s

- ?4

(f







UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

QUE EN OPCION AL GRADO DE MAESTRO
EN CIENCIAS

PRESENTA:

| Q.B.P. MARIBEL LEAL CASTILLO I

Agosto 1993 Monterrey N. L.




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NEUVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Sobrevivencia y Actividad de Bacillus thuringiensis var israelensis en ambientes
naturales contra larvas de mosquito

TESIS
QUE EN OPCION AL GRADO DE

MESTRO EN CIENCIAS
CON ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA

PRESENTA
Q.B.P. MARIBEL LEAL CASTILLO

COMISION DE TESIS

PRESIDENTE ®
A S
G o
.“ ] 5’,‘#
SECRETARIO \\.‘ 4
Dr. Luis J. Galan Wong ko
= 2AIT AR
VOCAL %@Exﬁ/—

M. C. Katiushka Afévalo Nifio

Monterrey N. L. Agosto 1993



HINIRHRDNDY

0000000000






AGRAPECIMIENTOS
Al Dr. Juan Manuel Sanchez Yanes por dirigir este trabajo.

Al M.C. Luis j. BGalén Wong por facilitar los wmedios para la
realizacién de la presente investigacién, por su asesoria Y
revisidn del escrito.

Al M.C. José A.Sulrez Fernandez por brindar el apoyo necesario
para realizar este proyecto.

A la M.C. HKatywska Arevalo Nise por sus sugerencias y 1la

revisién del escrito.

A la @.B.P. Maria Concepcidén Leal Castille por su valiosa

colaboracidén en el desarrollo del trabajo préactico.

Al M.C. Alfonso Flores Leal por facilitar el material empleado

en los bioensayos y pruebas de toxicidad.

Al M.C. Mario Efren Nieto por su asesorfia en el

manejo de la computadora.

Al Lic. Alvaro Rosete Casados por su participacién en el

diseso @ impresién de graficas y rdtulos.



DEDICATORIA

A DIOS: For gue aun conservo el Don maravilloso de su vida

A MI ESFDOS0: Parivro Carza Meolina por que ha sabido ser

ayuda 1donea

A MIS HIJOS: Samuel y David por que son 1la razén de

existencia

A MIS PADRES: Sixto Leal Morales y Soledad Cactillo Lépez.

A MIS HERMANQS: Sixto, Fernanda, Maria Elena y Tom, Cony

Sonia

A l1a Iglesia Universal.



¥ cantan el cantico de Moisé siervo
de Dios, y el cantico del Cordero,
diciendo; Grandes y maravillosas son
tus obras Senor Dioces Todopoderosog
Justos y verdaderos son tus caminos,
Rey de los santos.

Quién no te teamera, oh Senror, ¥
glorificaré tu nombye? pues sé&lo tua
eres santoj por 1lo cual todas las
naciones vendran y te adoraran, por

qQue tus juicios se han manifestado.

Diciendo a gran voz: Temed a Dios, vy
dadle gloria, por que la hora de su
Jjuicio ha llegado; y adorad a aquel
que hizo el cielo y la tierra, el mar

vy las fuentes de las aguas.

Apacalipsis 15:3,45 14:7.



Este trabajo Tfué realizado en el
laboratorio de Microbiolopia industrial e
inmunologia de 1la Facultad de Ciencias
Bilolégicas de la Universidad Autdnoma de
Nuevo Leén en colaboracidn con la Facultad
de Ciencias Rgroindustriales de la

Universidad Auténoma de Tamailipas.



