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RESUMEN

Se aislaron 12 cepas de Bacillus thuringiensis a partir de
muestras de suelo recolectadas en diferentes regiones de
Nicaragua. De acuerdo a la identificacidén seroldgica, las
cepas se 1identificaron como B.thuringiensis var. kurstaki,
serotipc 3a3b. La seleccidén de cepas se efectud con el
criterio de toxicidad. La mejor cepa resultd ser CNPVBt-12
contra los insectos blancos Heliothig zea y Spodoptera exigua.
Contra H.zea presentd una DLg, de 113.05 jg/ml.; las Unidades
Internacionales de Potencia (UIP) por mg de muestra fueron
18,373. Contra S.exigua presentd una DLg, de 179.85. Las UIP
fueron 14,577. En este trabajo se evaluaron 5 medios de
cultivo con melaza como Unica fuente de carbono, utilizando la
cepa seleccicnada CNPVBt-12. El medio II elaborado con melaza
de cafla, harina de pescado, harina de soya, liquido de remojo
de maiz y levadura, resultd ser el mejor de acuerdo a los
parametros: tiempo de fermentacion, cantidad de esporas
viables y toxicidad. Al analizar la toxicidad de los extractos
finales obtenidos de B.thuringiensis CNPVBt-12 del medio II se
encontrd una toxicidad para H.zea (93.16%) y para S.exigua
(84.24%) . De los tratamientos de combinaciones
aereacidn/agitacidén que se evaluaron en fermentadores de 40
litros de capacidad total, con el medio y cepa seleccionados,

la mejor combinacidn fue de 600 r.p.m./1 VVM, en la cual la

1d &



fermentacidén durdé 26 horas, un rendimiento de 18 g/l de
esporas-cristales, determinando un Kia de 237 H! resulté el
éptimo para la reproducibilidad de 1la toxicidad en 1los
extractos recuperados en esta escala, la cual fue de 80%

contra H.zea a 500 pg/ml.



I.INTRODUCCION

La lucha quimica contra los insectos resulta cada wvez mas
complicada y en ocasiones hasta decepcionante, principalmente a
causa de 1los fendmencs de resistencia a los plaguicidas
quimicos,por lo que el hombre ha buscado alternativas al uso de
estos. En efecto, en 1948, 14 especies nocivas eran resistentes
a un insecticida, en 1969 eran 229 y en 1984, se contaba con mas
de 447. La comprensidén de este fenbmeno de consecuencias graves
sobre los costos de produccién agricola y sobre la salud ha

llevado a la implementacidn del control bioldgico. (44).

Jean Deacon (1984), define el Control Bioldgico como la préctica
o el proceso en el cual los efectos no deseables de un organismo
son reducidos por medio de otro organismo que no es la plaga, la
planta hospedera o el hombre".(12). El Control Microbiano

representa una rama del control bioldgico de insectos-plaga. (4).

Los agentes microbianos de control bioldgico son organismos
cque se encuentran en la naturaleza e incluyen: virus, bacterias,

hongos, protozoarios y nematodos. (12).

Actualmente de alrededor de 300 bacterias entomopatdgenas, la mds
importante desde €l punto de vista comercial es el género
Bacillus de los cuales sdlo cuatro han sido estudiados como

insecticidas: Bacillus popilliae, Bacillus moritai,



Bacillus sphericus y Bacillus thuringiensis, ésta Ultima
representa el microorganismo entomopatdgeno de mayor produccidn
y distribucién en el wmundo{l12). Hoy dia se utilizan
aproximadamente 2.3 millones de Kg. de bioinsecticidas de
Bacillus thuringiensis anuvalmente, para el control de plagas

agricolas y forestales principalmente. (37).

Es importante sefialar los dafios que causa el "gusano soldado de
la remolacha" Spodoptera exigua (Hubner) en los diferentes
cultivos, principalmente en el maiz, sorgo, algocdonero, tabaco,
evitando el desarrollco de las plantas y algunas veces las
destruye totalmente (46). Por otro lado, el "gusano elotero™
Heliothis zea (Boddie), es seriamente dafiino al Jitomate, tabaco
y maiz, en las plantas del algoddn, sdélo un gusano puyede consumir

el interior de las bellotas de toda una rama. (46).

B.thuringiensis es una bacteria grampositiva, formadora de
esporas, saprdéfita del suelo y facultativa pardsita de insectos,
la cual se caracteriza por la formacidén de un cuerpo parasporal
protéico durante la esporulacidn. Estos cristales son liberados

al exterior después de la lisis de la pared celular. (32,35).

Hay tres factores que significarén un aumento de su uso en el
futuro, éstos son:

- La mayor parte de 1las plagas-insectos han desarrollado
resistencia a varias clases de insecticidas quimicos.

- El costo social asociado con el uso de estos agentes, los



efectos negativos en la salud y el dafio al medio ambiente se han
incrementado.

- El costo directo para desarrollar y producir un insecticida
quimico derivado de petrogquimicos también han aumentado

rapidamente. (55) .

Muchos reportes de investigacidén han cubierto diferentes aspectos
relacionados a B.thuringiensis, tales como genética, metabolismo,
toxinas, etc., sin embargo muy poco se ha enfocado a los procesos
de fermentacidén y desarrollo de tecnologia, para su
produccidn. (30) .

Consideramos de importancia estudiar el comportamiento Yy
seleccidn de cepas nativas de B.thuringiensis, propagadas en
diferentes medios de fermentacidn, asi como el efecto que ejercen
dichos medios sobre la toxicidad de la d-endotoxina producida

hacia insectos Lepidopteros de importancia agricola.

En base a lo anteriormente expuesto en el Centro Nacional de
Proteccidn Vegetal del Ministerio de Agricultura y Ganaderia en
Managua, Nicaragua se implementd un proyecto de investigacidn
para el desarrollo de una tecnologia propia para la produccidn

de biocinsecticida a partir de B.thuringiensis.



HIPOTESIS

Se pueden recuperar y seleccionar cepas nativas de
Bacillus thuringiensis de suelos de Nicaragua con una

buena actividad téxica contra Heliothis zea Yy

Spodoptera exigua.



Para la realizacidn de este trabajo nos planteamos los siguientes

objetivos:

1- Identificacién seroldégica de cepas nativas de

Bacillug thuringiensis aisladas de suelos de Nicaragua.

2—- Seleccionar la cepa mas tdéxica contra los insectos blancos

Heliothis zea vy Spodoptera exigua.

3- Optimizar las condiciones para la produccién de &-endotoxina

con la cepa seleccionada en diferentes medios de cultivo a nivel

de laboratoric y planta piloto.

ORIGINALIDAD

Identificacién vy seleccidén de las primeras cepas de
Bacillus thutingiensig aisladas de suelo de Nicaragua, como parte
de un desarrollo biotecnoldgico que resuelva problemas bAsicos

y aplicados para Nicaragua en el campo de Bioinsecticidas.



II.ANTECEDENTES

2.1 . ASPECTOS GENERALES DE Bacillusg thuringiensig.

2.1.,1. AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CLASIFICACION,

El primer aislamiento de B.thuringiensis fue de larvas enfermas

del gusano de la seda Beombyx mori en 1902. En 1915 investigadores

japoneses demostraron que solamente cultivos esporulados eran

téxicos a las larvas de éste insecto por eso sugirieron que la

rdpida toxicidad observada era debido a alguna toxina. En el

mismo afio Berliner aisldé una cepa asigndndole el nombre

thuringiensgis por la provincia de thuringia de las larvas de la

palomita de la harina del mediterrédneo Anagasta

kuheniella. (40,49).

A partir de 1950 otros iqyegtigadores aislaron de varios insectos

otras bacterias cristaliferas. Bacillus anduzae fue aislada por

Vago en 1952 a partir de Bombyx mori, Bacillus dendrolimus fue
aislado de PDendrolimus sibericus por Talalaev en 1956. Bacillus
cereus var. galleriae fue aislada de la palomilla de la cera,

descrita y aislada por Isakova en 1958. Bacillus entomocidus var.

subtoxicus y Bacillus entomocidus var. entomocidus fueron
aisladas a partir de Plodia interpunctella y Aphonia gularis
respectivamente por Steinhaus en 1951.(54).

Aunque el descubrimiento de B.thuringiensis tomdé lugar en la
primera parte del siglo veinte, su desarrollo como control
bicldgico de insectos-plagas fue lenta, particularmente debido
a una larga y permanente confusién entre las diferentes

variedades. El primer intento importante para diferenciar y



clasificar las primeras cepas aisladas fue hecho por Heimpel y
Angus, 1958, usando cardcteres morfoldgicos y bioguimicos. (55} .
La introducién de serovariedades basadas en flagelos y
H-antigenos (De Barjac y Bonnefoi 1962) y estudios extra de
bioguimica facilitaron que éstas cepas aisladas fueran mds
claramente distinguidas. Todas las cepas alsladas fueron
identificadas como H-serotipos de una especie B.thuringiensis.
El método de aglutinacidn flagelar ha probado ser hasta la fecha
el méds sensible, especifico y rdpido.(De Barjac 1981). En 1968
se credb el Centro Internacional de Control Bioldgico en Paris,
Francia. (13,15,16) .

Un mayor avance ocurrid cuando Dulmage aisld la cepa de------~--
B.thuringiensis clave HD-1 var. kurstaki. Esta cepa presentd 16
veces mAs potencia que la var. thuringiensis contra Heliotis
virescens una de las mayores plagas en algunoé cultivos de los
E.U.A.. Asi en un periodo de pocos afios todo E.U.A. utilizaba la
cepa HD-1.(19).

El siguiente gran avance ocurrid en 1976 con el descubrimiento
de la variedad israelensis, que tieme gran toxicidad para los
mosquitos (Diptera) vy mosca negra (Simulidae) (14). También es de
importancia el aislamiento de las variedades llamadas tenebrionis
y san diego, que tienen el mismo H-antigeno de la serovariedad
morrisoni (H8a8b) de la cual difieren por su patogenicidad a las
larvas de Coleoptera. (16,33,39).

Krywienczyk, Dulmage y Fast 1978, demostraron gue un mismo
serotipo puede tener diferente toxicidad contra varias especies

de insectos. Ellos probaron que B.thuringiensis var. kurstaki



{serotipo 3ab), tiene diferente toxicidad contra los insectos
plagas T.ni y H.virescens. Ellos suguieren que el serotipo 3ab
puede ser separado en dos subgrupos (patovariedades) designados
como k-1 y k-73.(41).

Rodriguez y col. 1990, descubrieron una nueva subespecie, con una
Unica forma triangular del cuerpo parasporal cristalino, la cual
fue nombrada subesp. neoleonensis. Esta cepa fue aislada del
suelo colectado en Guanajuato, un estado del centro de México
e identificada en la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, México,
también Rodriguez y Galdn en 1988, aislaron e identificaron una
nueva cepa de B.thuringiensis la cual fue designada como
subespecie mexicanensis. (16,53).

La actual coleccidn internacional de cepas de B.thuringiensis
aisladas de diferentes paises asciende a 1600 las cuales
pertenecen a 34 serovariedades incluidos 27 subé;rupos antigénicos
y 7 subgrupos.(16). En la tabla 1 se muestra la clasificacién de

B.thuringiensis.

2.1.2. HABITAT DE B.thuringiensis.

Esta bacteria es un pardsito facultativo de insectos, asi come
un sapréfito en el suelo. En condiciones adversas sus endosporas
pueden permanecer en vida latente por afios, al encontrarse en un
medio ambiente propicio como el cuerpce de un insecto, medios de
cultivo, etc., ocurre la germinacién de las esporas que da lugar
a una multiplicacién activa de células vegetativas que presentan
exigencias nutricionales. Como el cuerpo de un insecto es un

sistema cerrado, con el paso del tiempo se suscitan una serie de



2.1,3 MORFOLOGIA CELULAR

El organismo es un miembro del grupo I del género Bacillus, el
cual también incluye B.subtilis, B.licheniformis, B.megaterium,
B.cereus y B.anthracis. Esta muy relacionado a B.cereus,
distinguible solamente por la presencia de un cuerpo parasporal

y por los antigenos flagelares.(55).

Las células vegetativas son bacilos gram-positivos, 2 a 5 x 1 um,
con flagelos peritricos, se divide por fisién binaria vy
frecuentemente forma cadenas. Un cristal bipiramidal parasporal

es formado durante la esporulaciédn. (55).

2.1.4 TOXINAS PRODUCIDAS POR B.thuringiensis.

Hay 7 diferentes toxinas descritas en cepas de B.thuringiensis,
las de mayor produccidn ¢on actividad insecticida son:

- o~ exotoxina, llamada también lecitinasa o }osfolipasa C.

~ B- exotoxina, conocida como factor mosca.

- 8- endotoxina, el cristal parasporal protéico.(49).

O-EXOTOXINA.

