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R E S U M E N 

Con el proposito de deterainar la sobrevivencia y capacidad 
de colonización de Báoi1lus thuringiensi s var. israelensis en 
ambientes acuáticos naturales. Se indujo resistencia genética 
mediante diferentes.dosis de radiación ultra violeta a 
30 A^gr. de kanamicina y 550 pptn. de parathión metílico. 

Los resultados ind i can que ¿?<ac¿ 1 lus thuri ngiensi s var. 
¿srae 1ensis t i ene capacidad para sobrevivir en ambientes 
acuáticos hasta por 10 días sin aumentar la población inicial. 

Por otro lado, para comprobar que la mutación inducida no 
afectó la capacidad de la bacteria para producir la 
ó-endotoxina y su acción tóxica contra larvas de 
mosquito, se realizaron bioensayos y con los reultados se 
comprobó que conservaba su toxicidad contra Redes aegypti, 

nediante el análisis estadlstico de probit se observó un 
intervalo de confianza de 35S para ambas cepas. 



IMPORTANCIA 
En los <511 irnos 20 anos se ha prestado mayor interés para 

reemplazar o aumentar la potencia de los pesticidas químicos 
que se emplean en el control de plagas agrícolas y vectores 
de enfermedades humanas, no solo por su desfavorable efecto en 
el medio ambiente, también porque generan resistencia en los 
insectos. Afortunadamente desde 1901 se sabe de la existencia 
de especies de bacterias relacionadas con las enfermedades de 

larvas de insectos, entre ellas se encuentran especies del 
género Baci1lus, como son :Baci1lus thuringiensis, Baci11us 

larvae, Baci1lus popillae, Baci1lus sphaericus. (18, 19,£0). 
Baci1lus thuringiensis es un organisrao esporulado que 
contiene una inclusión que se sintetiza al mismo tiempo que 
la espora, se ha demostrado que la toxicidad contra insectos 
esta asociada principalmente con esta inclusión cristalina de 
naturaleza protéica que requiere para su actividad de la 
solubilización en álcali diluido o jugo intestinal del 
insecto (17,18,40). 
Esto representa una alternativa en el control microbiológico 

de plagas de interés agrícola y urbano, ya que tiene múltiples 
ventajas como son: especificidad, estabi1idad, bajo costo, sin 
generar resistencia en los insectos.(17). 
Dentro de la especie thuringiensis se han e ncontrado 
d iferentes variedades mediante pruebas bioquímicas, 
serológicas en base a sus antígenos flagelares H, t ipo y 
forma de cristal y con adsorción de fagos (8,9,£7). Además 
de acuerdo con la act iv idad insect icida que presentan se 
han establecido diferentes patotipos dentro del serotipo H. 
Patotipo A: prod u cen cristales bipiramidales tóxicos para 
lepidópt eros, patot ipo B: presenta cuerpos esféricos a ovoides 
efect ivo contra Nematocera (Diptera). 

Y el patotipo C: produce cristales muy caracterlsticos de 
tipo placa plana siendo cuadrangula r es a romboidales en el 
cont orno, y presentan efectividad cont ra Col eópt eros. (i_7) 



En relación a salud pública se ha observado que ni la 
segunda guerra mundial produjo tantas bajas humanas como las 
causadas por enfermedades diseminadas por mosquitos, esto ha 
incrementado el empleo de product os quí a icos para su cont>%o1, 
que contribuye con la creciente contaminación ambiental. 
Una vez en el ambiente el pest icida puede seguir di versas 
vías como: ser asiailado por las plantas y acumulado en 
partes comestibles; ser transportado a corrientes de agua con 
partículas de suelo, o acumularse en loabrices de t ierra y 
presentarse en grandes cant idades en aves que se alimentan 
de gusanos. Tal es problemas son menos importantes en los 
compuestos que no son estables y permanecen poco tiempo en 
la naturaleza (£). 
En estas circunstancias el control biológico y en especial 
Bacilias thuringien sis ofrece una alternativa para devolver 
al medio ambiente el equilibrio distorcionado por el hombre. 
Dentro del patot ipo B se encuentra una variedad muy act i va 

contra larvas de especies de mosquito y mosca negra: 
Bacillus thuringiensis var. israelensis (30,35). En la 
actualidad se han realizado diversos estudios para evaluar 
el grado de toxicidad contra las diversas especies de 
mosquitos dependiendo de sus habit os alimenticios, 
comparación con compuestos químicos, concentraciones y 
formulaciones más tóxicas, además se ha demostrado que la 
potencia de las toxinas de Bti pueden ser 300x mayor que los 
piretroides sintéticos y que los organofosforados 
(1,4,5,9, 12, £3, £7,40). 
Sin embaY'go para pronosticar la eficacia del control de 
plagas con Bti. es necesario conocer más acética de la 
aut oeco logia de la bacteria y aumentar la probabi1 idad de 
éxito en su aplicación. 
Por lo anterior se planteo el siguiente objetivo: 



EN EL PRESENTE TRABAJO SE PLANTEO EL SIGUIENTE OBJETIVO 

1.- Determinar sobrevi vencía y actividad metabòlica de 
Bacillus thuringiensis var. i sraelensi s bajo condiciones 
ambientales. 