CONTENTIDBO:
RESUMENIIIII“I"III.' IIIIIIII "= e e 8a LI R ]

IMPORTANCIA. s v e e s s cacmean -

OBIETIVDscssussasaeaasdinsnssipsipiepiadr aimswemsgasye

ANTECEDENTES: ¢ s wa sl mi s s Memsnina oR nE VeI minsmowsmams i
Ecologia de Bifleweevresnanans P ) e LI N L A O e
Toxinas y Mecanismo de RACCidNeccrscnusacasassnnnnesans
Aplicacidn, en-la naturalezZa.casvsvserans snessnressen

Estudios pgenéticos de la d-endotoxina de Bfi.cecenanes
ARIGINAL IBAD 5.« & ofs/si k@i sia s oe s sessss sseasas & &
HIPOTESIS s s s s wuenn= REN e F e v w s w e wa e R AR

MATERIAL Y METODD. s s ¢ asacncancncnsnsacsnnnsannnsnassss
I- Induccidn de mutantesS.cececneccncranncnnanannncan

I11- Produccién de la &—endotoxina de Bfi..ceenssasc--
I11-Sobrevivencia y Actividad Metabdlica.cccesnsneeas
Matra&z tipo, Bartha. s e vosabm s hoh deslisk o e mlr T 5o A

IV= BloBriCaYDSe s s i sonasiasssssvesevsseeaasesiseseess

REB\QLTQDDS............... ......... it DID LA L L

CuadroSeccesnosssannnnnnas RN SR SR A SR SRS R TET,
Gr‘aficas-;-------o-------c-c----- IIIIII W % e 8 & ¥ A W E B BR®
DISCUSIONES Y CONCLHCIONES. .. cccacrvrnea e B S

LITERATURA CITADA. . .-vccuaan B R e e e e S e S

pag-



RESUMEN

Con el proposito de determinar la sobrevivencia y capacidad
de colonizacidén de Bacillus thuringiensis var.

ambientes acudticoes naturales.

Israelensis en

Se indujo resistencia genética

mediante diferentes dosis de radiacidén ultra violeta a

2@ paor. de kanamicina y ISS0 ppm. de parathién metilico.
los resultados indican gque Bacillus thuringiensis var.
Israelensis tiene capacidad para sobrevivir en ambientes

acuaticos hasta por 1@ dias sin aumentar la poblacidn inicial.

Per otro lado, para comprobar gue la mutaciédn inducida

no
afectéd 1la capacidad de la bacteria para producir la
é~endotoxina vy su accidn toxica contra larvas de

mosquito, se realizaron biocensayos y con 1los reultados se

comprobé que conservaba su toxicidad contra ARedes zegypti,

mediante el andlisis estadistico de probit se observd un

intervalo de confianza de 935% para ambas cepas.
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IMPORTANCIA
En los Gltimos 28 amros se ha prestado

mayor intevrés para
veeEplazar o

aumentar la potencia de los pesticidas quimicos
que se emplean en el contral de plagas agricolas
de enfermedades humanas,

el wmedio ambiente,

y vectares
noe sola por su desfavorable efecto en

también porgue 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 Bacillus, camo son :Bacillus thuringiensis, Bacillus

sphaericus. (18,19,20).

organismo esporulado que
una inclusidn que se sintetiza al
la espora,

larvae, Bacillus popillae, Bacillus
Bacillus thuringiensis es un

contiene mismo tiewmpo que

se ha demostrado que la toxicidad contra insectos

asociada principalmente con esta inclusidén cristalina de
naturaleza

esta

protéica que requiere para su actividad de
solubilizacién en aleali diluido

insecto (17,18,40).

la
0 Jjugo intestinal del

Esto representa una alternativa en el control microbioldgico

va que tienme maltiples
ventajas como son: especificidad, estabilidad,

de plagas de interés agricola y urbano,

bajo costo, sin
generar reésistencia en los insectos. (17).

Dentro de 1la especie thuringiensis se han e ncantradao

diferentes variesdades mediante pruebas biocquimicas,

serolépnicas en base a sus antigenos flagelares H, tipo v
fagas (B,9,27). Ademéas
de acuerda con la actividad insecticida
han establecido diferentes

Patotipo A: prod ucen

forma de cristal y con adsorcién de

que presentan se
patotipos dentro del serotipo H.

cristales bipivramidales téxicos

para
lepidépteros, patotipo B:

presenta cuerpos esféricos a ovoides

efectivo contra Nematocera (Dipteral.