Esta toxina es también formada por B.cereus. Es una enzima
termoldbil, la cual se acumula durante el crecimiento
exponencial, es capaz de lisar muchos tipos de células. Parece
que aumenta la accidn de las otras toxinas. Fuesla primer toxina
aislada. Tiene 23 Kilodaltones (Kba).(34,55).

Debido a gue el fosfolipido lecitina de la membrana celular es
usado a menudo como sustrato, este tipo de enzimas se denominan

lecitinasas o Zosfolipasas. (7).
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£-EXOTOXINA

También conocida como *factor mosca® es una toxina termoestable
secretada por algunas variedades durante el c¢recimiento
exponencial, B.thuringiensis produce cerca de 50 mg/l.(S5). Es
derivada de Adenosina, soluble en agua, la cual actia como un
inhibidor de nucleotidasa. Es altamente téxica para moscas Yy
otros insectos, blogueandc la mitosis celular. Es un potente
inhibidor de ADN-dependiente de ARN-polimerasa en células
bacterianas y de mamiferos. En células sanguineas de humanos, ha
sido demostrado que incrementa las aberraciones cromosomales.

Descubierta poxr Burgerjon, Heimpel y Angus. (31,34).

0-ENDOTOXINA

Es una protoxina formada durante los estadios III y V de la
e;porulacién. El cristal parasporal estd compuesto de subunidades
glicoprotéicas ( 5 % de carbohidratos y el resto proteina). EL

azlcar estd compuesto de hexosas neutrales {gluccsa y manocsa, 38%
v 1.8% respectivamente del peso seco del cristal). Los azlicares
estédn unidos a la serina y trecnina. Cada subunidad tiene un peso
molecular de cerca de 134,000 daltones. El porcentaje aproximado

de aminodcidos presentes en la d-endotoxina (hay que sefialar que
estos varian entre subespecies): Aspdrtico 11%; Glutdmico 12%;
Leucina 9%; Arginina 8%; Fenilalanina 6%; Tirosina 6%; Treonina
5%; Serina 5%; Prolina 5%; Valina 5%. La formacién de enlaces
cruzados S-S, hacen mds insoluble el cristal.(32).

La protoxina es moderadamente termoestable. La toxina cristalina

es soluble e hidrolizada a pH mayor a 9. Todas las especies de

11



insectos poseen un jugo intestinal alkalino, el cual disuelve la
protoxina. Las proteasas alkalinas del insecto entonces
hidrolizan la protoxina a fragmentos tdxicos.(31,55).

Todos los cristales de B.thuringiensis especificos para
Lepidopteros contienen proteinas de 130 a 140 Kba, las cudles
pueden ser agrupadas en tres tipos segin el peso molecular de la
protoxina. (34).

Tipo A: El cristal estd constituido de protoxinas de 130 a 133
KDa, los cudles son procesados por tripsina a toxinas de 60 KDa.
Tipo B: La protoxina de 140 KDa genera un fragmento tdéxico de 55
KDa.

Tipo C: La protoxina de 135 KDa genera un fragmento tdéxico de 63
KDa. El fragmento téxico estd localizado en la unidad N-terminal
de la protoxina. La toxina reacciona con la membrana de las
células epiteliales del intestino, las cuales‘conSeéaentemente
se hinchan y lisan causando aventualmente la muerte del insecto.
{34) .

B.thuringiensis subspecie israelensis tiene 3 proteinas, las
cudles tienen un peso molecular de 28, 70 y 135 KDa, cada una es
inmunoldégicamente diferente. lLas proteinas son desdobladas por
tripsina de la siguiente forma: La proteina de 28 KDa genera
fragmentos tdxicos de 26, 25, 23 y 22 KDa. La proteina de 70 KDa
genera un fragmento téxico de 38 KDa. La proteina de 135 KDa
genera fragmentos téxicos de 94, 72, y €5 KDha. La toxina
solubilizada posee dos actividades biocldgicas; larvicida vy
citolitica general (hemolitica). La actividad hemolitica reside

en la proteina de 28 KDa. (34
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El cristal de B.thuringiensis variedad israelensis contiene una
amplia variedad de proteinas, mientras el cristal de la mayoria
de las otras cepas consiste de una proteina de 130 a 140 Kba
exclusivamente. (2).

Han sido propuestas varias hipdtesis en los eventos toxicoldgicos
relacionados a la accidén de la toxina del cristal parasporal.
Ninguno ha sido probado. Estos incluyen: Separacidén de las
células del intestino y su desunidén de la membrana; el incremento
en la actividad de secresién de las células epiteliales del
intestino; incremento en la permeabilidad de 1la pared del
intestino a iones de sodio, con una lenta velocidad de entrada
de la glucosa en la hemolinfa; pardlisis del intestino y alguna
pardlisis general del cuerpo. (2).

El modo de accidén de la toxina en general es gue produce
pardlisis intestinal, lo cual provoca'una falta de alimentacidn
vy lesiones que favorecen el crecimiento y la proliferacién del
bacilo, con ello resulta una septicemia como la principal causa
de muerte de la larva que ocurre entre las 24 y 96 horas después

de haber ingerido la mezcla de esporas y cristales. (10).

2.1.5. ACTIVIDAD INSECTICIDA Y BIOENSAYOS CON B.thuringiensis

Antes de 1970, los productos de B.thuringiensis eran
estandarizados en base al conteo de esporas y su potencia medida
en términos de DLg,, esto es, que ddbsis mataba el 50% de las
larvas de una especie dada de insectos. Luego se demostrd que no
habia correlacidén entre la DL, v el numero de esporas. La

Estandarizacidn Industrial fue originalmente un estricto problema
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regional y cada fédbrica registraba su producto en su pais. Asi
en diferentes paises se desarrollaron métodos de bioensayos
utilizando diferentes estandares y diferentes insectos blancos.
Obviamente cada fabricante tedricamente podia usar su propia
preparacién estandar y producir un producto de constante
calidad. (23,26).

Muchos patdlogos de insectos sugirieron bioensayos alternativos,
pero no fue hasta 1971 que Dulmage y col. desarrollaron un método
de bioensayoc que permitia estandarizar las formulaciones de
compafiias de diferentes paises. (25,55).

En los Estados Unidos, el wvalor de 16,000 Unidades
Internacionales de Potencia (UIP)/mg de extracto, para el estandar
HD-1-85-1971 se determind experimentalmente, compardndolo con el
E-61 (Francia) en bioensayc contra el insecto-blanco

T.ni Hb.. El1 wvalor 16,000 UIP fue sin embargo; arbitrario y se'
establecid experimentalmente 1lo siguiente: gque HD-1-8-1971
(serotipo 3a,3b) fue 18 veces mas activo que E-61 (serotipo 1)
contra T.ni. La comparacidén que se hizo entre las dos unidades

es valida solamente para este insecto. (9,23).

2.2. PARAMETROS DE FERMENTACION.

2.2.1 METABOLISMO

B.thuringiensis es una bacteria quimicheterdétrofs, la cual oxida
aerdbicamente los carbohidratos para convertirlos en 4&cidos
orgdnicos, al ser oxidados forman didxido de carbono. Este
organismo exibe un complejo metabeolismo, el cual inicialmente

emplea la ruta Embden-Meverhoff-Parnas (EMP), convirtiéndose a
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un modificado del ciclo del Acido Tricarboxilico (TCA) al
comienzo de la esporulacidn. (55).
El modelo metabdlico puede ser descrito como trifdsico:

crecimiento exponencial, transicidn y esporulacidn.

2.2.1.1 PASE DE CRECIMIENTO EXPONENCIAL (TROPOFASE).

El catabolismo de azicares simples ocurre en un 93 a un 100 % por
la ruta BEMP v de 0 a 7 % por la ruta fosfato-pentosa. Los
metabolitos intermediarios formados son piruvato, acetatoy poli-
£-OH-butirato, principalmentelos los dos Gltimos. (55).

Bajos niveles de amilasa son formados durante la parte media y
alta de la fase logaritmica de crecimiento. La cantidad formada
depende marcadamente de la variedad bacteriana, pero es
independiente de la concentracidén de almiddn y glucosa. Para el
aislado HD-1 de la var. kurstaki, la enzima tiene un pH éptimo
de 6 y se requiere calcio y manganeso para una maxima actividad.
(63) .

El nitrégeno es asimilado como amonio © aminoacidos, los cudles
son transaminados o desaminados para producir los aminodcidos
requeridos por la célula. Durante el c¢recimiento exponencial, la
formacién de exoproteasa es normalmente reprimida por la
presencia de iones amonio. Una mezcla de aminodcidos suprime la
formacidn de exoproteasa. (28).

Las a-amilasas hidrolizan enlaces alfa-1,4 del almidén. Parece
probable que su unica funcidn es para degradar los polimeros en

el medio v asi suplir a la bacteria con una fuente asimilable de

nutrientes. (50).
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La maxima sintesis de enzimas extracelulares normalmente ocurre
antes de la esporulacién en la parte tardia de la fase

exponencial y la parte temprana de la fase de crecimiento. (50).

2.2.1.2 FASE DE TRANSICION

Cerca de la mitad de la fase logaritmica, cuando los azicares
simples han sido consumidos aproximadamente a la mitad, enzimas
del ciclo TCa son formados.

Durante la fase de transicidén, el acetato, piruvato y poli-fR-OH-
butirato son catabolizados via el ciclo modificado TCA, por otro
lado la actividad de la ruta EMP decrese lentamente. La
proporcién del catabolismo de estos A&cidos orgdnicos es
marcadamente baja, sin embargo cantidades significativas de
aminoédcidos estan presentes en el medio. En este caso,
aminodcidos tales como glutamaté, aspartatoe y alanina son también
catabolizados, sirviendo como fuente de carbdn 0%

nitrégeno. (8, 65) .

2.2.1.3. FASE DE ESPORULACION

Aproximadamente 3 horas después de comenzada la fase estacionaria
(entre 1os estadios II y III de la esporulacidn), comienza la
formacidén del cristal parasporal. Al mismo tiempo, la membrana
parasporal es completada y la produccidn de exoproteasas decrece
marcadamente. La sintesis completa de la endotoxina precede la
maduracidn de la espora por cerca de 2 horas. (55).

Durante la formacién de la espora y el cristal, el metabolismo

* o b 8k ew s oaF m oo tyw v N aptle ™A oL S |
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del rompimiento de las proteinas de la c¢élula y el medio. Estos
son usados para la sintesis de proteinas y son fuente de energia
v carbdén. Las proteinas de la espora tienden a derivarse de la
hidrdélisis de las proteinas de la célula vegetativa, mientras que
las proteinas del cristal tienden a incorporarse mas aminodcidos
derivados del medio. (47,65).

La masa de las esporas es por lo menos 15% de la masa previa de
la célula vegetativa v el cristal es cexca de 12.5 a 17% de la
misma. Una buena produccién de esporas es de S a 10 x 10° /

ml. (55} .

2.2.2. CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

El rango de temperatura de crecimiento de B.thuringiensis es de
20 a 42°C, pero el crecimiento en los limites de este rango,
generalmente resulta ;n pérdida de 1la produccién de endotoxina.
La produccién o6ptima de endotoxina ocurre de 28 a 30°C; sin
embargo el crecimiento es lento a 28°C. La temperatura normal de
fermentacidén es asi 30°C.(55).

El crecimiento ocurre en el rango de pH 5.6 a 8.5. El pH inicial
es 6.8 a 7.2, tipicamente decrese a 5.8, yva que es liberado
acetato, cuando éste es consumido aumenta a 7.5 a 8.0 (55).
Muchas variedades son capaces de utilizar las siguientes fuentes
de carbén: glucosa, fructosa, almiddén, maltosa, ribosa, glicerol,
dcidos organicos, glutamato y otros posibles aminocdcidos. sin
embargo, la ausencia de carbohidratos metabolizables se reporta

que resulta en una defectuosa esporulacidn, (47).

El oxigeno es requerido para el crecimiento, el nitrato es
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también capaz de actuar como aceptor de electrones. (55).

Los medios comerciales han usado fuentes de nitrégenc complejas
como: harina de maiz, licor de maiz, harina de pescado, harina
de semilla de algoddn, caseina, etc.. Los medios son algunas
veces suplementados con extracto de levadura y/o peptona. La
omisidén de estos suplementos influye en la esporulacidén y reduce

la produccién de d-endotoxina. (55).