A 



ANTECEDENTES 
A través del tiempo se ha observado que los insectos también 

son suscept ibles a las enfermedades causadas por bacterias, 
en 1870 Past eur observó una bacteria que presentaba una 
inclus ión cri stal i fera Baci1 lus bombyeis causante de la 
flechería del gusano de seda (17,18). 
No obstante, fue en el ano de 1902 cuando Ishíwata aisló de 
larvas enfermas del gusano de seda Bombix mor i, un 
microorganismo que denominó Baci1 lus soto. Posteriormente 
Berliner en 1911 lo rea isló de larvas enfermas de la 
palomilla del mediterráneo Ñnagasta kuehniella e identificó 
la espeeie tipo de este grupo como Baci1lus thuhringiensis 

variedad thuringi en si s. ( 17, 19, £7 ). Más tarde cientl fieos 
japoneces observaron que cultivos viejos esporulados de 
Bacillus thuringiensis var. sotto después de formar los 
cristales liberaban una sustancia tóxica para el gusano de 
seda (14,17). 

Fué hasta 1954 en que se estableció una relación entre la 
toxina cristalizada de la variedad sotto y la parálisis que 
ocurre en el insecto después de la ingestión del cristal. 

Se observó que aunque la toxina causa parálisis al ser 
ingerida; ésta no tiene efecto cuando se inyecta dentro del 
cuerpo del insecto < 17 ). 

En 1958 Heimpel y Angus intentaron una clasificación de 
bacterias cristal!feras; en base a la morfología y pruebas 
bioquímicas. Posteriormente De Barjac y Bonnefol, en 1962 
reportaron un análisis de 161 cepas de Bacillus thuringiensis 

y propucieron una clasificación en base a sus antígenos 
f1age lares H y pruebas bi oquóra icas, organ i zaron nueve 
serotipos con doce variedades. Estudios posteriores 
demostraron que los cultivos esporulados de Baci12 us 

thuringiensis son tóxicos para un gran número de insectos 
plaga como: Lepidópteros y Coleópteros < 8,10,11,14, 19,£0 ). 



En 1977 Goldberg y Margalit encontraron una nueva bacteria 
en un lago al noreste del Negev en el desierto de Israe 1. En 
1976 fué descrita y cías i ficada por De Barjac como Baci1 lus 

thurmgiensis var. i sr a elensi s serot ipo H- 14, que produce 
un cuerpo parasporel ó-endotoxina que es altamente tóxica para 
larvas de dípteros, nematoceros, tales como mosquitos y 
simúlidos, no así contra larvas de 1epidópt eros (7,9). 

Se han probado extractos de diversas cepas de Baci1 lus 

thuringiensis y no todas presentan la misma toxicidad contra 
diferentes insectos, las cepas GM-1, GM-6, GM-7, GM-8, GM-9, 
GM-10 y GM-13 aisladas de muestras de suelo fueron probadas 
contra larvas de Redes aegypti y Culex pipieos var 
quinqué fasciatus sin encontrar resultados positivos de 
toxicidad contra estos insectos, en cambio cuando se probó la 
toxicidad de Baci1lus thuringiensis var. i sraelens i s a nivel 
de campo se presentaron porcentajes aceptables de mortalidad 
en concentraciones de 5 kg./ha.< 12,14,26,36). 

Distintas cepas de Bacillus thuringiensis var. israelensis 

muestran diferente capacidad para producir toxiñas 1etales 
contra larvas de mosquitos, en función del medio de cultivo y 
condiciones de crecimiento, sin existir pt^opo re i onal i dad entre 
la cant idad de esporas y toxinas producidas < 39 ). 

ECOLOGIA DE Baci1lus thuringi ens i s var. i sraelensi s 

En un estudio realizado para probar la co1onización de Bti.en 
un ambiente acuático a nivel de laboratorio y cuerpos 
acuíferos, se encontró baja toxicidad contra larvas en el 
segundo estadio de Culex pipiens y fledes aegypti, además ésta 
disminuyó con la presencia de materia orgánica en el agua. 
Perdió el 50% de su actividad larvicida en 6 dias. 



En otros estudios se ha observado que la toxina de Bt i. 

tiene mayor acción sobre larvas de no s quito del primero al 
tercer instar disminuyendo el efecto tóxico en larvas del 
cuarto instar requiriendo de 1.5 a £ veces más toxina del 
porciento normal usado para fíedes nigromaculis y Psoropora 

coluwbiae ( 3, ££ ). 