Y el patotipo C: produce cristales

tipo placa plana siendo

muy caracteristicos de

cuadrangula r es a romboidales en el

contorno, y pPresentan efectividad contra Coledpteros. (L7)
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En relaciédn a salud piblica

se ha observado que ni1 la
segunda gQuerra

pundial produjo tantas bajas humanas como las
causadas por enfermedades diseminadas por mosquitos, esto ha
el eapleo de productos quisicos para su control,
que contribuye can

incrementado

la creciente contaminacidén

ambiental.
Una vez en el ambiente el pesticida

puede seguiv diversas

vias como: ser asimilado por 1las plantas y acumulade en

partes comestibles; ser transportadeo a corrientes de agua con
particulas de suelo, o acumularse en lombrices de tierra vy

en aves gue se alimentan

son menos importantes en

presentarse en grandes cantidades

de gusanos. Tales problemas

los
compuestas gue no

son estables y permanecen poco tiempo en

la naturaleza (2).

En estas circunstancias el control biolégico y en

Bacillus thuringiensis
al wmedio

especial
ofrece una alternativa para devgolver

ambiente el equilibrio distorcionado por el hombre.

Dentro del opatotipo B se encuentra una variedad muy

activa
contra larvas de especies de

mosquito y mosca negra:

Bacillus thuringiensis var. iIsraelensis (390,35). En 1la

actualidad se han realizado diversos estudios para evaluar
el grado de toxicidad contra
mosquitos dependiendo de

cormparacién con

las diversas esgpecigs de
sus habitos alimenticios,

compuestos quimicos, concentraciones

Y
forwulaciones wnas tdéxicas,

ademds se ha demostrado que la

las toxinas de Bti pueden sev 3@Bx mayor que los
piretroides sintéticos

(1,4,5,9,18,23,27, 40) .

potencia de
y que los arganefosforados

Sin embargeo para pronosticar la

eficacia del control de
plagas con Bti. es necesario

conocerr mas acerca de la

autoetologia de 1a bacteria y aumentar la probabilidad de

éxito en su aplicacién.

For lo anterior se planteo el siguiente objetivos

o



EN EL PRESENTE TRABAJO SE PLANTED EL SIGUIENTE OBJETIVO

1l.— Deteraminar sabrevivencia y actividad metabdélica de

Bacillus thuringiensis var. israelensis bajo condiciones

ambientales.



ANTECEDENTES

A traves del tiempo se ha observado que los insectos taabién
son susceptibles a las enfermedades causadas por bacterias,
en 1870 Pasteur observéd wna bacteria que presentaba una
inclusién cristalifera Bacillus boabyelis causante de la
flecheria del gusano de seda (17,18).

No obstante, fue en el aro de 1982 cuande Ishiwata aisld de
larvas enfermas del pgusana de seda Bombix moriy un
microorganismo que denomind Bacillus soto. Posteriormente
Berliner en 1911 lo reaislé de larvas enfermas de la
palomilla del mediterréneo Anagasta kuehniella e identificéd
la especie tipo de este ngrupo como Aacillus thuhringiensis
variedad thuringiensis. {( 17,19,27 ). Mas tarde cientifices
japaneces obséervaran que cultivos viejos esporulados de
Bacillus thuringiensis var. sotto después de formar los
cristales liberaban una sustancia téxica para el gusano de
seda (14,17).

Fué hasta 1954 en que se establecid una relacidn entre la
toxina cristalizada de la variedad sotto y 1la pardlisis que
acurre en el insecto después de 1la ingestién del cristal.

Se observéd que aunque 1la toxina causa paralisis al ser
ingerida; ésta no tiene efecto cuando se inyecta dentro del
cuerpo del insecto ( 17 ).