2.2.3. MEDIOS DE CULTIVO

Para la produccién de cristales se han desarrollado una gran
variedad de medios de fermentacidén, sintéticos, semisintéticos,
hasta medios de cultivo a base de productos completamente
naturales. Un medio minimo gue soporta un abundante crecimiento,
esporulacién y formacién de cristal es descrito por Nickerson y
Bulla como s‘igue (todas las cantidades son grémos poxr litro en
agua destilada): MgSO,.7H,Q0, 0.3; MnSO,.H,0, 0.05; CaCl,, 0.08;
ZnsS0,.7H,0, 0.005; Cu80,.5H,0, 0.005; FeSO,.7H,0, 0.0005; K,HPO, ,
0.5; (NH4),S80,, 2; Glucosa, 1l; y glutamato, aspartato o citrato,
2. E1l trabajo de Rajalakshmi y Shethna demostrd que €l medio
glucosa-sales minerales y alguna cantidad de aspartato, arginina,
glicina, prolina, asparagina, metionina, glutamina o cistina
soporta el crecimiento. (48,52).

Dubois 1968, describe un procedimiento lote de laboratorio para
la produccidén de B.thuringiensis usando un medio base de:
Glucosa, 2; Bacto peptona(bifco), 2; (NH;),S0,, 3:; K,HPO,, 17.4;
Mgso,, 0.03; CaCl.H.0, 0.018; FeSO,.7H,0, 0.0075; CuSO,. 5H,O,

0.075; Zn80,.7 HO, 0.075; MnS0O,.4H.0, 0.04.(18).
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En 1969, Pendleton, describe un exitoso medio a base de: harina
de pescado 2%, harina de almiddén 1%, CaCO; 0.1%, Niacina 0.001%,
y una mezcla de sales. (49).

Para 1970, Dulmage reporté el aislamiento de B.thuringiensis HD-1
var. kurstaki, la cual produce en fermentaciones altos niveles
de 8-endotoxina, utilizando un medio ¢gue contiene: triptona,
10.0; dextrosa, 5.0; almiddn, 5.0; extracto de levadura, 2.0;

K;HPO,, 1.0; y KH,PO,, 1.0, recomendando €l uso de substratos
baratos como son: harina de semilla de algoddén, 10.0; y harina
de soya, 15%(19). En el mismo afio reportd también la produccidn
del complejo espora ©&-endotoxina para doce variedades de
B.thuringiensis en dos medios de fermentacién baséndose uno en:
triptona, 10.0; dextrosa, 5.0; almiddn de maiz, 5.0; extracto de
lev_adura, 2.0; K,HPO,, 1.0; KH,PO,, 1.0; y el otro en harina de
semilla de algoddn, 10.0; bacto peptoné, 2.0; dextrosa, 15.0;
extracto de levadura, 2.0; MgS04.7H,0, 0.3; FeSQ,.7H,0, 0.02;
ZnS0,.7H,0, 0.02; y CaCO; , 1.0; obteniéndose resultados de una
gran variabilidad en la actividad tdxica de las preparaciones
derivados de los medios y al medir la actividad por bioensayos,
ésta no correspondia con la cuenta de esporas, ni con el rango
de crecimiento del organismo, concluyendo que la toxicidad de
éstas preparaciones varia no sélo con la c¢epa aislada, Sino
también con el medio de fermentacidn usado.(21).

Mds tarde, en 1971 Dulmage, recuperd complejos espora-90-
endotoxina de 16 aislados de B.thuringiensis var. alesti
(serotipo 3a) vy de dos aislados de B.thuringiensis var. kurstaki

{(serotipo 3a3b) cultivados en tres medios de fermentacidn a base
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de sales minerales y variabilidad en la fuente de carbono y
nitrégeno tal como: triptona, proflo, harina nutrisova, almiddén
de maiz, extracto de levadura y bactopeptona. Demostrd que la
cantidad de #&-endotoxina producida por los aislados varia
ampliamente dependiendo del aislado y medio sobre el cual crece,
asi la actividad insecticida de preparaciones de B.thuringiensis
no puede ser estimada por serotipos, va gue algunos aislados del
mismo serotipo produjeron diferentes actividades insecticidas,
cuando se cultivaron en medios diferentes. (22).

Asi mismo en 1973, Dulmage y de Barjac desarrollaron la
fermentacién de un nuevo aislado de B.thuringiensis HD-187 e
identificado como serotipo 5 (5a,5b) el cual produce altos
rendimientos de 8-endotoxina, muy superiores a los aislados
anteriormente ensayados, cultivdndolo en tres medios de
fermentacién 1lro.: el B-4 elvcual contiene harina de semilla de
algoddén al 1%, el 2do.: el B-4b al 2% y el 3ro.: el B-8 al 2% mas
l1iquido de remojo de maiz al 1.0%, todos con peptona al 0.2%;
glucosa 1.5%; extracto de levadura 0.2% y sales minerales
obtuvieron una actividad de 2,000 x 10° UIP por litro de caldo
cosechado y el producto tenia una potencia de 200 x 10°/mg. (24).
Scherrer y col. 1973, observaron que un incremento en la
concentracidn de glucosa aumenta las inclusiones cristalinas con
un alto contenido proteico y actividad insecticida. La maxima
produccién de delta-endotoxina fué obtenida en un medio
semisintético con una concentracidén de glucosa de 6 a 8 g/1.(57).
Goldberg, Sueh, Battat y Klein 1980, optimizaron un medio para

la produccién del complejo espora-d-endotoxina de B.thuringiensis
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a escala piloto (con dos fermentadores de 500 1. cada uno) con:
glucosa, 30; peptona de soya, 2.0; extracto de levadura, 4.5;
liquido de remojo de maiz, 5.0 ml{(76 % de sdlidos); KC1l, 3.0;
(NH,),80,, 3.0; H,PO,, 7.0; MgSo,, 2.0; CcCaCl, .H, O , 0.036;
FeS0,.7H,0, 0.0135; CuS0,.5H,0, 0.075; ZnS0,.7H,0, 0.075; MnSo,.4H,0
0.04; por cada 1000 ml de agua destilada a 32°C con aireacidn de
0.3 VVM, agitacién de 120 a 160 r.p.m., pH 6.2 a 7.4 con
produccidén de 4 x 10° U.F.C./ml. en 60 horas aproximadamente. (30)
Couch y Ross 1980, recomendaron el uso de productos naturales
como fuentes de nitrdgeno, tales como: harina de pescado, harina
de semilla de algoddn, ligquido de remojo de maiz, harina de soya,
levadura autolizada y caseina. Las fuentes de carbonc incluyen:
productos de maiz hidrolizados, almidén y dextrosa, las cudles
son adecuadas para disminuir costos de mercado. (10) .

"En 1981. Luthy y Ebersold, desarrollaron ;An medio complejo basado
en ingredientes baratos, con la siguiente composicién (g/l):
harina de soya, 35; almiddén de maiz, 12.5; extracto de malta,
2.0; KHPO,.2H,0, 1.3; MgSO,.7H,0, 0.2; CaCl,.2H,0, 0.08; MnSO,
.7TH,0, 0.08; el pH se ajustd a 7.2 y con menocs de 48 horas de
incubacidén lograron una esporulacidn total. (42).

Solama y col. 1981, proponen el uso de varios subproductos
industriales vy agricolas, incluyendo algunos de los va
mencionados y otros como: levadura de forraje, sangre de res,
subproductos secos de aves, suero de queso, asi como semillas de
leguminosas incluyendo: habas, garbansos, judias, cacahuates y

lentejas, todos incorporados a un medio base conteniendo(g/l}:

glucosa, 6.0; extracto de levadura, 2.0; K,HPO,, 4.3; CaCO,, 2.0;
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y sales minerales en una concentracién de 2%, para investigar su
potenciales en mantener la produccién de los complejos espora-8-
endotoxina de dos variedades kurstaki y entomocidus de
B.thuringiensis, encontrando que la produccidén de esporas en
estos subproductos, fueron diferentes de acuerdo a la variedad
de B.thuringiensis probada, haciendo notar que en las mezclas de
estos productos con levadura de forraje, siempre resultaron mas
altas las cuentas de esporas y productos finales para ambas
variedades, cuando se agregaba sangre de res, indicando que estos
subproductos fueron también eficientes en mantener la biosintesis
de &-endotoxina con apreciable actividad insecticida contra
H.armigera. Ademds los resultados indican que las leguminosas,
soportan altas producciones de esporas , para cada variedad
probada. (59}.

Wakisaka y col. 1982, reportaron altos reﬁdindentos de 8-
endotoxina en un medi¢ qgue contenia 330 Mg de potasio por ml.,
en cambio un medio deficiente de potasio, condujo a la formacidn
de grdnulos de &cido poli-f-hidroxibutirico, gue son inactivos
al gusano de seda. Al suplementar un medio deficiente de potasio
con 0.1 % de KH,PO,, KC1l, -KNO, y acetato de potasio, condujo a la
formacidén de d-endotoxina. Esto sugiere que el potasio juega un
papel importante en aislados de B.thuringiensis subesp. kurstaki
y aizawi para la esporulacién y formacidn del cristal.(65).
Medrano y col. 1990, obtuvieron un bicinsecticida utilizando 3
fermentadores (planta piloto), con 9 litros de capacidad de
trabajo, utilizaron el siguiente medio: melaza de cana de

azucar (45 % de azlcares reductores), 0.1 %; harina de sova, 2.0
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%; liquido de remojo de maiz, 3.0 %; CaCo,, 0.10 %. Durante el
proceso fueron medidos diferentes pardmetros de fermentacidn,
tales como: demanda de oxigeno, coeficiente de transferencia de
oxigeno, K,a, numero de esporas, consumo de aziucares reductores,
y otros, variando la proporcidén de aireacidn (VVM), agitacidn
(r.p.m.), tamafio del indéculo (% V/V}, etc. (45).

Podemos seflalar en base a lo anterior que existe la factibilidad
de utilizar una amplia variedad de subproductos agroindustriales
de facil disponibilidad y bajo costo en los medios de
fermentacidén de este microorganismo, para economizar los costos
del producto sin que disminuya la toxicidad de 1la cepa
seleccionada. Por lo tanto se requiere de una seleccidn adecuada
de la concentracidén y tipo de fuente de carbono y nitrdégeno que
nos asegure un buen proceso de esporulacién con la produccidn
respectiva de la &-endotoxina en el producto final.

Para el crecimiento de B.thuringiensis se requiere ademas de los
nutrientes, el oxigeno. En los procesos de fermentacidn aerdbicos
uno de los aspectos mds criticos es la transferencia

de oxigeno al caldo de fermentacidn, debido principalmente a la
baja solubilidad del oxigeno en el agua (aproximadamente 7 ppm
a 1 atm.). La demanda de oxigeno de un proceso de fermentacidn
es satisfecha normalmente mediante aereacidn y agitacién del
caldo de fermentacidn, sin embargo la productividad de la mayoria
de las fermentaciones estd limitada por la diponibilidad del
oxigeno. (60). En la literatura existe publicada una cantidad
ninima de ejemplos précticos para el escalamiento de reactores

a nivel planta piloto e industrial, La medicidn del coeficiente
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de transferencia de oxigeno (K,a) es c¢onocido como uno de los
criterios mas adecuados para el pasc de una escala a otra
(escalamiento}, ademas permite evaluar la capacidad de
transferencia de oxigeno de un bioreactor determinado. El K,a
varia durante la fermentacidn por varias razones, entre ellas por
el aumento de la viscosidad, los problemas de espuma y el aumento

de la concentracidn celular. (51).

2.3 PRODUCCION COMERCIAL DE B.thuringiengis

B.thuringiensis var. thuringiensis fue el organismo utilizado
para toda la produccién comercial de bioinsecticidas a nivel
mundial hasta 1970.(55).

La primer produccidén comercial de B.thuringiensis comenzd en
Francia por 1938, bajo el nombre comercial de “Sporeine®", 1la
cudl utilizaba una fermentacidén semisélida.(Sé).

También en Estados Unidos en 1957, la compafiia Pacific Yeast
Products c¢credé 1las primeras preparaciones comerciales de
B.thuringiensis con el nombre de “thuricidef*. En 1959, la
compafiia Nutrile Products Inc. ingresd al mercado con su producto
"Biotrol®". No obstante los usos de é&stos productos fueron
limitados por ser de baja actividad y por no contar con cepas de
alta potencia y la estandarizacidén adecuada. (5).

Un considerable trabajo técnico se desarrolld en ésta drea de
1960 a 1969, durante el cual se registraron 8 patentes. De estos
procesos, siete fueron en fermentacidén sumergida. (55).

La produccién comercial de B.thuringiensis var. 1sraelensis

comenzé en 1980 a 1981 por éstas compafiias y una fébrica
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francesa. En los afios 1981-1982, la produccidn mundial fue 1.6
a 2.3 millones de kg por afio, con una produccidén en Estados
Unidos de cerca de 680 mil kg por afio y una produccidén en la URSS
de cerca de 910 mil kg. por afio. (55). En China se produjeron 732
mil Kg. de bioinsecticidas de B.thuringiensis en 1989, para el
control de insectos trasmisores de enfermedades vy Dplagas
agricolas. (62). En la actualidad los productos comerciales de
B.thuringiensis son producidos en varios paises, principalmente
Francia, E.U.A., y Rusia. El uso de esporas y cristales de
B.thuringiensis para el control de plagas se ha incrementado
gracias al desarrcollo de nuevas y potentes formulaciones.(5). En
la tabla 2 se muestran algunos bioinsecticidas de
B.thuringiensis.

