Para determinar la DL,, de las cepas se

realizaron siete concentraciones a partir del stock (el cual

contiene una concentracion de 500 pg/ml) se realizaron diluciones
seriadas con una concentracién final de 500, 400, 300, 200, 100, 50

Y 25 ug/ml de dieta. Se utilizd un volumen de 12,5 ml de cada

concentracién, mezclandolo con un volumen de 112.5 de dieta para

insectos. Posteriormente se sigue el mnisme procedimiento de

bioensayo mencionado anteriormente. El nimero de insectos muertos
que resultd después de siete dias de incubacidn se someten a un
programa estadistico probit. El valor de DLy, del estandar se divide

con la DL, de la muestra obteniadas del andlisis probit y se

multiplica por 18000. La potencia de las cepas se reportd en

Unidades Internacionales/mg de muestra (Dulmage H.T., 1970).
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RESULTADOS

Los bioensayos realizados con los extractos obtenidos a partir
de las cepas GMs de Bacillus thuringiensis contra larvas de
Trichoplusia ni presentaron mortalidad inferior al 50 perciento. La
cepa con mayor actividad fué la cepa GM-55, la cual presentd 42 y
16 ¥ de mortalidad con dosis de 500 ug/ml y 50 pg/ml de dieta
respectivamente y la cepa GM-5 con 24.3 % de mortalidad con dosis
de 500 pug/ml y 10 % de mertalidad con dosis de 50 ug/ml de dieta,
mientras que las cepas restantes manifestaron mortalidad menor al
20 % con ambas concentraciones (Fig. 1). Las mismas cepas pero
evaluadas contra larvas de Heliothlis virescens,

Presentaron una
toxicidad igual y/o menor al 50 % de mortaliadad. La cepa con mayor
actividad fue la cepa GM-20 con un 18 porciento de mortalidad con
dosis de 500 pg/ml y 4 % con 50 pg/ml de dieta para las cepas
restantes se encontré una actividad inferior al 18 % de mortalidad
(Fig. 2). Contra larvas de Spodoptera exigua la cepa con mayor
actividad fue la cepa GM-55, la cual presentd una mayor mor-alidad
de hasta 50.58 % con dosis de 500 pg/ml y 48.58 % en la dosis de 50
pg/ml de dieta, mientras gque las cepas faltantes se manifestaron

con mortalidad inferior al 24.25 porciento de mortalidad (Fig. 3).

Por otra parte, los resultados cbtenidos mediante bioensayo de
los extractos de fermentacidn almacengdos de las cepas HD de B.
thuringiensis fueron realizados de la misma forma gue las cepas
GM. De seis cepas HD evaluadas del serotipo H-8a8b variedad
morrisoni, dos cepas presentaron actividad alta contra larvas de T.
ni, las cuales fueron la cepa HD-530 con 100 % de mortalidad con
dosis de 500 ug/ml y 38.66 % de mortalidad con 50 ug/ml de dieta y
la cepa HD-116 mostrd toxicidad de 100 % y 15 % de mortalidad con
concentraciocnes de 500 y 50 ug/ml de dieta respectivamente. Las
cepas restantes de HD (531, 557, 615 y 652) presentaron toxicidad
inferior al 16 % de mortalidad con una concentracién de 500 ug/ml
de dieta (Fig. 4). Mientras que, cepas HD pertenecientes al
serotipo H-8a8c variedad ostriniae (501, 536 y 577) presentaron
actividad téxica inferior al 10 % de mortalidad y la cepa HD-974
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variedad nigeriensis mostré 12 porciento de mortalidad con dosis de
500 pug/ml de dieta contra larvas neonatas de T. ni (Fig. 7). De 1la

misma forma, las cepas HD de B. thuringiensis se evaluaron contra

larvas de H. virescens y S. exigua y mostraron actividad téxica

menor a la exhibida contra larvas de T. ni. Las cepas con mayor

actividad fué HD-530 con 24 % y 72 % de mortalidad contra H.
virescens y S. exigua respectivamente y la cepa HD-116 con 27.39 %
de mortalidad contra larvas de H. virescens y 55.81 % de mortalidad

contra larvas de S. exigua con concentracidn de 500 ug/ml de dieta

para ambas cepas. Todas las cepas restantes del mismo serotipo

presentaron una toxicidad inferior al 16 % de mortalidad (Fig. 5 vy
6). Mientras que cepas de la variedad ostriniae y nigeriensis
mostrd una actividad téxica menor al 12 % de mortalidad con dosis
de 500 pug/ml de dieta contra larvas de H. virescens y S.

exigua
(Fig. 8 y 9).