En 1958 Heimpel y Angus intentaron una clasificacién de
bacterias cristaliferas; en base a 1la wmorfologia y pruebas
bioquimicas. Posteriormente De Barjac y Bonnefeol, en 1962
reportaron un anilisis de 161 cepas de Bacillus thuringiensis

Y propucieron wuna clasificacién en base a sus antigenos

flagelares H y pruebas bioquémicas, organizaran nueve
serotipos con doce variedades. Estudios posteriores
demostraran que las cultivos esporuladas de Bacillus

thuringiensis son téxicos para un gran numera de insectos

plaga como: Lepidépteros y Colespteros ( 8,10,11,14,19,2@ ).
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En 1977 Geldberg y Margalit encontraran una nueva bacteria
en un lago al noreste del Negev en el desierto de Israel. En
1978 fué descrita y clasificada por De Barjac como Becillus
thuringiensis var. 15 aelensis serotipo H- 14, que produce
un cuerpa parasporal S—endotoxina que es altamente téxica para
larvas de dipteros, nematoceros, tales como mosguitos v

simlidos, no asi contra larvas de lepiddpteros (74P

Se bhan probado extractos de diversas cepas de Bacillus
thuringiensis y no todas presentan la misma toxicidad contra
diferentes insectos, las cepas GM-1, GM-&, GM-7, GM-8, GM-9,
GM-10 y GM-13 aisladas de auestras de suelo fueron probadas
centra larvas de Redes aegypti y Culex pipiens var
guinquefasciatus sin encontrar resultados positivos de
toxicidad contra estos insectos, en cambio cuando se probd la
toxicidad de Bacillus thuringiensis var. Israelensis a nivel
de campo se presentaron porcentajes aceptables de mortalidad

en concentraciones de 5 kp./ha. ( 12, 14,26,36).

Distintas cepas de Bacillus thuringiensis var. israelensis
muestran diferente capacidad para prodocir toxinas letales
contra larvas de wosquitos, en funcién del medio de cultive vy
condiciones de crecimiento, sin existir proporcionalidad entre

la cantidad de esporas y toxinas praducidas ( 39 ).

ECOLOGIA DE Bacillus thuringiensis var. israeiensis
En un estudie realizado para probar la colonizacién de Bti.en
un ambiente acuatico a nivel de laboratovrie y cuerpos
acuiferos, se encontré baja toxicidad contra larvas en el
segundo estadio de Lulex pipiens y Redes aegypti, ademds ésta
disminuyé con la presencia de materia organica en el agua.

Perdidé el 5@% de su actividad larvicida en & dias.



En otros estudios se ha observado que la toxina de Bti.
tiene mayor accién sobre larvas de wo s quito del priaero al
tercer instar disminuyendo el efecto +téxice en larvas del
cuarto instar requiriende de 1.3 a & veces mas toxina del
porciento normal wusade para fAedes nigromacullis y Fsoropora

columbiae ( Z,E2 ).

Mediante modelos de laboratorio que simulan las condiciones
naturales empleando mutantes de Bti. rvresistentes a tres
antibiéticos, cuando se inocularon esporas de una cepa de Bti
mutante en particulas de 1lodo, se detectd una adsarcidén
inmediata de la actividad téxica sin influir en la viabilidad
de la bacteria, por agitacién del lodo se logrd detectar
bacterias viabhles al wenos por 22 dias; aunque las esporas

fuergn incapaces de germinar en el fango (3).

TOXINAS Y MECANISMO DE RCCION

En estudios recientées se han encontrado diferentes toxinas
como partes constitutivas del cristal de Biris 134, 72, 67, VY
28 Kbha. La de 67 HKDa ha sido designada como la mis téxica
invivo contra larvas de Aede s aegypti. La proteina de 28 KDa
tiene atcividad citolitica y hemolitica contra eritrocitos
de conejo. Se ha comprobado que cada subunidad protéica de las
cristales es tédxica solamente después de su activacién por
enzimas proteliticas parecidas a la tripsina (24,25,28, 49,43).
Después de gque una larva de insecto ingiere el cristal,
éste se disuelve en el intestino medio, produciendo
subunidades téxicas activas que se unen a la memnbrana

celular del tejido epitelial del intestino, esto genera



poraos que desequilibran el balance osmético ocacionando lisis

de las células epiteliales, se detiene la alimentacién y la

larva muere. Se ha incrementado la e videncia bioquimica de la

presencia de sitios de unidn especifica de alta afinidad en

el epitelio del intestino medio que puede definiv si un

insectao es resistente o susceptible a determinada toxina
(24, 28, 40).