El mercado actual de los agentes de gontrol bioldgico representa
el 2 % del mercado total de insecticidas que asciliende a 4

billones de ddbélares. (11l).



Tabla 1. Clagificacién de cepas de Bacillus thuringiensgsis.

f-antg. Serovar. Abrev. Primera descripcidn
il thuringiensis THU Berliner, 1915; Heimpel ¥ Angus,1958;
2 finitimus FIN Heimpel y Angus, 1958;
3 alesti ALE Toumancff y Vago,l1l951l; Heimpel vy
Angus, 1958.
3a3b kurstaki KUR de Barjac y Lemille, 1970;
4adb sotto SOT Ishiwata, 1905; Heimpel y Angus,1958;
dadc kenyae KEN Bonnefoi y de Barjac, 1963;
5a5b galleriae GAL Shvetsova, 1959; de Barjac y
Bonnefoi, 1962;
Sabc canadensis CAN de Barjac vy Bonnefoi, 1972;
& entomocidus ENT Heimpel y Angus, 1958;
7 alizawal AIZ Bonnefoli v de Barjac, 1963;
8a8b morrisoni MOR Bonnefoli y de Barjac
g8a8¢c ostriniae OST Gaixin, Ketian, Minghus y Wingmin, 1975;
8b8d  nigeriensis NIG de Barjac, Frachon, Rajagopalan y Cosmao,
no publicado.
g tolworthi TOL Norris, 1964; de Barjac y Bonnefoi, 1968;
10 darmstadiensis DAR Krieg, de Barjac y Bonnefoi, 1968;
11allb  toumanoffi TOU Krieg, 1969;.
"1lali¢ kyushuensis KYU Obba y.Aizawa, 1979;
12 thomosoni THO de Barjac y Thopson, 1970;
13 pakistani PAK de Barjac, Cosmao, Shalk y Viviani, 1977;
14 israelensis ISR de Barjac, 1978; i
15 dakota DAK De Lucca, Simonson y Larson, 197%;
16 indiana IND De Lucca, Simonson y Larson, 1979;
17 tohokuensis TOH Ohba, Aizawa y Shimizu, 1981;
18 kumamotoensis KUM Ohba, Ono, Aizawa y Iwanami, 1981;
19 tochigiensis TOC Ohba, Ono, Aizawa y Iwanami, 1981;
20a20b wyunnanensis YUN Wan-Yu, Qi-fang, Xue-Ping y You-Wei, 1879;
20a20c pondicheriensig PON de Barjac, Frachon, Rajagopalan y Cosmao,
no publicado. )
21 colmeri COL De Lucca, Palmgren y de Barjac, 1984;
22 shandongiensis SHA Ying, Jie y Xichang, 1986;
23 japonensis JAP Ohba y Aizawa, 1986;
24 neoleonensis NEO Rodriguez-Padilla, Galan-Wong, de Barjac,
Dulmage, Taméz-Guerra y Romdn-Calderdn,
1988; s
25 coreanensis COR de Barjac y Lee, no publicado.
26 silo SILO de Barjac y Lecated, no publicado.
27 mexicanensis MEX Rodriguez-Padilla y Galdn-Wong, 1988;

N.B. tipo no mévil: wuhanensis WUH Hubei Inst. Microbiol. 1976.
Tomado de: de Barjac y Franchon 1990. (15).



TABLA 2. BIOINSECTICIDAS DE Bacillus thuringiensis.

BACTERIA NOMBRE COMERCIAL PRODUCTOR O COMPANIA PAIS
Bacillus Dipel Abbott labs. U.S.A.
thuringiensis Thuricide Sandoz, Inc. U.S.A.
Endotoxina Biotrol Nutrilite Prods.Inc. U.S.A,
Agritrol Merk & Co. U.S5.A.
Bakthane Rohm & Haas U.S.A.
Parasporin Grain Proc.lab. U.S.A.
Certan Sandoz, Inc. U.S.A.
Bactospeine Biochem.Prod. S.A. Francia
# Leptox Biochem.Prod. S.A. Francia
Bug-Time Biochem.Prod. S.Aa. Francia
Plantibac Procida Francia
Sporeine L.I.B.E.C. Francia
Entobacterin 3 Glavmikrobioprom Rusia
Dendrobacilline Glavmikrobioprom Rusia
Biospor Farbwerbe-Hoechst Alemania
Bathurin Chemapol-Biokrma Checoslo.
Baktukal Serm Zavod Kalanov. Yugoeslav.
Dipel Bajo Lic. de Abbott Bulgaria
Exotoxina Insektin Glavmikrobioprom Rusia
Toxobakterin Glavmikrobioprom Rusia
Eksotoksin Glavmikrobioprom Rusia
var.lsraelensis Vectobac Abbott labs. U.S.A.
Teknar Sandoz, Inc. U.S.A.
Bactimos Biochem.Prod.S.A. Francia




III.MATERIALES Y METODOS

3.1 AISLAMIENTO DE CEPAS NATIVAS

3.1.1 AISLAMIENTO DE MUESTRAS DE SUELO.

Las cepas de B.thuringiensis se obtuvieron con el siguiente
método: Se recolectaron muestras de suelo aproximadamente de 200
g.de diferentes regiones del pais.Un gramo representativo de cada
muestra de suelo, fue puesto en tubos de ensayvo con 9 ml.de agua
estéril, estos se pasteurizaron a temperatura 60-80 °C. durante
20 minutos, luego se realizd una dilucidn en serie para obtener
10° - 107 tomando del tubo anterior un ml el cual se agregd al
siguiente tubo con 9 ml. de agua estéril y agitando el tubo en
el vortex cada vez antes de tomar el ml. con la pipeta. Del
tltimo tubo se tomd siempre con la pipeta y se colocé por 0.1
ml. en 4 platos Petri con agar nutritivo. Los platos Petri
inoculados se mantuvieron 24 horas en incubacién a 30°C. Después
del tiempo de incubacién se hicieron frotis de cada una de las
colonias que crecieron en la caja, seleccionando a las qgue
nostraban esporulacién. A las 24 horas se repitid el
procedimiento del inciso anterior, hasta seleccionar solamente
colonias tipicas con produccién de esporas y cristales. Las
colonias esporuladas y productoras de cristales fueran
resembradas rayando cajas Petri con agar nutritivo por triplicado
y se incubaron a 30°C, se repitidé la tincién, cada 24 horas,
hasta observar la esporulacidn y produccidn de cristales. Las
colonias productoras de esporas y cristales obtenidas fueron

res=mbradas por duplicado en tubos de ensayo ccn tapdén de rosca,
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conteniendo agar nutritivo y se pusieron en incubacidén a 30°C.
Cada 24 horas se tomdé una muestra con una asa de cada tubo y se
realizé tincidn simple. Los tubos con cultivos puros fueron
guardados en refrigeracién a una temperatura de 2-4°C,
realizandose resiembras trimestrales de reactivacidén bajo las

mismas condiciocnes. (38).

3.1.2 OBSERVACION MORFOLOGICA DE LAS CEPAS.
Las caracteristicas morfoldgicas observadas fueron las
siguientes: forma, elevacidén, margen, superficie, consistencia

y color.

3.2 IDENTIFTICACION SERCLOGICA DE LAS CEPAS.
La metodologia que se utilizd para la identificacidn seroldgica

de las cepas fue propuesta por H. de Barjac 1962.(13).

3.2.1 PRODUCCION DEL ANTIGENO.

Preparacién del antigeno "H" flagelar de las doce cepas de
estudio, el cual se realizd de la siguiente manera: Primero se
activaron las cepas en tubos de ensayo 13 x 100 con tapdn de
rosca con 5 ml. de Caldo Nutritivo, el cual se inoculd con una
asada de las bacterias que estaban en los tubos de ensayo con
agar inclinado, se dejé 24 horas hasta que se formé en la
superficie una capita de B.thuringiensis de la cual, se tomé una
asada para inocular los matraces de 500 ml. con 100 ml. de Caldo
Nutritivo. Se incubdé en agitacidn rotatoria a 300 r.p.m., 30°C.

por 15-18 horas. Con un 2 % de este cultivo se inoculd un segurdo
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matraz, manteniéndose a 30°C., 300 r.p.m. por 5-8 horas, luego
durante el desarrollo exponencial, con dos asadas se inoculd un
tubo Craige con Caldo Nutritiveo, con 0.2 % de agar y se incubaron
a 30°C.por 15-18 horas. El procedimiento se repitid transfiriendo
dos asadas del tubo anterior a un segundo tubo Craige, por 12-14
horas,a 30°C. Se inocularon por duplicado matraces de 500 ml.
con 100 ml de Caldo Nutritivo con dos asadas de las células que
estdn en el segundo tubo Craige, incubdndolo en agitacidn a 300
r.p.m, por 5-8 horas. En ésta fase se detuvo el crecimiento
vegetativo con Solucidén Salina Formalinizada(SSF), afiadiendo
aproximadamente 100 ml.a cada matraz v refrigerdndose un minimo
de 12 horas, a una temperatura de 4°C. Se concentré el paquete
celular centrifugando a 300 r.p.m por 15 minutos a una
temperatura de 5-10°C, se decanté el sobrenadante, se lavdé con
100 ml de SS8F, resuspendiendo suavemente €l péquete celular. Se
centrifugd nuevamente baja las mismas condiciones y se cosechd
el paquete celular con 10 ml. de S8SF.(15).

Concluida la preparacidn del antigeno "H* flagelar, a partir de
este se prepararon los antigencs diluidos a una concentracidn
semejante al tubo No.3 del Nefeldmetro de McFarland. Este método
Se basa en la comparacidn visual de la turbidez de una suspensidn
de bacterias, con una escala preestablecida obteniéndose una
indicacidén probable de la concentracién de células bacterianas
existentes en la suspensidén. Es un método comparativo gue estad
basado en la relacidén de diferentes concentraciones de BaCl, 1%

en H,S0, 1 % a una concentracién de bacterias por cm’. (4)
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3.2.2. PRODUCCION DE ANTISUEROS.

Los antisueros se prepararon en conejos a partir del antigeno "H®
flagelar. El1 antigeno "H" se diluyé c¢on 88F hasta una
concentracidén correspondiente al tubo No.3 del Nefeldmetro de
McFarland. Se procedid a la inmunizacidn de los conejos, bajo el

siguiente protocolo. (15).

INYECCION TIEMPO DOSIS VIA
1 dia 0 0.5 ml intravenosa
2 dia 4 1.0 ml intravenosa
3 dia 8 2,0 ml intravenosa
4 dia 12 3.0 ml intravenosa
sangrado dia 19 = —=---- vena central

de la oreja

puncidén

cardiaca
El titulo de aglutinacién se revisd 7 dias después de la
dltima inyeccidn (dia 19). Se tomd una muestra de sangre de
conejo (4-5 ml) después de la ultima inyeccién. Esta se dejéd
coagular 37°C. por 30-60 minutos, centrifugindose posteriormente
a 2000 r.p m. por 15 minutos, se separd el suero para su
titulacidén. Si el titulo de anticuerpos era superior a 5120 se
pocedia a sangrar al conejo; en caso de ser menor; el conejo se
sometia a una reinmunizacidén a partir de la inyeccidn No.3. Se
revisé el titulo de anticuerpos hasta que éste se habia elevado.
El antisuero colectado se distribuyd asépticamente en ampulas de
1 ml. selladas y guardadas a -20°C. Merthiolate de sodio se

agregd al suero para mejorar el almacenamiento. (15).




3.2.3 TITULACION DE ANTISUEROS.

El titulo de aglutinacidn se define como la mayor dilucidén del
suero que déd lugar a una aglutinacidén como regla general, este
titulo se evalia con margen de una dilucidn y sélo dad una idea
semicuantitativa de la cantidad de anticuerpos presentes. El
procedimiento fué el siguiente: Se enumerd una serie de tubos de
13 x 100 del 1 al 10 colocando en ellos 0.5 ml. de 8S8F, excepto
en el primero, al gue se le agregd 0.9 ml. de SSF. Se realizaron
las diluciones al doble del antisuero de la siguiente manera:
0.1 ml. de antisuero se afiadié al primer tubo para obtener una
dilucidn 1:10 y se tomd de ella 0.5 ml. que se pasd al segundo
tubo, obteniéndose la dilucidén 1:20 y asi sucesivamente hasta el
tubo 10 correspondiente a la dilucidén 1:5120. De cada dilucidn
se tombé 0.1 ml. que se colocd en otra serie de tubos, se agregd
después 0.9 ml. de antigeno homélogo el cual estaba a una
concentracidén similar al tubo No.3 del Nefeldmetro de
McFarland. Se colocd un testigo negativo del antigeno con 0.9
ml.de éstey 0.1 ml. de SSF, procediendo de la misma manera para
el testigo negativo del antisuero. Se incubaron los tubos en bafo
de agua a 37°C. por espacio de 2 horas. Se realizd la lectura del
titulo, siendo éste el Gltimo tubo donde se presentd

aglutinacién. (15) .