Por otro lado, de los extractos almacenados se recuperaron las
cepas, las cuales se sometieron a un nuevo proceso de fermentacidn
y produccién del complejo espora-cristal. De las dos cepas due

fueron t6xicas contra Jlarvas de T. ni con los extractos

almacenados, solamente la cepa HD-116 present® un ligero decremento
en el porciento de mortalidad en la concentracién de 500 pg/ml de
dieta bajando de 100 % a 72 %¥. Para las cepas restantes del mismo
serotipo (H-8a8b) se comportaron con porcentajes de mortalidad muy

similares a los encontrados con las cepas de extractos almacenados

contra el mismo insecto (Fig.4 y 10). Con lo gue respecta a los

extractos de fermentacdn recientes de las cepas del serotipo H-8a8c
(HD-501, HD-536 y HD-577) y H-8a8d (HD-974), presentaron porcentaje
de mortalidad ligeramente superior en las cepas HD-501 y HD-536,
mientras gue las cepas HD-577 y HD-974 se encontrd porcentajes de

mortalidad muy semejantes con las cepas de extractos almacenados

contra larvas de T. ni (Fig. 7 y 13). De igual forma las mismas

cepas se evaluaron contra larvas de H. virescens, con este insecto
la cepa HD-530 presentd un incremento de 42 porciento en la
mortalidad en el extracto de fermentacidn reciente con respecte a
las cepas de extractos almacenados en la dosis de 500 pg/ml de
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dieta, mientras que para las cepas restantes del mismo serotipo (H-
g8a8b) se encontraron porcentajes muy similares (Fig. 5 y 11). Las
cepas restantes de fermentacién reciente presentaron porcentajes de
mortalidad ligeramente superior o parecidos, correspondiendo para
las cepas HD-501 y HD-577 del serotipo H-8as8c un incremento de 12

y 13 ¢ de mortalidad respectivamente contra el mismo insecto (Fig

8 v 14), La evaluacién con larvas de S. exigua con cepas de

la mayoria de las cepas
presentd incremento en el porciento de mortalidad desde 27.16 en la
cepa HD-559 a 6 % en la cepa HD-974,

extractos de fermentacidn reciente,

incluyendec cepas de 1los
serotipos H-8a8b, H-8a8c y H-8a8d, mientras que dos cepas HD-116 y

HD-530 mostraron decrementcs en el porcientoc de mortalidad, con

17.72 y 8 en la dosis de 500 pg/ml respectivamante (fig., 6, 9, 12

y 15).

La potencia encontrada por el método estadistico PROBIT de las

cepas de B, thuringiensis ¢ue resultaron téxicas en el ensayo

preliminar fue de 4727 Unidades Internacionales (U.I1.),

para la
cepa HD-116 de extractos almacenados y de 1018 U.I.

para la cepa
_HD-116 de extractos recientes, mientras que para la cepa HD-530 de

extractos almacenados presentd una potencia de 7272.51 y para
extractos recientes se obtuvo una potencia de 2565 U.I (Tabla 5).
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Tabla 1.~ Forma del cristal y serotipo a gue pertenecen las
cepas clave GM autdctonas de Bacillus thuringiensis.

CLAVE

SEROTIPO SUBESPECIE FORMA DEL CRISTAL
GM-2 8a 8b morrisoni rectangular
GM-5 8a 8c ostriniae rectangular
GM-13 8a 8c ostriniae rectangular
GM-20 8a 8c estriniae cuadrado-rectangular
GM-24 8a 8c ostriniae cuadrado
GM-26 8a 8c ostriniae rectangular
GM=-27 8a 8c ostriniae rectangular
GM-29 .Ba 8c ostriniae rectangular
GM-51 8a 8d nigeriensis ovalado-irregular
GM-52 8a 8c ostriniae rectangular
GM-55 8a 8d nigeriensis

ovalado-irregular

Coleccién internacional de bacilos entomopatégenos:

catdlogo de

Bacillus thuringiensis aislados y extractos. Facultad de Ciencias

Bioldégicas. U.A.N.L (38).
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Tabla 2.- Cepas de Bacillus thuringiensis de la Coleccién
Internacional HD seleccionadas y su forma de cristal