Mediante modelos de laboratorio que simulan las condiciones 
naturales empleando mutantes de Bt i. resistentes a tres 
antibióticos, cuando se inocularon esporas de una cepa de Bt i 
mutante en partículas de lodo, se detectó una adsorción 
inmediata de la actividad tóxica sin influir en la viabilidad 
de la bacteria, por agitación del lodo se logró detectar 
bacterias viables al menos por 22 días; aunque las esporas 
fueron incapaces de germinar en el fango (3). 

TOXINAS Y MECANISMO DE ACCION 
En estudios recientes se han encontrado diferentes toxinas 

como partes constitutivas del cristal de Btis 134, 72, 67, y 
28 KDa. La de 67 KDa ha sido designada como la más tóxica 
invivo contra larvas de fíedes aegypti. La proteína de 28 KDa 
tiene atcividad cito 111ica y hemolítica contra eritrocitos 
de conejo. Se ha comprobado que cada subunidad protéica de los 
cristales es tóxica solamente después de su activación por 
enzimas proteliticas parecidas a la tripsina <£4,25,28,40,43). 
Después de que una larva de insecto ingiere el cristal, 
éste se disuelve en el intestino medio, produciendo 
subunidades tóxicas act ivas que se unen a la membrana 
celular del tejido epitelial del intestino, esto genera 



poros que desequilibran el balance osmótico oeacionando lisis 
de las células epiteliales, se detiene la alimentación y la 
larva muere. Se ha incrementado la e videncia bioquímica de la 
presencia de sitios de unión especí fica de alta afinidad en 
el epitelio del intestino medio que puede definir si un 
insecto es resistente o susceptible a determinada toxina 
(£4,£8,40). 

APLICACION EN LA NATURALEZA 
Al probar formulaciones para determinar la act i v idad de 

toxinas de Bti. contra larvas de especies de Ñnophe1 es 

empleando sustancias que facilitan la aspersión y flotación de 
partículas de formulados como aceite de maíz, lecitina, y dos 
productos comerciales de Bti. (Arosurf y Liparol). Se encontró 
que las concentraciones y combinaciones más efectivas fueron: 
ingrediente activo con harina de trigo y aceite de maíz. La 
mortalidad completa se obtuvo en concentraeiones de O.1% para 
{fínopheles stephenis), de <2f.£% contra ifínopheles albimanus), y 
0. 3% contra ( fin. quadrimaculatus ), < 1£). 

En la actualidad existen diveras compañías como: Duphar, 
Novo-Labs, Ecogen, Abbott Labs, Sandoz etc. que se dedican a 
la producción de formulados a base de Baci1lus thuringien sis 

de sus diferentes vari edades, entre ellas isr&elensis con 
product os como: skeetal, tetonar, vect obac que se api ican en 
diversas regiones principalmente en Norte America. <1, £8,40). 

En un estudio a nivel de campo se api i carón foY^mulaciones 
granuladas de Bti para combatir la mosca negra, y mediante un 
análisis de costos se observó que estos pueden reducirse 
hasta en un después del primer a«o de aplicación, debido 
al incremento en la eficiencia de operación, entrenamiento, 
etc. <£ñ,34). 

a 



ESTUDIOS GENETICOS CON LA A-ENDOTOXINA DE Bacillus 

thuringiensis var. israelensis 

Mediante la introducción del gen-Cry 1VD procedente de Bti en 
la cianobacteria unicelular fígmenellum quadruplicatum 

se ha observado que el gen fusionado se expresa a altos 
niveles en las cianobacterlas y los bioensayos revelan que las 
larvas de mosquito Culex pipi en 5 faclímente ingieren la 
cianobacteria transfornada conservando su toxicidad contra la 
larva (5). 
Se ha descrito la clonación de genes que codifican para las 

toxinas 51.4 y 91.4, la 100-KDa procedente de Bacillus 

sphaericus y la fracción 130- KDa de Bacillus thuringiensis 

var israelensis en plásnidos con amplio rango de hospedero y 
se introdujeron para su expres ión en Caulobacter 

crescentus los re c ombinantes presentaron actividad tóxica 
contra larvas de mosquito. Caulobacter es un microorganismo 
que se desarrolla en la superficie de ambientes acuáticos y 
provee un control potencial tóxico contra mosquitos en zonas 
de alimentación de las larvas.(£8,40,41).En otros estudios se 
ha empleado autagénes is en sitios deterra inados para cambiar 
los aminoácidos const itutivos de las proteinas presentes en la 
ó-endotoxina de Bti, al ree m plazar los residuos ácidos y 
básicos por alanina se obtienen mutant es con toxicidad 
reducida. (4£). 



ORIGINALIDAD 
En trabaj os anteriores se ha investigado el tiempo de 

act ividad tóxica de Bti. en ambientes acuá.t icos, en el 
presente estudio se verificará la capacidad de colonización de 
una cepa de Bti.marcada, así como su toxicidad contra mosquitos 

HIPOTESIS DEL TRABAJO 
Bscillus thuringiensis var. israelensis tiene la capacidad de 

sobrevivir en ambientes naturales y conservar su toxicidad 
contra mosquitos. 