3.2.4 IDENTIFICACION SEROLOGICA.
El wmétodo de identificacidén seroldgica por reacciones de
aglutinacidn consta de dos partes consecutivas: determinacidn de

vos-otividad vy aererminacidn del titulo (15). Esco se llevd a cabo
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haciendo reaccionar cada uno de los antisueros de las cepas de
referencia 1internacional con los doce antigenos de las cepas a

identificar.

3.2.4.1 PRUERBAS PARA REACCIONES POSITIVAS.

A partir del antisuero de la cepa de referencia internacional se
prepararon diluciones de 1:10, 1:20 vy 1:40. De cada una de las
diluciones se tomé 0.1 ml. colocdndose en otra serie de tubos y
agregando 0.9 ml. del antigeno de la cepa a identificar gue fue
diluido simultdneamente al tubo No.3 del Nefeldmetro de
McFarland. Se colocd un testigo para el antigeno (0.1 ml. de SSF
+ 0.9 ml. de antigeno). Se incubaron los tubos en bafioc de agua
a 37°C por 24 horas, una reaccidén positiva fue cuando se
presentd un contenido claro de un tubo en el fondo del cual habia
un sedimento flocular, que facilmente se. podia dispersar

agitdndolo. (15).

3.2.4.2 MEDICION DEL TITULO.

El H-antisuero que reacciondé positivamente se prepard en
diluciones al doble hasta la dilucién 1:5120. Luego 0.1 ml. de
cada dilucidn se colqcé en tubos con pipetas de precisidn y se
agregd 0.9 ml. de la suspensidén de células diluidas del antigeno.
Se incluyd un control con S8SF. Se colocd también un testigo
positivo con el antigeno homdélogo al antisuero, que tuvo como
finalidad servir de patrdén para comparar la reaccién de los
antigenos heterdlogos vya que en caso de tratarse de la misma cepa
el titulo seria idéntico al que se presentaria con el antigeno
homdlogo. {13} .
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3.2.4.3 TECNICA DE SATURACION CRUZADA, PARA DETERMINAR EL
SUBFACTOR ANTIGENICO.

Se produjo bastante antigenc (a) para poder saturar el antisuero
(ab) y dejar libre los subfactores (b) en el suero. El antigeno
se colocd a una concentracidén 1:10 con el antisuerc. Se dejaron
incubar por 2 horas a 37°C.. Se centrifugd a 3000 r.p.m. por 10
minutos para que se precipitaran los aglutinados ¥y c¢on una pipeta
Pasteur se recuperd el sobrenadante. Al antisuero saturado
(sobrenadante) se le determiné el titulo con el antigeno de los
subfactores (ab) y con el antigeno del subfactor (a). Luego se

procedidé a cruzarlos con las cepas a identificar.(15).

3.3 SELECCION DE CEPAS.

Se realizé en base a la toxiciéad,jpor' medio de bioensayos
utilizando los insectos blancos: H.zea y S.exigua. La
metodologia consistié en activar las cepas, cultivarlas y extraer
el complejo espora-cristal con el cual se realizaron 1los

bicensayos.

3.3.1 ACTIVACION DE LAS CEPAS.

Todas las cepas se produjeron en el mismo medio de cultivo y con
iguales condiciones. Se sembrd en tubos con agar nutritivo y se
incubaron por 24 horas a 37°C.. Posteriormente.se tomaron dos
asadas para inocular un matraz de 250 ml. con el medio de
cultivo: Melaza 20g., Harina de soya 20g., Ligquido de Remojo de
Maiz 10g., CaC0O, 0.1g., Agua Destilada 1000 ml.. Los matraces se
colocaron en un agicador giratorio a 300 r.p.m., a *1°C. por 14-
18 horas.
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Después se tomd 0.5 ml. para inocular un segundo matraz con el
mismo medio y con los mismos parametros de fermentacidn por 24-36
horas, hasta que el cultivo formdé un 90 % de esporas y cristales.
Al término de la fermentacidén se realizd la extraccidén del

complejo espora-cristal. (64,27).

3.4.2 EXTRACCION DEL COMPLEJO ESPORA-CRISTAL.

Para obtener el complejo espora-~cristal se utilizd el método de
coprecipitacidén acetona-lactosa propuesto por Dulmage 1970.
Después de comprobar que el 80% de los cristales estaban libres
se procedid a centrifugar, se ajustd el pH a 7 yv se centrifugd
a 5000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente el
sedimento se resuspendid en solucidén de lactosa al 5% en un
volumen correspondiente al 10% del volumen original de la
fermentacidn, agitandose por 30 minutos hasta homogenizar
completamente, se le agregd posteriormente cinco volumenes de
acetona, se agitd nuevamente por 30 minutos, se reposd 15 minutos
y se filtrdé al vacio en papel filtro Watman # 1. Se dejd secar
durante toda la noche y se molid en un mortero hasta obtener un

polvo muy fino, el cual se utilizé en los bioensayos. (20).

3.3.3 BIOENSAYOS.

Para realizar los bioensayos se siguid el procedimiento de
bioensayos reportado por Dulmage 1976, para determinar la Dl
se realizd lo siguiente: Se prepard una dilucién madre al 1%
(10,000 ppm), para hacer las diluciones de cada muestra, en una

solucidn amortiguadora fosfato-salina pH 7.0, asi como las de una
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preparacién estandard HD-1-5-1971, de potencia marcada come 16000
Unidades Intermnacionales de Potencia(UIP)/mg. Cada dilucidn se
homogenizé en una licuadora y esto se introdujo en la dieta
artificial de Harina de Soya, para completar 100 ml y se
distribuyd en 20 recipientes de plastico; después de lo cual, se
infestaron con una larva del primer estadio utilizando un pincel.
Se utilizaron 20 larvas por dilucidn, dejandose igual cantidad
de larvas como control en las cuales se agregd solamente
regulador de la dieta. El total de recipientes fueron incubados
a 30°C y una humedad relativa de S50 %; después de 7 dias de
incubacidén, los recipientes se removieron del incubador y
entonces se observé el porcentaje de muerte para cada

diluciédn. (25) .

3.3.4 BIOENSAYOS DE PRUEBA.

Los bioensayos preliminares para determinar el margen de
toxicidad aproximada, se realizaron con las siguientes
caracteristicas: Dos ddésis iniciales de 50 pg/ml y 500 pg/ml del
complejo espora-cristal en la dieta, con cada una de las cepas.
Se utilizaron 20 larvas del primer estadio, se hicieron 3
repeticiones y se colocd un testigo para cada repeticidén v cada

ddsis. (25).

3.3.5 DETERMINACION DE LA DL,.
Después Qque se realizaron los bioensayos preliminares se
selecciond la cepa de B.thuringiensis que resultd con una

mortalidad mayor al 50%, se utilizaron siete conceéentraciones,
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DIETA DE HARINA DE SOYA.

Harina de soya

Germen de trigo

Sal Wetsson

Sacarosa

Ac. Sérbico
Metil-p-hidroxibenzoato
Ac. ascdérbico
Agar-agar

Cloruro de colina(l5%)
Formaldehido(10%)

Ac. acético(25%)
Solucidén vitaminica
Agua destilada

Solucidédn vitaminica.

Pantotetato de calcio
Niacinamida
Riboflavina

Ac. félico

Tiamina

Piridoxina

Biotina

Vit. B-12

Volumen aforado a 1000 ml,
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80 g/l.
36 g/l.
12 g/l.
13 ag/l.
1 g/l.
2.2 g/l.
4.8 g/l.
15 g/l.
6.6 ml/1.
S ml/1l.
13.3 ml/1.
4 ml/1
1000 ml.
12 g/l.
3 g/l.
3 a/l.
3 g/l.
1.5.g/1.
1.5 g/1.
0.12g/1.
25 ml.



para calcular la DLge. (25). La DL-50 y las UIP de la cepa
seleccionada se calculdé de la siguiente manera: Se obtuvo el
porcentaje de mortalidad corregido para cada repeticidn en cada

ddésis. Se utilizdé la £6rmula de Abbott (1925).

Mc= Mo - Mt x 100
100 - Mt

Mc- % de Mortalidad corregido.

Mt- % de Mortalidad del testigo.

Mo~ % de Mortalidad observada.
Se calculd la media de estos porcentajes corregidos y la DLy, por
medio del andlisis estadistico Probit (Finley D.J. 1971),
determinando los limites de confianza superior e inferior
calculados tedéricamente através de una linea de regresidn (29).

Por medio de la siguiente férmula se calculd las UIP. (25).

Potencia de la = DL, del STD x Potencia del
muestra (UIL/mg) DLg, de la muestra STD{UIL/mg.) .
UI - Unidades Internacionales.

STD - BEstéandar con una Potencia de 16000

UIl/mg.muestra.

3.4 MEDIOS DE CULTIVO. »

3.4.1 SELECCION DE MEDIOS DE CULTIVO.

Luego que se selecciond la cepa mds tdxica, esta se dejd crecer
en 5 diferentes medios de cultivo, cuya composicidén en gramos por

."tro se muestra en la siguience tabla.
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TABLA 3.- Composicidn de varios medios de cultivo con melaza
comc unica fuente de carbono, que se probaron para
la produccién del complejo insecticida espora-cris-
tal por B.thuringiensis.

CANTIDAD EN GRAMOS/LITRO

INGREDIENTES MEDIOS

I I1 I1IT IV Vv
Melaza 20 20 20 20 20
Harina de Pescado 0 10 20 20 10
Harina de Sova 20 10 20 20 10
L.R.M. 10 10 - 10 10
Levadura = 6 o= 6 -
CaCoO; 0.1 0.1 0.1 @1 @.L

Agua destilada a un litro.

L.R.M.- Liquido de Remojo de Maiz.

3.4.2 CONDICIOQES DE FERMENTACION.

Todas las fermentaciones para seleccionar el medio de cultivo se
efectuaron a nigel de matraz Erlenmeyer de 250 ml, que contenian
50 ml de medio de cultivo gue se esterilizaron a 15 libras de
presién por 15 minutos. Los matraces se inocularon con una asada
de un cultivoe puro de bacterias crecidas en agar nutritivo
in¢clinado de 24 horas., Se colocaron en un agitador a 300 r.p.m.
por 24 horas a 30°C. Una segunda serie de matraces se inocularon
con el 0.5 % (V/V) del volumen total de fermentacidén y se

mantuvieron bajo las mismas condiciones, (64) .
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3.4.3 CINETICA DE FERMENTACYON,

Durante el transcurso de la fermentacibén se tomaron muestras de
2 ml. cada 6 horas y se realizaron los siguientes métodos
directos e indirectos, para el monitoreo de la cinética:

~ Consumo de azlGcares.- Las muestras tomadas se centrifugaron
a 3000 r.p.m./15 min. y del sobrenadante se determinaron 1los
azicares reductores. Para la determinacidn de azicares se
utilizd el método DNS, el cual estd basadc en la intensidad del
color formado por la reacién de 3,5 dinitrosalicilico con el
azicar, €l cual presenta un maximo de absorvancia gque es
determinado colorimétricamente a 540 nm. (61).

~ Conteo del nimero de células viables.- El método que se utilizd
para determinar el nimero total de células viables se realizd
en placas con agar nutritivo. (6).

~ Determinacidén del pH.- Se tomd un ml de mﬁestra del cultivo
al cual se le agregd 15 ml. de agua destilada ajustada a pH 7.0
v se mididé el pH en un potencidmetro. (6).

- Cuenta de esporas viables.- De los extractos finales se tomd
50 mg y se distribuyeron homogéneamente en 50 ml de agua
destilada estéril, esta solucidn se pasteurizd a 65°C., durante
10 min. y se procedid a efectuar diluciones desde 107 hasta
10°, de las cuales se deposita 1 ml.en una caja estéril la gque
se le afiadid 15 ml de agar nutritivo estéril a pHE 7.0 incubédndose
posteriormente durante 24 horas a 37°C..(6).

- Actividad téxica.- Las esporas y cristales producidos en la
fermentacién fueron recuperados por el método de Coprecipitacidn

2Zcetona-Lactosa, descrito por Dulmage (1970), se pesd el extracto
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obtenido. Con los extractos se realizaron los bioensayvos con la

metodologia antes descrita. (25).