CLAVE SEROTIPO SUBESPECIE FORMA DEL CRISTAL

HD-116 Ba 8b norrisoni

*bipiramidal
HD-530 8a 8b morrisoni bipiramidal
HD-531 g8a 8b morrisoni rectangular
HD-559 8a 8b morrisoni rectangular
HD-615 8a 8b morrisoni bipiramidal
HD-652 8a 8b morrisoni ND
HD-501 8a 8cC ostriniae rectangular
HD-536 ga 8c ostriniae rectangular
HBD-557 8a 8¢ ostriniae rectangular
HD-974 8a 8d nigeriensis bipiramidal

— —_—
—

Coleccidn de extractos de fermentacidén de B. thuringiensis
U.S.D.A (33).

ND = no determinado

* pbservacién de los cristales al microscopio de luz de cepas
recuperadas.
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Tabla 3.~ Dieta artificial "“Shorei" modificada utilizada para la

realizacién del bioensayo y mantenimiento de la cria
de insectos

Harina de Soya 71.1

Germen de Trigo 31.7

Sal Wesson 10.6
Sacarosa

Ac. Sérbico
Metylparaben 1.6
Agar

Ac, Ascdrbico

Ac Acético ( 29 %)

12.0 ml
Formalina ( 10 % ) 4.4 ml
Cloruro de Colina ( 15 % ) 7.3 ml
Sclucidén Vitaminica 3.9 ml
Auromicina ( 14 % ) 1.2 ml
Agua Destilada 1000 ml

Raulston and Lingren, 1972.
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Tabla 4.- Clasificacién de Bacillus thuringiensis.

—

Antigeno H Serovariedad Abreviacién
1 thuringiensis THU
2 finitimus FIN
Ja alesti ALE
3a3b kurstaki KUR
4a4b sotto s0OT
4a4cC kenyae KEN
5aSb galleriae GAL
5aSc canadensis CAN
6 entomocidus ENT
7 aizawai AIZ
8a8b morrisoni MOR
Ba8c ostriniae 0sT
8asd nigeriensis NIG
9 tolworthi TOL
10 darnistadiensis DAR
11laiib toumanoffi TOU
llallce kyushuensis KYU
12 thonpsoni THO
13 pakistani PAK
14 israelensis ISR
15 dakota DAK
16 indiana IND
17 tohokuensis TOH
18 kumamotoensis KUM
19 tochigiensis TOC
20 yunnanensis YUN
20a20c pondicheriensis PON
21 colmeri CcoL
22 shandongiensis SHA
23 japonensis JAP
24 neoleocnensis NEO
25 coreanensis COR
26 silo SIL
27 mexicanensis MEX

de Barjac, 1990.
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B. thurinaiensis clave GM pertenecientes

Fig. 2 Actividad de cepas nativas de
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a partir de extractos de fermentaci
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Tabla 5.~ Potencias de extracteos de fermentacién de B.

thuringiensis almacenados y fermentados nuevamente
contra larvas de Trichoplusia ni.

CEPAS DL, POTENCIA

( vg/ml )} ( U.1/mg )
STD HD-1 10.39 18000
HD-116A 35.164 4727.56
HD-116R 163.26 1018
HD-530A 25.71 7272.51
HD-530R 64.78 2565.86

U.I.= Unidades Internacionales por mg de muestra.
A= Extractos Almacenados.

R= Extractos Recientes,
DIL= Dosis Letal.
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DISCUSION

Los estudios morfoldgicos del cuerpo paraesporal de cepas de

B. turingiensis serotipo H-8a8b revelan que existen cristales de
forma bipiramidal en cepas del patotipo A (toxicas a insectos