ARLICACION EN LA NATURALEZA

Al probar formulaciocnes para determinar la actividad de
toxinas de Bti. contra larvas de especies de RAnopheles
empleando sustancias gue facilitan la aspersién y flotaciédn de
particulas de formulados como aceite de maiz, lecitina, y dos
productos camerciales de Bfi.{(Arosurf y Liparol). Se encontrd
gue las concentraciones y combinaciones mas efectivas fueron:
ingrediente activo con harina de trigo y aceite de maiz. La
mortalidad completa se obtuvo en concentraciones de 3.1% para
(Anopheles stephenis), de B.2% contra (Anopheles albimanus), y
@.3% contra ( An. guadrimaculatus ), (12).

En la actualidad existen diveras companias come: Duphar,
Novo-Labs, Ecogen, Rbbott Labs, Sandoz etc. gue se dedican a
la produccién de formulados a base de RBacillus thuringiensis
de sus diferentes variedades, entre ellas Israelensis can
productos coma: skeetal, teknar, vectobac que se aplican en

diversas repgiones principalmente en Norte America. (1,28,4@).

En un estudio a nivel de campo se aplicaron formulaciones
granuladas de Bti para combatir la mosca negra, y mediante un
anilisis de costos se observéd gue estos pueden reducirse
hasta en un 3S* después del primeyr amp de aplicacidén, debido

al incremento en la eficiencia de operacidén, entrenamiento,
etc. (28, 34).




ESTUDIOS GENETICOS CON LA A-ENDOTOXINR DE Bacillus
thuringiensis var. lIsraelensis

Mediante la introduccidén del gen—-Cry IVD pracedente de Bti en
la cianobacteria unicelular Agmenellum quadruplicatum
se ha observado que el pgen fusionado se expresa a altos
niveles en las cianobacterias y los bioensayos revelan gque las
larvas de mosquitao CLulex pipiens facilwente 1ngieren la
cianobacteria transformada conservando su toxicidad contra la
larva (5).

Se ha descrito la clonacién de genes que codifican para las
toxinas S1.4 ¢y 91.4, 1la 198-KDa procedente de Bacillus
sphaericus y la fraccidén 130- KDa de Bacillus thuringiensis
var iIsraelensis en pléasmidos can amplio rango de hospedero vy
se introdujeron para su expresién en Caulobacter
crescentus los rec ombinantes presentaron actividad téxica
contra larvas de mosquito. Caulobacter es un microorganismo
que se desarralla en la superficie de awmbientes acuaticos vy
provee un control potencial téxico contra mosquitaos en zonas
de alimentacién de las larvas. (28,49, 41).En otros estudios se
ha ewmpleado mutagénesis en sitios determinados para cambiar
los aminoacidos constitutivos de las proteinas presentes en la
&—endotoxina de Bti, al ree mplazar 1los residuos 4acidos vy

basicos por alanina se obtienen mutantes con toxicidad

reducida. (42).



ORIGINRLIDAD
En trabajos anteriores seé ha investigado el tiempo de
actividad téxieca de Bifi. en ambientes acuaticos, en el
presente estudic se verificard la capacidad de colonizacidén de

una cepa de Bti.marcada,asi comeo su toxicidad contra mosqgquitas

HIPOTESIS DEL TRABAJD
Bacillus thuringiensis var. israelensis tiene la capacidad de

sobrevivir en ambientes naturales y conservar su towxicidad

contra mosquitos.
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MATERIAL Y METODO
Origen de las cepas de Bacillus thuringiensis var.israelensis
En el presente trabajo se empled wuna cepa de Bacillus
thuringiensis var.Iistraelensis HD—-14 proporcionada por el

Laboratorioc de Microbiologia e Inmuno l ogia de la Facultad de

Ciencias Bioldépgicas de la U.A.N.L.