3.5 EXPERTMENTOS A NIVEL PLANTA PILOTO.

Los resultados que se obtuvieron a nivel de matraces Erlenmeyer
se extrapolaron a nivel de fermentador de 40 litros de volumen
total. En estos experimentos se utilizé la cepa seleccionada y
el medio éptimo con 15 litros de voloumen de trabajo. El
Fermentador que se utilizé fué Giovanola P40, con circulacidn
interna. Este fermentador esta diseflado para mejorar la
transferencia de oxigeno, para esto se dispone de un c¢ilindro
(tubo de circulacidn). El medio de fermentacidén es arrastrado
de abajo hacia arriba de la cuba y cae en el cilindro. La masa
del fluido en movimiento arrastra las burbujas de gas, esto
permite aumentar el tiempo de permanencia de la masa liquida y
por lo tanto mejora la transferencia de oxigeno. Algunas
caracteristicas técnicas del Fermentador Giovamola P40: Es
controlado por computadora; estd disefiado para llevar un Sptimo
control del proceso, va que cuenta con mediciones estandares de:
r.p.m., T, pH, aereacidén, nivel de espuma. Tiene unas dimensiones
de didmetro-altura = 1:2.1, una velocidad mdxima de 1500 r.p.m.
Yy una aereacién maxima de 2 VVM. La regulacidén automatica del pH

estd entre 2-12.

3.5.1 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE FERMENTACION.
A nivel de fermentador se optimizaron las condiciones de

fermentacidn con la cepa seleccionada y el medio seleccionado.
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El disefio experimental fué completamente al azar, con un disefio
de tratamiento factorial 2x2 con prolongacién a F2, lo cual da
los siguientes tratamientos:

TABLA 4. Diferentes combinaciones de la aereacidn y agitacidn

para observar su efecto en la cinéktica microbiana de

Bacillus thuringiensis.

PARAMETROS TRATAMIENTOS

I IT ITT Iv v VI
AGITACION 300 400 500 400 500 600
AEREACION 0.5 0.5 0.5 1.0 1.0 1.

En todas las fermentaciones se mantuvieron constantes las
siguientes condiciones: temperatura 30°C., pH- 7.0, indculo

1 % (V/V), volumen de trabajo 15 litros

3.5.2 CINETICA DE CRECIMIENTO.

Del fermentador se tomaron muestras de 20 ml cada 4 horas para
determinar: consumo de azicares, conteo de células wviables
(UFC/ml), cuenta viable de esporas, la toxicidad se determind por
medio de biocensayos con la metodologia antes descrita. La
produccidén se determind por el peso en gramos del complejo
espora-cristal por litro de fermento. Los criterios para definir,
que condiciones de fermentacidn son las mejores fueron: Tiempo
de duracidn de la fermentacidén, Toxicidad, y cantidad de espora-

cristal (peso).(64).



3.5.3 MEDICION DEL COEFICIENTE VOLUMETRICO DE TRANSFERENCIA DE
OXIGENO (K. a).

Para cada tratamiento de agitacidn y aereacidén se calculd el
coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno antes de
inocular el medio de cultivo en el fermentador. Para la medicidn
del Ka se utilizd el método por sondas polarogrdficas (Scriban
1985) {(56). Con la sefial que proporcionan fue posible medir vy
registrar en forma continua la concentracidn de oxigeno disuelto
o0 mads exactamente la tensidn de oxigeno. El electrode de oxigeno
suministra (con una tensién de polarizacidn aplicada) una pequefia
corriente eléctrica (de 1 a 100 nA) con intensidad proporcional
a la presidén parcial del oxigeno en solucién. La cabeza del
electrodo cuenta con un anodo de Plata, un catodo de Platino y
un electrolito entre ambos. Para separar este electrolito del
medio en gue se gquiere medir, este estd separado por una membrana
delgada de tefldn, permeable para gases en solucidén. La punta del
electrodo estd compuesta por un cuerpo de vidrio, al cual se
plega la membrana. Antes de comenzar con la medicidn del K;a, se
calibrd el electrodo de oxigeno bajo condiciones de fermentacidn
(temperatura, agitacidn, medio de cultivo) dentro del bioreactor
y se acomodd el electrodo durante 24 horas en el bioreactor
cargado antes de la calibracidén. (56). Con la ayuda de esta sonda
(electrodo de oxigeno) se llevd acabo la medicidn del Ka por el
método estatico (Scriban 1985) . El método se condujo en el medio
de cultivo en ausencia de células. Nos permitié determinar el

valor del K,a en las condiciones en las que se efectuarian las

fermentaciones. (56) .
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Después que se saturd el medio de cultivo con oxigeno disuelto,
se detuvo la aereacidn y se inyectd nitrdgeno en el medio. La
concentracién de oxigeno disuelto disminuyd y su tendencia fue
hacia cexro. Luego se reemprendid la inyeccidén de aire en las
condiciones de produccidén en gue se probaron. La concentracidn
de oxigeno disuelto (CL) aumentd y la forma en que aumentaba
dependia la capacidad de transferencia del dispositivo en las
condiciones (aereacidn-agitacidn) que se experimentaromn. (52).

El valor de Ka de la curva de variacidén de CL en funcién del
tiempo se dedujo de la gridfica. Se obtuvo una linea recta en una
parte de la grafica. De esta parte se calculd la pendiente de la
linea, la que es igual al K.a con unidades de $'(1/s), las cuales

se convirtieron a unidades Hr™', multiplicdndolas por 3600.(56).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. AISLAMIENTO DE LAS CEPAS.

A partir de muestras de suelo, recolectadas en diferentes regiones
de Nicaragua se aislaron 12 cepas formadoras de espora y cristal,
de acuerdo al criterio de Heimpel 1963, estas cepas pertenecen a
B.thuringiensis, se les asignd la clave CNPV-Bt del 1 al 12. El
lugar de recoleccidén o procedencia y el cultivo del cual fueron
aisladas se muestra en el cuadro 1. En la observacidn microscdpica,
las cepas en general presentaron caracteristicas similares:; células
de forma bacilar con flagelos peritricos en cadenas cortas, cristal
en forma bipiramidal y espora ovalada en posicidén terminal. En su
morfologia macroscdpica las caracteristicas fueron similares,
presentdndose colonias de forma irfégular, con excepcién de las
cepas CNPVBt-2 y CNPVBt-12 con forma circular, elevacidn plana con
borde lobulade con filamentos, color crema, consistencia blanda,

sin pigmentacién, en agar nutritivo, 37°C., por 24 horas.

4.2, IDENTIFICACION SEROLOGICA.

Siguiendo la metodologia propuesta por de H. de Barjac 1981, al
poner a reaccionar cada uno de los antisueros de las cepas de
referencia internacional con los doce antigenos de las cepas a
identificar, éstos 1Ultimos dieron reacidén positiva con los
antisueros de las cepas HD-4, correspondientes a la serovariedad
alesti y HD-21 correspondiente a la serovariedad kurstaki, Los

resultados se muestran en el cuadro 2. Por lo tanto, se procedid a
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determinar el subfactor antigénico con la técnica de saturacién
cruzada, lo que diéd, que todas las cepas fueran identificadas como
pertenecientes al serotipo 3a3b var. kurstaki. En nuestro trabajo
el 100% de las cepas nativas identificadas pertenecen a la var.
kurstaki, mientras que De Lucca y col. 1981 reportan un 37% del
total de cepas recuperadas del suelc en Estados Unidos
pertenecientes a esta variedad (17). BEn el cuadro 3 se presentan
los resultados de la saturacidén del antisuero 3a3b (HD-21l)con el

antigeno 3a (HD-4) cruzado con las doce cepas nativas.

4.3. SELECION DE CEPAS.

En el cuadro 4, se muestran las cantidades en g./l. del complejo
espora-cristal para cada una de las cepas recuperadas -del medio de
cultivo por el método acetona-lactosa. Las fefmentaciones duraron
48 horas, a éste tiempo se observd al microscopio y habian sido

liberadas més del 90 % de las esporas y c¢ristales.

4.3.2. BIOENSAYOS.

Con los extractos obtenidos se montaron los bioensayos
preliminares contra los insectos blancos H.zea y S.exigua. Se
encontrd que la cepa CNPVBt-12 fue la mejor con una media de los
porcentajes de mortalidad corregidos de 46.41 % para 50 pg/ml y
96.49% para 500 pg/ml con una desviacidn estandard de 7.44 y 6.08
respectivamente, contra el insecto blanco H.zea. El resto de las

cepas presentaron un porcentaje de mortalidad menor al 30 % con
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ambas concentraciones, Los resultados se muestran en el cuadro 5.
En el cuadro 6, se presentan los porcentajes de mortalidad, donde
se observa que la cepa con una mejor actividad fue también la cepa
CNPVBt-12 contra S.exigua, con un 39.73 % yv 71.93 % de mortalidad
en las désis 50 pg/ml y 500 pg/ml respectivamente. La toxicidad en
porciento de mortalidad contra los dos insectos-blancos fue muy
baja en la mayoria de las cepas. La cepa CNPVBt-12 presentdé mayor
toxicidad contra el insecto blanco H.zea qQue contra S.exigua. Por
esta razén en base a los resultados obtenidos en los bioensayos
preliminares se selecciondéd la cepa CNPVBt-12, que demostrd una
superior toxicidad al resto de las cepas para los dos insectos
blanceos. Una vez seleccionada la cepa por su toxicidad contra H.zea
v S.exigua se procedidé con el mismo extracto a determinar la DL,
vy las Unidades Internacionales de Potencia (UIP/mg). Para 1los
bicensayos con H.zea se escogié como dbésis menor 30 pg/ml y ddsis
mayor 500 pg/ml. Contra S.exigua quedaron las ddsis menor 40 jg/ml
y.ddésis mayor 700 pg/ml. El criterio que se utilizd para determinar
éstas désis es el % de mortalidad en los ensayos preliminares. En
el cuadro 7 se muestran los datos para determinar la DLs, de la Cepa
seleccionada CNPVBt-12 contra el insecto blance H.zea, la cual
resulté de 119.05 ug/ml, 1los limites de confianza para una
probabilidad fija de 5 % fueron: limite inferior 102.28; limite
superior 138.56. La DLy, fue de 415.17 Mg/ml.

En el cuadro 8 se presentan los resultados para determinar la DL

del estdndar HD-1 contra el insecto blanco H.zea. La DLy, fue de
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136.70 pg/ml, los limites de confianza para una probabilidad fija
de 5 % fueron: limite inferior 118.45 y limite superior de 157.77.
La DLy, fue 475.29 ug/ml.

En el cuadro 9 se registran los datos de los bioensayos de la cepa
CNPVBt-12 contra el insecto blanco S.exigua, para determinar que la
DLy, fue de 179.85 ug/ml con un limite de confianza 1inferior
(probabilidad 5 %) de 151.53 y el superior de 213.4637S y una DLy,
de 869.43 pg/ml.

En el cuadro 10 se aprecian los datos de los bioensayos del
estandar (HD-1) contra el insecto blanco S.exigua, resultando una
DL, de 163.86 pg/ml con limites de confianza al 5% de probabilidad
de 140.85 y 190.63 para el inferior y superior respectivamente, con
una DLy, de 596.03 pg/ml. g

Utilizando la férmula previamente citada se determinaron las
Unidades Internacionales de Potencia. Para la éepa CNPVBt-12 contra
H.zea resultd ser de 18,373 UIP/mg. Contra S.exigua fue de 14,577
UIP/mg. Al igual que 1los biocensayos preliminares la cepa
seleccionada CNPVBt-12, presentd mayor toxicidad contra H.zea que
centra S.exigua. La cepa presentd 2373 UIP/mg de extracto mas que
el estdndar HD-1 contra el insecto blanco H.zea, con respecto al
insecto blanco $S.exigua presentdé 1823 UIP/mg de extracto menos que
el estédndar HD-1. Estos resultados concuerdan con lo publicado por
Krywienczyk et al 1978, los cuales demostraron gue un mismo
serotipo puede tener diferente toxicidad contra varias especies de

insectos. Ellos sugieren que el serotipo 3a3b puede ser separado en
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dos subgrupos (patovariedades) designados como K-1 y K-73, contra
T.ni y H.virescens respectivamente.(41). Esto también se
confirmapor lo publicado por Jagquet en 1987 en donde encuentra
deferente actividad especifica del cristal protéico entre cepas de
B.thuringiensis de la misma subespecie kurstaki, (36). Es importante
seflalar que las cepas al ser evaluadas deben ser del mayor numero
posible para poder encontrar y seleccionar al menos una cepa con
capacidad entomopatdgena hacia los insectos blancos de importancia

agricola.