MATERIAL Y METODO 
Origen de las cepas de Bacillus thuringiensis va.r.israelensis 

En el present e trabajo se empleó una cepa de Baoi 1lus 

thuringiensis var.israelensis HD-14 proporcionada por el 
Laboratorio de Microbiologia e Inmuno 1 ogía de la Facultad de 
Ciencias Biológicas de la U.A.N.L. 
I.- INDUCCION DE MUTANTES de Bti. 

a)- Activación: 
De la cepa de referencia de Bti. se sembró en un matráz de 
50 mi. con 10 mi. de caldo nutritivo, se incubó de 13 a 18 
hrs. a 37 °C. en agitación rotatoria de 250 r.p.ra. 

b)- Preparación de cultivo para ensayo de mutagénes is en Bti. 

Con la cepa act ivada se inocularon 36 placas de agar 
nutritivo, luego se les irradio con luz ultra violeta 
en dos longitudes de onda a diferentes tiempos: 253.7 nm. 
y 375 nm. a 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min., cada prueba se 
realizó por triplicado. 
A las cepas de Bti. sobrevivientes de cada dosis se les 

as i gnó un número diferent e para evaluar resistencia a un 
pesticida y antibióticos. 

c)— El pesticida probado fué Parathión Meti1 ico 50 
concentrado emulsificable organofosforado, a tres 
concentraciones: 25, 50 y 100 p.p.n. 

d>- El Patrón de resistencia de antibióticos se obtuvo con 
el uso de sensidiscos para bacterias gram + (13,32). 

II.- PRODUCCION DE LA A-ENDOTOXINA. 
a).— Se seleccionó la cepa marcada para la produción de la 

ó endotoxina, en matraces erlem—meyer de 500 mi. con una 
quinta parte de su volumen total de caldo de propagación 
(medio melaza) ( 10,£2 ) . 
Como control se empieó la cepa silvestre Bt i. 

Para ambas cepas se empleó el mismo medio de cultivo, 



aonit oreando al aicroscopio cada 4 o 6 hrs. hasta 
la liberación hoaogenea de la espora y el cristal. 

b). -Extracción de la ó-endot ox ina de Bti. 

Para obtener el complejo espora cristal se empleó el 
mét odo propuesto por Dulaage 1970 < 19, £1, ££ ). 

c). -Una vez obtenido el complejo espora-cristal se procedió 
a la formulación del ingrediente act ivo. ( 12,38 >. 

FORMULADO 
Ingrediente activo.. 1. '/• - Complejo espora-cristal 
Soporte 50. % - Tierra de diatomeas 
Coadyuvante 0. 1 % . - Tritón 67. (12, 27). 

III.- SOBREVIVENCIA Y ACTIVIDAD METABQLICA DE Bti. EN AMBIENTE 
NATURAL 

Se eaplearon matraces t ipo Bartha para eva-1 uar la 
actividad metabólica del formulado de Bti. en un 
microambiente que simuló las condiciones naturales. 
La actividad aetabólica se midió mediante la captación del 
CO2 en álcali y se registró diariamente, a los mataces se 
les agrego 1/5 parte de su volúmen de agua, esterilizada 
por filtración con filtro membrana milipore de 0. £p de 
diámetro. El agua fué colectada en el arroyo Los Cavazos 
en Los Cavazos N.L., se agregaron 0.5 gr. del formulado. 
La captación se realizó con NaOH al 0. 1 N. P/V, que se 
tituló diariamente con HC1 0. 1 N. (£9,31). Para evitar la 
entrada de CO2 del aire, el matráz se cerró con un tapón 
monohoradado al que se adaptó una coluana de seguridad que 
permitió la entrada del 02 ambiental. El empaque contenía 
silica gel, cristales de NaOH, algodón y fibra de vidrio. 
La viabilidad de Bti. se verificó mediante microscopía 
el monitoreo se real i zó diariamente durante 10 dias. 



P 2D J o TIPO BARTHA 

-2 

Tapan de Goma 

Na DH .1 M 

Suspención de prueb= .5 gr de formulado + 1/5 delvolúmen 
de agua de rio filtrada con membrana milipore de 0.2 mieras 

Columna para captura de CO^ 

Sílica gel 

* ?0H 
Fibra v'dri-



La viabi1 idad también se determinó, colocando en una 
serie de vasos con 150 al. de agua de rio y 14 ppm. 
del formulado. Se emplearon 3 tratamientos: designándose 
un número a cada cepa; 1 para la cepa silvestre y £ para 
la motante, para cada tratamiento se corrio un testigo sin 
formulado con 4 repeticiones cada uno. Diariamente se 
rea1izaron diluciones en placas de agar nutritivo con el 
pesticida y antibiótico, la maestra antes de inocularse se 
past eur I zó 80°C/10 IB in. para eliminar la f 1 ora veget at i va, 
monitoreando solamente la población esporulada. 