Lepidépteros), cuerpo paresporal de forma esférica a ovoide en

cepas del patotipo B (toxicas a insectos Dipteros) y cepas del

patotipo C (toxicas a insectos Coledpteros) con forma del cristal

de cuadrada a rectangular (Krieg, 1987). En nuestra cepas

encontramos que en la mayoria predominan formas de cristal de

cuadrado a rectangular, semejantes al patotipo C, sin embargo, son

difierente serotipo y en algunas cepas con forma ovalada (GM~-51 y
GM=-55), mientras que en las cepas HD se encontrd cuatro cepas con

cristales de forma rectangular y las cepas restantes con cuerpo

paraesporal de forma bipiramidal (Tabla 1 y 2). Segln lo
anteriormente mencionado, esto hace suponer gue la mayoria de las

cepas GM puedan en un momento dado ser activas contra insectos del

orden Colebptera por el %ipo de cristal predominante, sin embargo,

en un ensayo preliminar (dato no reportado) se encontrd gque ninguna

cepa presentd actividad contra el escarabajo colorado de la pupa

(Leptinotarsa decemlineata) después de un periode de 96 horas,

utilizando dieta artificial y natural y usando una cepa cono
control positivo para este insecto. De igual forma, las cepas se

‘comportaron sin actividad al realizar bioensayoc con larvas de
insectos Dipteros (Culex spp), despues de 48 horas de prueba. En

nuestro estudio con insectos Lepiddpteros, las cepas GM se
manifestaron con muy poca actividad, mientras que las dos cepas HD
con forma de c¢ristal bipiramidal presentaron alta actividad

principalmente contra larvas de T. ni, correspondiendo al serotipo
H~8a8b subespecie morrisconi del patotipo A. Al respecto, Chuba M y
K. Aizawa 1986, menciona gue la seleccidn por el tipo de cristal no
determina a que insecto son téxicos y encuentra que no hay
correlacién entre la forma del cristal y la toxicidad. Sin embargo,
Martin y Travers 1989, realizan aislamiento de cepas de B.
thuringiensis a partir del suelo y agrupa cepas con cristal
bipiramidal como téxicas a insectos Lepidépteros y cepas con
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cristal irregular como toxicas a mosquitos.

De las anteriores investigaciones realizadas con las cepas GM,
encontramos los trabajos realizados por Gomé&z en 1987 y Galan en
1990 con la cepa GM-2, la cual reportan sin actividad hacia larvas
de T. ni el cual es el (Gnico reporte con este insecto. En nuestro
trabajo encontramos gue la mayor toxicidad que presentd GM-2 fue de
12 % de mortalidad con una concentracién de 500 gg/ml. Por otra
parte, Castro en 1985 prueba cepas GM del serotipo H-8 tal como,
GM-20, GM-24, GM-26, GM-27 y GM-29 en los que encuentra porcentajes
de mortalidad ligeramente superior a los mencinados enh el presente
trabajo con H. virescens. Mientras que para S. exigua no se tienen
reportes de toxicidad y solamente se han evaluado las cepas GM
contra larvas de S. frugiperda encontréndose que todas las cepas
presentaron una mortalidad inferior al 50 porciento, en nuestro
estudio las cepas GM contra S. exigua se manifestaron con actividad
téxica baja con excepcidn de la cepa GM-55, la cual se comportd
como una de las mejores cepas contra este insecto. Por todo lo
mencionado anteriocrmente se pone de manifiesto que todas las cepas
autéctonas GM recuperadas de México v los extractos de fermentacién
de las cepas HD de la variedad ostriniae y nigeriensis se encontrd
£in una buena actividad contra los tres insectos evaluados, y se
refleja en la escasa informacidn que hay al respecto sobre estos
serotipos, Ya gque su baja mortalidad reafirmada en esta
investigacién, los hacen poco atractiveo para realizar desarrollos
futuros con este fin y como consecuencia llevar a cabo desarrollo
biotecnoldgico mas a fondo. Al respecto (Chba Y y K. Aizawa, 1986)
ha demostrado gue en el nedio ambiente natural B. thuringiensis
formadores de cristal paraesporal no tdxicos son mds ampliamente
distribuides que los B. thuringiensis de cristal proteico téxicos
a insectos, lo que indica que B. thuringiensis como grupo es mas

bién no toéxicec a insectos Lepiddpteros.