4.4 MEDIOS DE CULTIVO.,

Después que se seleciond la cepa mds tdéxica contra los insectos
blanco H.zea y S.exigua se procedid a la seleccidn del medio de
cultivo,

En la figura 1 se observa que el tiempo de fermentacidén (liberacidn
del 90 $ de las esporas) en los medios II y IV fue de 36 horas, en
el resto fue de 48 horas. En la misma figura se observa el 1ln del
nimero de esporas viables, el cual fue mayor en los medios II, 1V
v V.

En la figura 2 se muestra el % de mortalidad de S.exigua y H.zea
con la cepa seleccionada CNPVBt-12 en los 5 medios de cultivo. La
mayor mortalidad contra los dos insectos blancos se presentd en el
medio II. Para determinar el % de mortalidad se escogid la ddbsis
500 pg/ml.

En el cuadro 11 se muestra el Andlisis de Varianza y la prueba de
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range miltiple de Duncan, para los bicensayos con H.zea la cual did
los siguientes resultados: el mejor medio para cultivar la cepa
CNPVBt-12 con respecto al % de mortalidad fue el medio II, aungue
no hay diferencia significativa con los medios IV y V, siendo
significativamente diferente de los medios I y III. El Andlisis de
Varianza con respecto al insecto blanco S.exigua, no detectd
diferencia.

En las condiciones de fermentacidén descritas anteriormente se
graficaron las cinéticas de crecimiento con los datos que se
obtuvieron de las fermentaciones de la cepa seleccionada CNPVBt-12
en los 5 medios de cultivo. Los ingredientes de los medios de
cultivo se muestran en la tabla 3.

En la figura 3 se muestra la cinética de crecimiento de la cepa
CNPVBt-12 en el medio I. La fase de crgcimiento logaritmico
comienza a las 12 horas de iniciada la fermentacidén, la cual
concluye a las 24 horas. El punto méximo en la curva esta entre
las24 horas y 30 horas con una cantidad de células UFC/ml. de &.68
x 10%. El consumo de aztcares comienza con el crecimiento de la
cepa, continuando hasta casl agotarse a las 36 hGras, la liberacidn
del 90 % de las esporas se did a las 48 horas.

Figura 4, se presenta la cinética de crecimiento de la cepa CNPVBt-
12 en el medio II. La cepa comnienza su fase de crecimiento
logaritmico a las 6 horas, concluyendo ésta fase a las 18 horas,
con un punto maximo a ésta hora, con 8.84 x 10% células-UFC, el

consumo de azucares comienza con el crecimiento de la cepa,
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concluyendo a las 30 horas, la liberacidén casi total de esporas se
da a las 36 horas.
Figura 5, en la cinética de crecimiento de la cepa CNPVBt-12 en el
medio III se observa lo siguiente: la cepa comienza a crecer
logaritmicamente a las 6 horas concluyendo ésta fase a las 18 horas
con 5.36 x 10® células-UFC, aunque la fase estacionaria se alarga
desde ésta hora hasta las 48 horas. que fue cuando hubo un 90 % de
liberacidén de espeoras. En la linea que muestra el consumo de
azicares se aprecia que el consumo baja marcadamente hasta que
finaliza la fase logaritmica, manteniéndose luego estable, hasta
casi agotarse después de las 42 horas.
La figura 6 nos muestra la cinética de crecimiento y el consumo
de azicares en el medio IV. El crecimiento exponencial comienza a
las 6 horas, concluyendo a las 18 horas con una cantidad de
células-UFC de 5.5 x 10%, las cuales liberaron sus esporas en un 90
$ a las 36 horas. Bn la figura 7 se muestra un comportamiento
similar de la cepa CNPVBt-12 en el medio V al del medio IV. El1
punto mdximo en la curva de crecimiento fue de 5.4 x 10° células-
UFC. e
En base a los resultados obtenidos con los parametros; tiempo de
fermentacidén, cantidad de esporas viables y % de mortalidad, el
medio de cultivo que mejor se comportd fue el medic II.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Dulmage 1971,
quién demostrd que la cantidad de d-endotoxina producida por los
aislados, varia ampliamente dependiendo del aislado y medio de

1020091320
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cultivo sobre el cual crece, algunos aislados del mismo serotipo
producen diferentes actividades insecticidas, cuando se cultivan en

nedios diferentes. (22).

4.5 EXPERIMENTOS A NIVEL PLANTA PILOTO. BIOREACTCOR GIOVANOLA P40.
Con 1la cepa seleccionada CNPVBt-12 vy el medio de cultivo
seleccionado se realizaron 1los experimentos a nivel planta
semnipiloto.

En la figura 8 se presenta la cinética de crecimiento de la cepa
seleccionada CNPVBLE-12, con agitacidén 300 r.p.m. y aereacidén 0.5
VVM. La fermentacién durd 48 horas, comenzando el crecimiento
logaritmico a las 12 horas, con un punto maximo en la curva de
crecimiento de 15 x 10%® células-UFC. El consumo de azicares comenzd
a decrecer antes de las 16 horas y llega casi a cero a las 40
horas.

El tratamiento de agitacidén/aereacién 400 r.p.m./0.5 VVM, figura 9,
presenté un mejor comportamiento. La fermentacidén durd 42 horas y
el crecimiento exponencial comenzd a las 8 horas, con un punto
miximo de 15 x 10° células-UFC. La curva de consumo de azlcares
decrece marcadamente a partir de las 12 horas y se mantiene muy
baja hasta el final de la fermentaciédn.

En la figura 10, se observa el crecimiento de la cepa CNPVBt-12, en
el tramiento S00 r.p.m./0.5 VVM, comenzando “*a las 8 horas vy
concluyendo la fermentacidén a las 36 horas. El punto mdximo en la

curva de crecimiento fue 1.9 x 10°% células-UFC.
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En la figura 11, se muestra la cinética gue se obtuvo en el
tratamiento 400 r.p.m. ¥y 1 VVM. La fase logaritmica comienza a las
8 horas. La fermentacidén durdé 38 horas. Con un punto maximo de 17
x 10® células-UFC. En la tratamiento 500 r.p.m./1 VVM, figura 12,
el crecimiento exponencial comienza a las 4 horas, durando la
fermentacién 4 horas menos qgue la anterior.

En la figura 13, se observa el mejor crecimiento de la cepa CNPVBt-
12, comenzando la fase exponencial a las 4 horas y concluyendo la
fermentacidén a las 26 horas. El punto médximo de la curva fue de 45
x 10® células-UFC.

La medicidén del K,a (Hr™'), para las diferentes tratamientos de
agitacidén-aereacién, se muestran en la fig.l4. Se observa que en
general el coheficiente de transferencia de oxigeno fue mayor a 1
VVM. La tendencia a los dos niveles de aereacidn es a ser mayor el
K;a a medida que aumenta la agitacidn.

En el cuadro 12, se observa que la toxicidad de la cepa CNPVBt-12
se ve afectada por el nivel de transferencia de oxigeno. La mayor
toxicidad se presentdé en el tratamiento VI, que corresponde a la
combinacidén 600 r.p.m./1 VVM.

A medida que se aumenta la tranferencia de oxigeno se aumenta la
toxicidad. Tomando en cuenta los datos de la tabla 13 se puede
decir que al haber una mayor disponibilidad de oxigeno la
produccién del complejo espora-cristal es mayor, infiriendo esto
también en la toxicidad. En el mismo cuadro se presentan también

los datos obtenidos de la medicidén de diferentes parametros de
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fermentacién, los que tuvieron una retacién directa con los
tratamientos que se experimentaron. En general el mejor tratamiento
(aereacibn/agitacidén) fue 600 r.p.m./1.0 VVM, en el cual el tiempo
de fermentacidén fue 26 horas, con un rendimiento de 18 g. de
esporas cristales por litro de medio de cultivo, un Ka de 237.98Hr"
!y una toxicidad de 80 % contra H.zea a 500 pg/ml.

De los datos presentados en esta investigacidén, observamos que
conforme aumentan la r.p.m. y la aereacidén ( por ende la velocidad
de transferencia de oxigeno) aumentan: el Ka, esporas-cristales,
DFC/ml y la cuenta de esporas viables/ml total. Esto concuerda con
lo reportado con la literatura por Luthy et al (38), quienes
sugieren que el crecimiento y esporalacién del organismo son
maximizados por altos niveles de aereacidn a temperaturas de 28 a
32°C. Asi mismo el tiempo de fermentacidén es reducido de 48 horas
a 26 horas en la combinacidén 600 r.p.m./1.0 VVM, esto es debido
principalmente a el aumento en la velocidad de transferencia de
oxigeno, lo cual nos indica que el sistema tiene limitacidén por
oxigeno. De lo observado en nuestros datos vemos gque hay una

relacidn directa entre K,a vy los diferentes parametros evaluados.
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V.CONCLUSIONES.

1.- Se aislaron 12 cepas de B.thuringiensis, a partir de muestras
de suelo recolectadas en diferentes regiones de Nicaragua, a las

que se les asignd la clave CNPVBt del 1 al 12,

2.- De acuerdo a las observaciones macroscédpicas, microscédpicas y
la identificacién serolébégica, las doce cepas nativas, se

identificaron como B.thuringiensis var. kurstakl, serotipo 3a3b.

3.~ La cepa CNPVBt-12, fue la mejor con una media de 1los
porcentajes de mortalidad corregido de 46.41% para 50 pg/ml y

96.49% para 500 ug/ml, contra el insecto blanco H.zea.

4.- La cepa CNPVBt-12, también fue la mejor con una media de los
porcentajes de mortalidad corregidos de 39.73 para 50 pg/ml y
71.93% de mortalidad para 500 Hg/ml contra el insecto blanco

S.exigua.

5.- La cepa CNPVBt-12 presentd® mejor toxicidad contra el insecto

blanco H.zea que contra S.exigua.

6.- La DLy, de la cepa CNPVBt-12 contra el insecto blanco H.zea,
resulté ser de 119.04838 ppm. Las Unidades Internacionales de

Potencia utilizando el estandard (HD-1), fueron: 18373 UIP/mg.
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7.- La DLy, de la cepa CNPVBt-12 contra el insecto blanco S.exigua
resulté ser de: 179.85091 ppm. Las Unidades Internacionales de

Potencia en este caso fueron: 14577 UIP/mg.

8.- En base a los resultados obtenidos con los pardmetros: tiempo
de fermentacidén, cantidad de esporas viables vy % de mortalidad, el
medio de cultivoe que mejor se comportd fue el medio II el cual
contiene los siguientes ingredientes: Melaza 20 ¢g.; Harina de
pescado 10 g.; Harina de soya 10 g.; Ligquido de remojo de maiz 10
g.; levadura 6 g.; CaCo; 0.1 g., todos en gramos por litro de medio

de cultivo.

9.- El mejor tratamiento fue la combinacién aereaciédn/agitacidn
600 r.p.m./1 VVM, en la cual la fermentacién durdé 26 horas, se
obtuvo un alto rendimiento de 18 gramos de eéporas—cristales por
litro de medio de cultivo, un Ka de 237.98 Hr! y una toxicidad de
80 % contra H.zea a 500 pg/ml.

10.- El1 rendimiento de la cepa seleccionada CNPVBt-12 en gramos de
esporas y cristales por litro de medio de cultivo aumentan conforme

la tranferencia de oxigeno (K,a) es mayor.
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CUADRG 1.

ORIGEN DE LOS DOCE AISLANIENTOS DE
Bacillus thuringiensis

CLAVE FECHA DE REAISLAMIENTO LUSAR DE RECOLECCION
PROCEDENCIA

CNPY B.t, 1 23.06.87 La Palaera, Dirianba
Carazo

CNPY B.t. 2 13.07.87 La Trinidad, Diriasha
Carazo

CKPY B.t. 3 13,07.87 La Trinidad, Diriasba
Carazo

ENPY B.E. 4 13.07.87 La Trinidad, Diriasba
Carazo

CKMY B, S 13.07.87 Loma Negra, La Coacha
Carazo

CRPY Bt B 23.07.87 Chaguitilloe, Sébace
Hatagalpa

CHPY B.t. 7 23.07.87 Chaguitillo, Sébaco
Natagalpa

CNPY B.t. 8 23.07.87 San Bemito, Sébaco
Matagalpa

ERPY B.t. 9 27.07.87 Campos Azules, Caraze

CNPV B.t. 10 17.07.87 El Gurrd, Ledn

CNPY B.t. 11 31.08.97 Sta. Ursula, Rivas

CNPY B.t. 12 31.09.87 Sta. Lucla, Chontales




CUADRD 2,

IDENTIFICACION SEROLOGICA BE 12 CEPAS
DE Bacillus thuringiensis NATIVAS
DBE NICARAGUA

dntisuere HD-2; | #D-3; 2 HD-4; 3a  HD-21; 3a3b
antigeno thuringiensis  finitimus alesti kurstaki
CNPY B.%, 1 - ==E 1-1280 §-1280
CNPY B.¢. 2 AX — 1-1280 1-1280
CNPY B.t, 3 £ S 1-1280 1-1280
CNPY 8.t. 4 T = 1-1280 1-1280
COVBL 5 - I t-i20
CRPY B.E. & === s 1-1280 1-1280
CNPV 8.8, 7 — = 1-i280 1-1286
CNPY 3., 8 S po= 1-128¢ 1-1280
CKPY B.t. 9 = s 1-1280 1-1280
CHPY B.t. 10 F= R 1-1280 1-1280
CHPY B.t. 11 s S 1-1280 1-1280
CNPY B.t. 12 = e 1-1280 1-1280
W4 e == 1-1280 1-1280 ,
Ho-21 e o 1-1280 1-1280




CUADRO 3. SATURACION DEL ANTISUERO 3a3b (HD-21) CON EL

ANTIGENO 3a (HD-4) CRUZADO CON LAS 12 CEPAS NATIVAS.