IV.— Se efectuaron también bioensayos para probar la toxicidad 
de los formulados preparados con la cepa de Bti. marcada y 
el control (cepa silvestre) siguiendo el método recomendado 
por la organización mundial de la salud ( O.M.S.), descrito 
por De Barjac en 198£, con el uso de larvas del tercer 
estadio o del cuarto estadio temprano (££,42). 
Se probó toxicidad contra larvas de Ñedes aegypti y 

fínopheles albiaanas, que fueron proporcionadas por el 
insectario de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
U.fl.N.L. se emplearon vasos desechables con £00 al. de 
HaO de rio, con larvas del tercer estadio o del cuarto 
estadío temprano. Se apiicó la solución st ock del 
formulado con una m icropi peta estandarizada, para 
obtener una serie de concentraciones finales de £ a 14 
p. p.m. por vaso. En los testigos se c o locaron 200 mi. de 
Hz0 y 25 larvas por vaso. Cada bioensayo se realizó con 7 
dosis, 4 repeticiones y un testigo por cada dosis, 
el experimento se corrió tres veces. La mortalidad se midió 
a las 24 y 48 hrs. después de la apiicación del formulado, 
los resultados fueron sometidos a un análisis estadístico 
de PROBIT. (£2). 



RESULTADOS 
I.-SELECCION DE MUTANTES DE Bacillus thuringiensis var. 

israejensis 

Se observó desarrollo escazo de colonias en los extremos 
de las cajas irradiadas con 5, 10 y 15 min a £53-7 nm. 
estas cepas se etiquetaron con los números 1, 2, y 3. En 
la api icación con la segunda dosis 375 ntn. se 
encontro mayor sobreviven i^ en todas las cajas, aqui las 
cepas se etiquetaron coso 4 al tratamlento con 5 min., 
hasta 9 el de 3® min., el número 10 fué para la cepa de 
Bti. silvestre (control sin irradiar). Esto se muestra en 
el cuadro No.1. 
La sensibilidad a antibióticos se muestra en el cuadro 

No.£. El desarrollo de las cepas de Bti. irradiadas fué 
semejante a la cepa silvestre, en presencia de cuatro 
ant ibiót icos: tetraeiclina, estreptomicina, 1incommicina 
y eritromicina. La cepa silvestre mostró res i stencia 
natural solo a ampicilina, esta resi stencia se mantuvo 
solo en las cepas 7 y 9. Se seleccionaron las cepas 1, 6, 
y 9 resistentes a 10 M9r* de gentamicina, y las cepas 2 y 
5 resistentes a kanamicina en una concentración de 30 ¿¿gr. 
Tanto las cepas seleccionadas como la cepa silvestre 

mostraron una marcada resistencia natural al parathión 
como se observa en el cuadro No.3, por lo tanto las 
concentraciones fueron aumentadas progresivamente desde 
25 ppm. hasta 550 ppm. a concentraeiones superiores no se 
detectó sobrevivencia de ninguna cepa de Bti., esta fué la 
concentración seleccionada, los resultados se expresan en 
el cuadro No.4. Tanto las cepas marcadas como el control 
presentaron resistencia nat ural al pest icida en las 
concentraciones probadas. En el cuadro No.3 se observa el 
patrón de sensibilidad de 5 cepas de Bti. a gentamicina, 
kanamicina y 550 p.D.m. de oarathión metílico. 

1020091345 



En los nedios de cult ivo que contenían ant ibiótico y 
pesticidano no se observó con claridad la producción del 
cristal, por lo que las cepas se sembraron en caldo 
tripticasel na y fosfato para comparar la producción del 
cristal, ft las 48 hrs. se revisaron las cepas y se seleccionó 
la número £ resistente a 10 pgr. de kanamicina y 550 ppra de 
parathión, para la producción de la 5-endotoxina y las 
pruebas de sobrevivencia, act ividad metabòlica y toxicidad 

II.- SOBREVIVENCIA Y ACTIVIDAD METABOLICA 
En la gráfica No.l se muestra la sobrevivencia de la 

población esporulada nativa del agua de prueba, se observo 
estabi 1 idad durante 6 dias y posteriormente deciinó en 
condiciones naturales. En la gráfica No. £ se muestra e 1 
comportamiento de la cepa Bti. silvestre, que no presenta 
resistencia a kanamicina ni parathión y s obrevivió por 10 
di as. En la gráfica No.3 se describe el patrón de 
sobrevivencia de la cepa mutante de Bt i. que fué muy 
semejante al de la cepa de Bti. silvestre. Sin embargo 
la densidad poblacional disminuyó menos drásticasente que en 
la gráfica No.£. Se detectó mayor número de mutantes de Bti. 

en los monit oreos real i zados en placas de agar nutritivo y en 
presencia de parathión que en los medios con kanamicina, 
aunque el patrón de crecimiento de ambas cepas mostrado en la 
gráfica No.3 fué muy semejante. 