I.- INDUCCION DE MUTANTES de Bti.

a)— Activacidn:

De la cepa de referencia de ABtJ. se sembrd en un matraz de
S® ml. con 1@ ml. de caldo nutritivo, se incubd de 12 a 18
hrs. a 37 °C. en agitacién rvotatoria de 250 r.p.n.

b)— Preparacidén de cultivo para ensayo de mutapénesis en Bfi.
Con 1la cepa activada se inocularon 3€& placas de apar
nutritivo, luego se 1les irradio con luz ultra violeta
en dos leongitudes de enda a diferentes tiempos: 253.7 nno.
y 375 nm. a S, 1@, 15, 28, 285 y 3@ ain.y cada prueba se
realizé por triplicado.

A las cepas de Bti. sobrevivientes de cada dosis se les
asigné un namero diferente para evaluar resistencia a un
pesticida y antibiéticos.

c)- E1 pesticida probado fué Parathién Metilico Sa %.
concentrado emulsificable organofosforada, a tres
concentraciones: 25, 5@ y 100 p.p. .

d)- E1 Patrén de resistencia de antibiéticos se obtuveo con
el uso de sensidiscos para bacterias gram + (13, 32).

II.- PRODUCCION DE LR A-ENDOTOXINA,

a).— Se seleccioné la cepa marcada para la producidn de la
é endotoxina, en matraces erlem—meyer de 3IP¥ ml. con una
quinta parte de su volumen total de caldo de propagacidén
{medie melaza) ( 13,22 ) .

Como control se empleéd la cepa silvestre Bti.

Para ambas cepas se enmpleéd el mismo medio de cultivo,
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monitoreando al waicroscopio cada 4 o €& hrs. hasta

la liberacién hoamogenea de la espora Yy el cristal.
b).-Extraccidén de la d-endotoxina de Bfi.

FPara obtener el coamplejo espora cristal se eapled el

método propuestoc por Dulmage 1978 ( 19,21,z2 ).
c).—-Una vez obtenido el complejo espara-cristal se procedid

a la formulacién del ingrediente active. ( 12,38 ).

FORMULADO
Ingrediente activo.. 1. % — Coaplejo espora-cristal
Soportecis e «vssveanae S5@. % — Tierra de diatomeas

Coadyuvante..c..eeve.. 8.1 ¥ .— Tritén 67. (12, 27).

I11.- SOBREVIVENCIA Y QACTIVIDAD METABOLICA DE Bti. EN AMBIENTE
NATURAL
Se emplearon aatraces tipo BRartha para evaluar 1la
actividad metabdlica del formulado de Rti. en un
microambiente que simuléd las condiciones naturales.
La actividad msetab&lica se midio mediante la captacién del
COz2 en &lcali y se registrd diariamente, a los mataces se
les agrego 1/5 parte de su volGmen de agua, esterilizada
por filtracién con filtro wmeabrana wilipore de @.2u de
didmetra. El agua fué colectada en el arroyo Los Cavazos
en Los Cavazos N.L., se agregaron @.5 gr. del formulado.
La captacién se realizé con NaOH al @.1 N. P/V, que se
tituld diariasente con HCl @.1 N. (£89,31). Para evitar la
entrada de C0O2 del aire, el matréaz se cerrd con un tapdn
monohoradado al que se adaptd una columna de seguridad que
permitio la entrada del Dz ambiental. El empaque contenia
silica pel, cristales de MaOH, algeddn vy fibra de wvidrio.
La viabilidad de Bti. se verificé wmediante microscopia

el wmonitoreno se realizd diariamente durante 18 dias.

iz



9 8PIe TIP0 BARTHA

Tapon de Goma
Na OH .1 N

Suspencion de pruebz .5 gr de formulado + 1/5 delwvol(imen
de agua de ric filtrsda con membrana milipore de 0.2 micres

Columna paras captura de C02
Silica gel

R a4

Fibra .= v gri-

BIlga=3n



La viabilidad también se determind, colocando en una
serie de vasos con 150 wml. de agua de rio y 14 ppa.
del formulado. Se eaplearan 32 tratamientos: designandose

un ndmero a cada cepaj 1 para la cepa silvestre y 2 para

la mutante, para cada tratamiento se corrio un testigo sin
formulado con 4 repeticiones cada uno. Diariamente se
realizaron diluciones en placas de agar nutritive con el
pesticida y antibidético, la miestra antes de inocularse se
pasteurizdé 82°C/1® min. para eliminar la flova wvegetativa,

monitoreando solamente la poblacidn esporulada.