CEPAS HD-21(antisuero)
NATIVAS Saturado com
HD-4 (antigeno)
CNFVBt -1 320
CNPVBt-2 320
CNPVQF-3 320
CNPVBt -4 320
CNPVBt-5 320
CNPVBt -6 320
CNPVBt-7 320
CNPVBt -8 320
CNPVBt -9 320
CNPVBt-10 320
CNPVBt-11 320
CNPVEBt-12 320
HD-21 320
HD-4 80




CUADRC 4. PRODUCCION DEL COMPLEJO ESPORA-CRISTAL PARA

LOS BIOENSAYOS DE SELECCION DE CEPAS.

CEPA g/1.
CNPVBt-1 14.22
o CNPVEE-2 9.87
CNPVBE -3 10.61
CNPVBt-4 11.43

CNPVBE -5 10.0
CNPVBE -6 11.27
CNPVBE-7 13.07
CNPVBt -8 10.84
CNPVBE-9 11.39
CNPVBE-10 12.38
CNPVEBt-11 11.79
CNPVBE-12 16.67




CUADRO 7. DOSIS LETAL MEDIA EN Lug/ml DE LA CEPA
SELECCIONADA CNPVBt-12 CONTRA Heliothis zea.

DOs1s X'’ (n) (nM) {PMC) (Ye)
30 1.477 60 8 0.07143 3.53448
50 1.698 60 13 0.16071 4.00851
80 1.903 60 22 0.32143 4.53672
125 2,097 60 36 0.57143 5.17966
200 2.301 60 46 0.75000 5.67419
320 2.505 60 50 0.82143 5.92073
500 2.699 60 55 0.91071 6.34538
test. e 60 4 e e
x' - log. désis.
n - Nimero de insectos tratados.
nM - Nimero de muertos.
PMC - Proporcién de Mortalidad Corregida.
Ye - Prébit de la Proporcidn Afectada.
test. - Testigo.

Regresidn lineal:
X+ X ; Ye » Y

a = 0.09637
b = 2.36237
Désis L.C.I. L.C.S.
DL, 119.05 102.28 138.56
DLgo 415.17 ____________
L.C.I. - Limite de Confianza Inferior,
L.C.S. - Limite de Confianza Superior.

Andlisis estadistico Probit con un 95% de
confianza.




CUADRO 6. BIOENSAYOS PRELIMINARES DE LAS DOCE CEPAS
NATIVAS CONTRZ Spodoptera exigua.

CEPAS DOSIS 3 M
ug/ml ® (o
CNPVBt-1 50 5.18 5.27
500 8.77 6.08
CNPVBL-2 50 15.44 4.74
500 28.06 6.07
CNPVBt -3 50 10.26 4.88 ;
500 19.30 3.04
CNPVBt -4 50 8.51 7.70
500 24.56 3.04
CNPVBL-5 50 12.19 6.23
500 28.06 6.07
CNPVBt-6 50 10.53 S\ 27
500 14.04 3.04
CNPVBL -7 50 20.79 5.66
500 29.98 8.04
CNPVBt-8 50 5.17  5.26 _
500 8.77 3.04
CNPVBt -9 50 - 17.10 10.44
500 35.08 3.04
CNPVBt-10 50 8.42 10.37
500 29.82 6.07
CNPVBt-11 50 17.19 10.81
500 28.07 3.03
CNPVBt-12%* 50 39.73 11.30
. 500 71:93 9.98

$ M -~ porciento de mortalidad.
6 - desviacién estandar.
* - cepa seleccionada.



CUADRO 5. BIOENSAYOS PRELIMINARES DE LAS DOCE CEPAS
NATIVAS CONTRA Heliothis zea

CEPAS DOSIS % M
Hg /ml X o

CNPVBt-1 50 8.60 2.90
500 8.60 2.90

CNPVBt-2 50 3.42 2.96
500 6.84 2.73

CNPVBt-3 50 21.86 9.75
500 24.12 7.93

CNPVBt -4 50 17.28 8.41
500 27.55 2.12

CNPVBL-5 50 3.42 2.96
500 10.26 4.88

CNPVBLt-6 50 3.33 2077
5000 13.77 2,84

CNPVBtL-7 50 15.53 0.46
500 24.12 2.74

CNPVBL-8 50 22.46 3.39
. 500 15.26  13.03

CNPVBt -9 50 10.44 9.19
500 10.35 5. 87

CNPVBt-~10 50 12.10 8.10
500 20.61 4.62

CNPVBt~11 50 10.35 5.27
500 20,70 5.30

CNPVBL-12%* 50 46.41 7.44
500 96.49 6.08

$ M - porciento de mortalidad.
6 - desviacidn esténdar.
* - cepa seleccionada.



CUADRO 7. DOSIS LETAL MEDIA EN lg/ml DE LA CEPA
SELECCIONADA CNPVBt-12 CONTRA Heliothis gea.

Désis x? {(n) (nM) { PMC) (Ye)

30 1.477 60 8 0.07143 3.53448
50 1.698 60 i3 0.16071 4.00851
80 1.903 60 22 0.32143 4.53672
125 2.097 60 36 0.57143 5.17966
200 2.301 60 46 0.75000 5.67419
320 2.505 60 50 0.82143 5,92073
500 2.699 60 55 0.91071 6.34538
HESTENTITIS —Ti—tiH . S BN i
x! - log. désis.
n - Numero de insectos tratados.
nM ~ Némero de muertos.
PMC - Proporcidén de Mortalidad Corregida.
Ye - Prébit de la Proporcién Afectada.
test. - Testigo.

Regresidn lineal:
X'» X ; Ye = ¥

a = 0.09637
b = 2.36237
Ddésis K ol L.C.S.
DLy, 119.05 102.28 138.56
DL90 415.17 ------------
L.C.I. - Limite de Confianza Inferior.
L.C.5. - Limite de Confianza Superior.

Andlisis estadistico Praobit con un 95% de
confianza.




CUADRO 8. DOSIS LETAL MEDIA EN lg/ml DEL
ESTANDAR (HD-1) CONTRA Heliothis zea.

—
Désis X’ (n) (nM) (PMC) (Ye)
30 1.477 60 7 0.08621 3.63528
50 1.698 60 11 0.15517 3.98552
80 1.903 60 20 0.31034 4.50854
125 2.097 60 26 0.41379 4.78259
200 2.301 60 37 0.60345 5.26186
320 2.505 60 49 0.81034 5.87904
500 2.699 60 57 0.94828 6.62871
test. ~—=-=- 60 2  mmmmmee mmee—ee
- - log. désis.
n = Numero de insectos tratados.
nM - Nimero de muertos.
PMC - Proporcidén de Mortalidad Corregida.
Ye - Prébit de la Proporcidn Afectada.
test. - Testigo.
Regresién lineal:
X'+ X ; Ye =2 Y
a = -0.05791
b= 2.36818
Désis L8 Tq | E O
DL, 136.71 118.45 in) R
DLQO 415.29 ———————————
L.C.I. - Limite de Confianza Inferior.
L.C.8. - Limite de Confianza Superior,

Andlisis estadistico Probit con un 95% de
confianza.




CUADRO 9. DOSIS LETAL MEDIA EN (lg/ml DE LA CEPA
SELECCIONADA CNPVBt-12 CONTRA Spodoptera exigua.

Désis x’ (n) (nM) (PMC) (Ye)
40 1.602 60 7 0.08621 3.63528
65 1.812 60 12 0.17242 4.05541
105 2.021 60 26 0.41379 4.78259
170 2.230 60 33 0.53448 5.08633
2 2.439% 60 37 0.60345 5.26186
445 2.648 60 40 0.65517 5.39888
700 2.845 60 56 0.93103 6.48383
test. —-——-— 60 2 mmmemee e
b i - log. ddsis.
n - Numero de insectos tratados.
nM - Numero de muertos.
PMC ~ Proporcién de Mortalidad Corregida.
Ye - Prébit de la Proporcidn Afectada.
test. - Testigo.
Regresién lineal:
x‘» X ; Ye » Y
a = 0.77699
b = 1.87281
Dbsis D8 JI. RITIST
DLg, 179.851 151.53 213.463
DLy, 869.430 @ —-emm- emmeae N
L.C.I. - Limite de Confianza Inferior.
L.C.S. - Limite de Confianza Superior.

Andlisis estadistico Probit con un 95% de
confianza.



CUADRC 10. DOSIS LETAL MEDIA EN |lg/ml DEL
ESTANDAR (HD-1) CONTRA Spodoptera exigua.

Désis X' (n) (nM) (PMC) (Ye)

40 1.602 60 10 0.12281 3.83884
65 1.812 60 13 0.17544 4.,06720

105 2.021 60 21 0.31579 4.52091
170 2.230 60 32 0.50877 5.02193
275 2.439 60 38 0.61404 5.28942
445 2.648 60 53 0.87719 6.16116
700 2.845 60 37 0.94737 6.62021

!
I

log. désis.
n ~ NUmero de insectos tratados.

nM - Numero de muertos.

PMC - Proporcidn de Mortalidad Corregida.
Ye - Prébit de la Proporcién Afectada.
test. - Testigo.

Regresidén lineal:
X"+ X ; Ye » ¥

a = -0.06083

b = 2.28534

Désis L.C.I. T B
DLy, = 163.86 140.85 190.62
Dhey 596,03 — = mmmwss L ameses

L.C.I. - Limite de Confianza Inferior.
L.C.S. - Limite de Confianza Superior.
Andlisis estadistico Probit con un 95% de
confianza.




CUADRO 11. ANALISIS DE VARIANZA PARA EL % DE MORTALIDAD
DE Heliothis zea EN 5 MEDIOS DE CULTIVO.

g'l. S.c. C.u- F
tratamientos 5 16,521.73  3,304.35 43.77
error 12 905.73 75.48
total 17 17,427.46

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN (p< 0.05)
PARA LAS MEDIA DE ANDEVA

Pratamientos I II IIX Media de la
, Mortalidad
I3 89.47 95 95 93.16 ab
v 89 .47 90 70 83.16 bec
Iv 73.68 85 85 81.23 be
I 78.95 65 85 76.32 ¢
III 68.42 55 80 67.81 ¢

* Lag medias seguidas de diferemntes letras son
significativamente diferentes.



CUADRO 12. % DE MORTALIDAD DEL INSECTO BLANCO Heliothis zea
CON LA 8-ENDOTOXINA DE LA CEPA CNPVBt-12
MEDIO II, BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS.

REPETICIONES
tratam| dosis 1 ra. 2 da. 3 ra.
(MG/ml) | M %(c)| M %(c)| M %(c)| X o

I 500)-56/20 @5 5/20 26 \&/20 |3Q) 26.67 12.89
II 500 7/20 35 6/20 30 8/20 40 35.00 5.00
ITI 500 9/20 45 9/20 45 8/20 40 43.33 2.89
v 500  7/20 35 5/20 25 8/20 40 33.33 7.64
v 500 13/20 65 10/20 50 12/20 60 58.33 7.64
VI 506 17/20 85 16/20 80 15/20 75 80.00 5.00
test. o 0/20 0 0/20 0 0/20 0 0.00 0.00




CUADRO 13. EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS (AEREACION\AGITACION)
A TRAVES DE DIFERENTES PARAMETROS DE FERMENTACION

tratamien. tiempo K,a esporas UFC/ml P. e/c
(rpm/VVM)  (h) viables (g/1)
(300/0.5) 48 h.  61.01 4.7 x 10®* 16 x 10° 5.35
(400/0.5) 42 h. 79.33 7.8 x 10®° 15 x 10° 6.87
(500/0.5) 36 h. 122.02 1.9 x 10® 19 x 10® 10.20
(400/1.0) 38 h. 89.37 2.8 x 10® 17 x 10° 7.30
(500/1.0) 32 h. 168.68 3.4 x 10° 27 x 10® 13.10
(600/1.0) 26 h. 237.98 3.9 x 10° 45 x 10®° 18.00

P.e/c - Peso en gramos de esporas y cristales/litro de
medio de cultivo.
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