Los resultados de la actividad metabòlica (producción de CQ2) 
se muestran en la gráfica No.4, donde la cepa de Bti. 

silvestre presentó una mayor producción de C02, la cant idad 
más alta se detectó en el segundo dia, disminuyó en el 
tercero y del cuart o al sexto la act ividad se mantuvo 
constante, en el sépt imo di sm inuyó, y se estabilizó del 
octavo al décimo. La cepa mutante de Bt i. mostró un patrón de 
comportamiento muy semejante pero con menor cantidad de 
act ividad, en ambas cepas puede detectarse la oxidación de 
dos fuentes de carbono presentes en el medio. 



Las bioensayos de toxicidad de Bti. realizados contra fledes 
aegypti aostraron que el formulado preparado con la cepa 
autante de Bti. tuvo un buen rango de aceptación al igual 
que la cepa silvestre, con una LDso de 0.3392 y LDPO de 2.430 
para la segunda y una LDso de 0.3618 y LDPO de 2.566 ¿jgr/ml. 
para la pr ira era. 
Los analisis estadísticos de Probit realizados con los 

resultados de los bioensayos presentaron un intervalo de 
confianza de 95% para arabas cepas. 
En los bioensayos real izados contra fínophe1 es slbim<anus no 

se encontró toxicidad. 



Cuadro No. 1 
Sobrevivencia de Baci1lus thuringiensis var. i sraelensis a 
diferentes dosis de irradiación con luz ultra violeta. 

Tiempo de 
expos ición 
en minutos 

Resistencia a 
la radiación 

£53.7 nm. 

Tiempo de 
exposición 
en minutos 

Resistencia a 
la Y-'ad i ación 

£53. 7 nm. 
1.- 5 + 4.- 5 + 

£.-10 + 5,- 10 + 

3.-15 + 6.- 15 + 

. —£G - 7.- £0 + 

.-£5 - 8. - £5 + 

.-30 - 9.- 30 + 
10.-control sin irradiar 

+ resistencia a la radiación - sensibilidad a la radiación 



Cuadro No.2 
Patrón de resistencia 
mutant es de Baci 1lus 

y sens i bi1idad a 
thuringiens is vai 

antibióticos de 
israelensis 

ftnt ibiót ico 1 £ 4 
cepas 

5 
irrad iadas 
£ 7 8 9 10 

cefat oxi ma + R- R RÌ S R R R R S s 
arapici 1 ina S S S s S S R S R R 
cefalot i ma R- R- s s S R S R R S 
d icloxaci1 ina R- R- R- RÌ S S R S S s 
eritromicina S S S s S S S s S s 
gentamicina R S s s s R s s R s 
1incomicina S S s s s S s s S s 
kanam icina S R s s R s s s RÌ s 
penici 1 ina R- R- 5 s S 5 s R S s 
estreptomicina B S S s s S s s s s 
trimetoprim 
sulfametoxazol S R- R- s R- RÌ RÌ s s s 

t etraciclina S S S s S S s s s s 

+ sensible - resistente - resistencia parcial 



Cuadro No.3 
Resistencia de raut ant es de B<aci llus thuri ngiens is a 
diferentes agentes químicos 

No.cepa Parathión metí 1 ico 
550 p. p. m. 

Gentaraicina 
1 0 ¿¿gr. 

Kanam icina 
30 ¿¿gr. 

1 
£ 
5 
6 
3 

10 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ + 

+ 

+ 
+ 

+ resistencia - sensibilidad 



Cuadro No.4 
Mortalidad de larvas del tercer estadio y cuarto temprano de 
Ñedes aegypti a las £4 horas después de la exposición a £ 
formulados a base de Bti. Cepa 1 HD-14 y Cepa £ HD-14 ilutante. 

Concent rae ión 
en mg/lt. 

No.de larvas 
tratadas 

"/. de 
Cep 

mortal idad 
a-1 control 

•/.de 
Cepa 

mortalidad 
-2 matante 

0. 02 300 £0 18 

0. 04 300 45 35 

0. 06 300 56 40 

0. 06 300 70 66 

0. 10 300 85 70 

0. ia 300 90 78 

0. 14 300 90 84 

T 300 13 11 



Cuadro No. 5 
Resultados del análisis estadístico PROBIT 
de los bioensayos de 2 cepas de Bacillus 
thuringensis var. israelensis contra larvas 
de Aedes aegypti. Con un intervalo de 
confianza del 95%. 