1V. - Se efectuaron también bioensayos para probar la toxicidad
de los formulados preparados con la cepa de Eti. marcada Y
el control (cepa silvestre) siguiendo el método recomendado
por la orpganizacién mundial de la salud ( B.M.5.), descrito
porr De Barjac en 1988, con el use de larvas del tercer
estadio o del cuarto estadis temprano (22,4&8).

Se probé toxicidad cantra larvas de Aedes aegypti vy
Anopheles albhiwanus, que fueron proporcionadas por el
insectario de 1la Facultad de Ciencias Bielégicas de la
U.A.N.L. se enmplearan vasos desechables con 0@ ml. de
H20 de rio, con larvas del tercer estadio o del cuarto
estadio temprano. Se aplicd la soluciédn stock del
formulado con una micropipeta estandarizada, para
obtener una serie de concentraciones finales de 2 a 14
pP- p-@. por vaso. En los testigos se c o locaron 200 wml. de
Hz@ y 25 larvas por vaso. Cada bioensaye se realizd con 7
dosis, 4 repeticiones y un testigo por cada dosis,
el experimento se corrié tres veces. La mortalidad se midié
a las 24 y 48 hrs. después de la aplicacién del formulado.
los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico

de PROBIT. (22).
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RESULTADOS

I1.-SELECCION DE MUTANTES DE Bacillus thuringiensis var.

israelensis

Se obseryd desarrollo escazo de colonias en las extremos
de las cajas 1rradiadas con S, 18 y 15 min a 253.7 nwm.
estas cepas se etiquetaron con los nGuerogs 1,2, y 3. En
la aplicacidén con la segunda dosis 375 na. se
encontro mayor sobreviven 1a en todas las cajas, aqdi las
cepas se etiquetaron cose 4 al tratamiento con S win.,
hasta 9 el de 3B min., el ndmero 12 fué para la cepa de
Bti. silvestre (control sin irradiar). Esto se muestra en
el cuadro No. 1.

La sensibilidad &a antibiéticos se muestra en el cuadro
No.2. El desarrollo de las cepas de Bti. irradiadas fué
semejante & la cepa silvestre, en presencia de cuatro
antibiédticos: tetraciclina, estreptamicina, lincommicina
¥y eritromicina. La cepa silvestre mostré resistencia
natural solo a ampicilina, esta resistencia se wsantuvo
so0lo en las cepas 7 y 9. Se seleccionaron las cepas 1, &,
y 9 resistentes a 10 ugr. de gentamicina, y las cepas 2 y
S resistentes a kanamicina en una concentracidén de 38 ugr.

Tanto 1las cepas seleccionadas caomo la cepa silvestre
gostraron una marcada resistencia natural al parathién
como se observa en el cuadro No.3, por lo tanto las
concentraciones fueron ausentadas progresivamente desde
292 ppm. hasta S5@ ppm. a conceniraciones superiores nag se
detectd sobrevivencia de ninguna cepa de Bti., esta fué la
caoncentracidn seleccionada, los resultados se expresan en
el cuadro No.4. Tanto las cepas marcadas coma el control
presentaron resistencia natural al pesticida en las
concentraciones probadas. En el cuadro No.3 se observa el
patrén de sersibilidad de S cepas de Btfi. a gentamicina,
kanamicina y 558 p.p.m. de parathién metilico.