Por otra parte, dentro de las cepas internacionales de B.
thuringiesis HD evaluadas pertenecientes al serotipo H-8a8b
subespecie morrisoni se encontrd que solamente dos cepas (HD-116 y
HD-530) gue presentaron actividad toéxica superior al 50 porciento
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de mortalidad contra larvas de T. ni con dosis de 500 ug/ml,
mientras que las cepas restantes del mismo serotipo se manifestaron
con baja actividad téxica, al igual gque la cepa GM-2 de la misma
subespecie. Estos resultados, indican gque dentro de una misna
subespecie pueden existir cepas con diferente actividad hacia un
insecto blanco determinado. Lo cual se confirma por lo mencionado
por Jaquet en 1987 en donde encuentra diferentes  actividades
especifica del cristal proteico entre cepas de B. thuringiensis de
la misma subespecie como por ejemplo B. thuringiensis subsp.
kurstaki o thuringiensis, se menciona gque la toxina de B.
thuringiensis subsp. morrisoni fue muy activa contra larvas de P.
brassicae, mientras que la toxicidad para larvas de S. litoralis y
H. virescens fué muy débil. Ademds es importante sefialar que las
cepas al ser evaluada deben ser del mayor nimero posible para poder
encontrar y seleccionar al menos una cepas con capacidad
entompatégena hacia los insectos blancos de importancia agricola.
Esto se confirma por el trabajo de Kalfon y de Barjac en 1985 en el
gue prueban un total de 900 cepas de B. thuringiensis , encontrando
pocas cepés con alta actividad contra S. litoralis y solamente una
presentd buen control bajo condiciones de campo.

Con lo que respecta a la evaluacidn y seleccidn de cepas a
partir de extractos de fermentacién almacenados y extractos de
fermentacién recientes se observd (ue existe muy poca diferencia
entre uno y otro en el porciento de mortalidad y sclamente en la
cepa HD-530 se manifestd un incremento en la actividad téxica
contra larvas de H. virescens (fig.16, 17, 18, 19, 20 y 21). De
estos resultados se deduce, que probablemente el tiempo de
almacenaje no afecta notablemente la toxicidad de una cepa de B.
thuringiensis aungue cabe mnmencionar que las condiciones de
fermentacién de los extractos almacenados fueron muy diferentes a
los realizados en el presente trabajo, principalmente el medioc de
fermentacidn utilizado, ya que este puede influir en la actividad
téxica que pueda tener una cepa determinada.
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- CONCLUSIONES

1.- La mayoria de las cepas GM evaluadas contra tres plagas

agricolas presentaron mortalidad inferior al 50 porciento.

2.~ ﬁa cepa GM-55 serofipo H-8a8c variedad nigeriensis fue la que
presentd mayor toxicidad, para la cual se encontrd un 50 % de
mortalidad en la dosis de 500 ug/ml principalmente hacia larvas de
s. exigua.

3.- En extractos de fermentacién de 1las cepas HD evaluadas,
solamente la HD-116 y HD-530 sercotipo 8a8b variedad morrisoni
presentaron 100 porciento de mortalidad con dosis de 500 ug/ml
contra larvas de T. ni. Otras cepas gue pertenecen a el mnismo
serotipo pueden existir con diferente patrén de toxicidad para
controlar un insecto plaga determinado.

4.- Dentro del serotipo H-8a8c y H-8a8d se encuentran cepas con
actividad téxica muy pobres y no atractivos para controlar insectos
plaga de importancia agricola.

5.- Los extractos de fermentacién almacenados mantienen la misma
actividad tdxica que los extractos de fermentacidn recientes de

B, thuringiensis contra los tres insectos evaluados con excepcidn
de la cepa HD-530 que presentd un incremento de 42 % contra larvas

de H. virescens.
6.~ E1 numero de cepas a ser evaluadas deben de incrementarse para

obtener al mencs una cepa con buenas probabilidades para usarse en

control bioldgico de insectos plaga.
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ABREVIATURAS.

KDa-..-o.. ..... LR R B I L L N I R I A ) kilOdalton-

SDS-PAGE.....vtveeessnssnsnssarsse electroforesis en gel de
poliacrilamida.

BI/MLl.eieerininvnnons tetesasransesss Microgramo por mililitro.
Ng/mMl.. e reneieienrenneancnnnna .. nanogramo por mililitro.

LCgpetoeceerssensansscns-sereneers COncentracién letal

media.
DEgheveovensecoensosnenonasssos ... dosis efectiva media.
Dlgpesecvcrenesnatecacanrossassas. dosis letal media.
Uil eewionsnovatsssasansasasenssss Unidad internacional.
i ieesseasonstecsstsacranansssesesss porciento.
ma&s- menos.
P eesrrtsesecnanarsassosesssassass grados centigrados.

. gramos.

TPM.o.s. e tea et ceev e revoluciones por minuto.
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