Cepa-1 Cepa-2 

PENDIENTE 1 .45581 1 .508115 

INTERCEPCCION 5 .721832 5 .665805 

CHI CUADRADA 5 .2338 3 .8192 

LD50(PPM) = 0 .3192802 0 .3618416 

LD,0(PPM) = 2 .430187 2 .566935 

ERROR EST. 0 . 1431973 0 .1537569 

7 .782938 7 .174998 



co 
CI o 
CD N 
_ m 
co > 
ir CO 
a O ^ in 
c O co 
" Ö 
_co 
13 

O 

o 

o 
Q _ <0 
co 
C D - g 

5 s 

8 | 

2 o 
Q - o 
_C0 Q _ 

CD CO 
* ö - Q 

2 . 1 5 
CO > 
O CD 

= V- 3 
03 - Q O 

O CO 
O c o 

/ 

Osi 

j r ß o i 

o 

O) 

co 

co 
co sço 

û 

IO 
c 
a> 
o 
Q_ 
E 
a> 

co 

OJ 



o > 

CM 
m 

o z 
to 
o 
il— £ 
È 

0 
1 E 
en o 
0 ) > 

0 0 </) " O 
05 05 
Q . 13 
0 O ) 
O co 
CO c 

0 
0 

0 

" ö 

O i 
0 Q 
v . 
O X • 1 

c C Q 
o 

C Q 

CQ 
O) < 

c o 

2 
ce 
CL 

CÜ 
c 
o 
E 
CÖ 
c 
(0 

+ 

O ' d T l B o n 

O) 

co 

co Q 

10 

co 
ce 

c 
<D 

00 

CNJ 

o 
Q. 
E 
o 

co 
<D 
c o 
o 
0 
Q. 

CO 
D 
O 
<D 
"O 
O 
T2 
0 
E o 
Q_ 
0 
ra 
c 
Q) 
</> 

a 
vi) 

> 

•o 
m 



CD 

c 
CO 1-J 

o 

E CD 
"ö 

CO CO Q_ 13 
CD O) O CO 
_co c 

CD 
CD 

CD 

"D 
O T 
CD Q 
O « i 
"c 
o 

^̂ i 
CD 

CO 

Ö 

CO 

o > -T3 
I C 

=3 O "o 
XI E 

<0 <T5 co 
O ) a < CL 

A ' 
j/ 

* 

•t 

' f 
/ , i 

o 

O) 

co 

LO 

CO 

CM 

o n ß 

<0 
0) 
c o 
o 
<4—• 
<D 
Q. 
0> 

O 
-*—» 
CO 
D 

co O 
CO 0) 
Q *D 
c O 0) T3 
o <D 
CL E 
E o 
0) cL 
h-h- <D 

CO » c <D 
(0 (1) 
Q. 0> 
O 
co > 
co "O co o 



<D 
O 
O 

0 
O ) 

O ^ 
Q . = = 
as <B 

" 2 co 
<0 <D 

I § £ « 
Q . 
OS 
O O 
O " 

- 9 ® CO 
"S 

I ® 
-S •g o 
: > co •h r " E 
(0 o 

" O > • 
c- ® 

O o o 
2 2 > 
(0 (0 '¡S 
o Q . 

i l 
r j J O 

w 
OT c 
0) > 
<5 i o 
(0 co 
a a. c 
a> o o 
O O o 

t - * 

CM 

zoo Mßrt 

st O 

CXI 
I 



a> a) 

LO 

O 
z 
cü o 
03 

O 

o r> 

(fi 
a> > 
<75 

C 

m 

E CÖ co 
a. a. 
a) a> 
O O 
i > 

-«- Ovi 

OJ 

P PI 

t-

ò 
C\J 
Ö 
o 
Ö 
AD O 

(O a 

o 

CvJ 
O 
O 

O) 
E 
c o 
o 
CÖ 
c 
Q> 
O 
c 
o 
O 

CM 
co 
J2 
co 

Q_ 
U) 
0 
CÖ 
co 
a> 
"O 
< 

s x 
o. j_ 
E m •M 
O § 
£ S JO a 
o o 

lo ta 
0 c 
0 0 

(1) X 0 

1 
— co 
<D 0 
~o O 

(0 co 
•c 2 S o 



DISCUSIONES Y CONCLUSIONES 
Al apiicar radiación ultra violeta en dos longitudes de 

,nda en diferentes dosis sobre Bacilias thurngiensis var. 
israelensis, a baja frecuencia (253.7nm.) se produjeron daftos 
iue se manifestaron en falta de viabilidad, puesto que la 
'adiación inhibió los mecanismos enzimáticos de reparación 
iromosómicc. Las dosis letales api icadas se reqistraron a más 
Je 15 rain. La cepa tratada con 375 nm. en diferentes tiempos 
no presento alteración en cuanto a sobrevivencia, pero los 
efectos se manifestaron cuando las cepas se probaron en 
presencia de diferentes antibióticos, aunque el mecanismo 
enzimático de reparación funciono anulando los danos letales, 
es auy probable que las alteraciones en cuanto a sensibilidad, 
resistencia parcial o total a los antibióticos se deba a la 
foraación de di meros de t imina que comunmente se generan por 
el efecto de la radiación ultra violeta sobre el genooa 
bacteriano.(36). 

Tanto la cepa silvestre de Bti. como las mutantes irradiadas 
presentaron resistencia al parathión metílico hasta 100 ppm. 
La marcada resistencia al parathión metílico se debe a que 

una gran cant idad de m icroorgan ismos, entre ellos los 
esporulados como Bacillus tienen la capacidad de utilizar los 
pest icidas como sustrato, por cometabo1 ización o como 
fuente de carbono, energía y, ocasionalmente de nitrógeno 
fósforo y azúfre. (2). Las mutaciones favorecieron la 
capacidad de síntesis de enzimas para metabolizar el pest icida 
en concentraciones aayores, como se observa en el cuadro No.3, 
las cinco cepas toleraron 550 ppm. de parathión metílico. 
En algunas de las mutant es resistentes al pesticida y 

antibióticos se disminuyó la síntesis del cristal, por lo 
tanto se seleccionó la cepa No. £ que presentó mayor 
producción de ó-endotoxina. 



En lo concerniente a l a s pruebas de sobrevivencia, la 
población esporulada nativa del agua de prueba se mantuvo 
constante durante 5 dias debido probablemente al consumo de 
nutrientes, que disminuyeron lentamente hasta el décimo dia. 
En la gráfica No. £ se observa que aunque la cepa silvestre 

de Bacillus thurmgiensis var. israelens i s posee resistencia 
natural al parathión las concentraciones seleccionadas de 
antibiótico y pesticida para la cepa mutant e resultaron 
tóxicas inhibiendo completamente el crecimiento de la cepa 
silvestre. No obstante la cepa silvestre sobrevivió en agua 
de río durante 10 dias, (gráfica No. 2) pero en los recuentos 
se detectó una disminución poblacional más drástica que en 
las cepas nativas del agua de rio (gráfica No.1). 
La cepa mutante se mantuvo durante 10 dias con recuentos 
poblaci onales 1 i gerament e mayores a la cepa silvestre, esto 
indica que de alguna manera las mutaciones favorecieron la 
capacidad de competencia contra la población nativa del agua, 
(gráficas No.2 y 3). 
Por otra parte en la gráfica No. 4 se observa que la 

la cepa s i 1vestre presenta mayores val ores de act ividad 
netabólica (producción de CO2) que la cepa mutante, en ambos 
casos se detecta la útilización de dos fuentes de ca r bono, la 
primera posiblemente más simple que la segunda puesto que 
presentó una mayor capacidad de as i m i 1ación. 
Aunque ambas cepas presentaron un patrón de act ividad muy 
semejante, los valores alcanzados por la cepa mutante fueron 
menores en comparación con los obtenidos por la cerpa 
silvestre, esto probablemente se debió a los efectos causados 
por la radiación apiicada durante el marcaje. 
Los análisis de Probit real izados con los resutados de los 

bioensayos con Ñedes aegypti mostraron que la potencia del 
bioinsecticida es aceptable, aunque la radiación pudo haber 



disminuido ligeramente la capacidad de sobrevivencia no afectó 
la síntesis ni la toxicidad de la <5-endot ox i na. 

Los bioensayos real izados con Ñnopheles albimanus mostraron 
que ni la cepa silvestre ni la «utante tienen efecto tóxico 
contra dichas larvas, en este caso tampoco se alteró la 
toxicidad Ge 1« cepa probada. 

ftl analizar lo- tes. tados concluyó que la sobrevivencia 
de Bti. es msi ^íciente para lograr un control biológico 
constante p .esto que no a leanza poblaci ones mayores a las que 
se introduje ínicialmente ya que sobrevive pero no coloniza el 
medio, aunque para afirmar esto es necesario realisar estudios 
con larvas de mosquito en el ambiente y controlando las 
concentraciones de matria orgánica, asi como la temperatura y 
otros factores que pudieran afectar la colonización de Bti. 

No obstante el uso de bioinsect icidas es el mejor camino para 
1ograr un control efectivo en las plagas de insectos, (1,3,£7). 

En est e trabaj o se mostró como Bt i. tiene suficiente 
capacidad para sobrevivir, aunque por periodos cortos en 
ambientes acuát icos naturales siempre que exista materia 
orgánica disponible en el medio. Es necesario para poder 
aprobechar mejor los controles biológicos real izar más 
estudios, ahora para verificar si durante su sobreviv e ncia 
se produce la síntesis y 1 iberación del cristal. 
Una posible alternativa son los estudios que se realizan 

mediante la introducción de genes procedentes de Bt i en la 
cianobacteria unicelular Ñgmenel1um quadruplicatua, el gen 
fusionado se expresa en altos niveles y los ensayos revelaron 
que las larvas de mosquito facilmente ingieren la 
cianobacteria transformada conservando su toxicidad.(5,40). 
Por otra parte se han clonado genes procedentes de Baci21us 

sphaericus \ Bti. en plásmidos con amplio rango de hospedero y 
introdujeron para su expresión en Caulobacter crescentus 

os recombmantes presentaron actividad tóxica contra larvas 
e mosquito. (40,41). 
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