1020091345
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En los medios de cultive gque contenfan antibidtico vy
pesticidano no se abservéd con claridad 1la produccién del
cristal, por 1lo que las cepas se sembraron en caldo
tripticaseina y fosfato para comparar 1la produccién del
cristal. A las 48 hrs. se revisaron las cepas y se selecciond
la ndmero 2 resistente a 10 pgr. de Kanamicina y S5@ ppm de
parathidn, para la producciédn de la S-endotoxina y 1las
pruebas de sobrevivencia, actividad metabélica y toxicidad

II.- SOBREVIVENCIA Y ACTIVIDAD METAROLICA

En la grafica No.l1 se auestra 1la sobrevivencia de la
poblacién esperulada nativa del agua de prueba, se ohservo
estabilidad durante €& dias y posteriormente declind en
condiciones naturales. En la grafica No. & se amuestra el
cosportamiento de la cepa ABti. silvestre, que no presenta
resistencia a kanamicina ni parathidén y s obrevividé por 10
dias. Ewn la grafica No.2 se describe el patrdén de
sobrevivencia de la cepa mutarnte de Bfi. que fué wmuy
semejante al de la cepa de Bfi. silvestre. Sin embargo
la densidad poblacional disminuyd menas drasticamente que en
la grafica No.2. Se detectd mayor ntmerg de mutantes de Bti.
en los monitoreos realizados en placas de agar nutritivo y en
presencia de parathidén que en los wmedies con kanamicina,
aunque el patrdn de crecimiento de ambas cepas mostrado en 1la
grafica No.3 fué muy semejante.
Los resultados de la actividad metabdélica (produccidn de CO=2}
se muestran en la grafica No.4, donde la cepa de Btii.
silvestre presenté wuna mayor produccidén de COz, la cantidad
mas alta se detecté en el segundo dia, disminuyd en el
tercero y del cuarte al sexto la actividad se wantuvo
constante, en el sé&ptimo diswminuyd, y se estabilizéd del
octavo al décimo. La cepa mutante de Bti. mostrd un patrdn de
comportamiento muy semejante pero con menor cantidad de
actividad, en ambas cepas puede detectarse la oxidacién de

dos fuentes de carbono presentes en el medio.
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Las bioensayos de toxicidad de Bti. realizados contra Aedes
segypti mostraron que el foresulade preparado con la cepa
mutante de Bfi. tuvo un buen rango de aceptaecidn al igual
que la cepa silvestre, con una LDso de @.3392 y LDeo de 2.430
para la segunda y una iLDsoe de 0.3618 y LDeo de Z.566 ugr/ml.
para la primera.

Los analisis estadisticos de Probit realizados con los
resultados de los bioensayos presentaron un i1ntervalo de
confianca de 3B5% para ambas cepas.

En los biocensayos realizados contra Rnopheles albimanus no

se encontrd toxicidad.
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Cuadro No.1
Sobrevivencia de Bacillus thuringiensis var. Israelensis a
diferentes dosis de irradiacién con luz ultra violeta.

Tiempo de Resistencia a Tiempo de Fesistencia a
Z:pﬁiiﬁli:g: la radiacidn z:pgiiiéiz la radiacidén
253.7 nm. £532.7 nm.

1.— 9 + 4.— S +
c.—102 + 5.— 10 +
3.—15 + 6.— 135 +
«—20 = 7.— ci +
«—23 \¥ 8.— 29 +
« 30 = 9.—- 20 +

1@. —contral sin irradiar

+ resistencia a la radiacién — sensibilidad a la radiacién

18



Cuadro No.Z

Patrén de resistencia y sensibilidad a antibidticos de
Israelensis

wutantes de Bacillus

thuringiensis var.

cepas irradiadas

Antibidtico 1 = = 4 s € 7 8 9 19
cefatoxima R-= R RE. 8 R R R R 8§ S
ampicilina S S S S S S R S R R
cefalotima R R § s S8 R S R R S
dicloxacilina |R2 R: RE R¥ s s R s 8 &
eritromicina S 8 S 5 S = S 8 S =)
gentamicina R S S 5] S R S s R S
lincomicina S 8 S S S S S s S =
kanamicina s R'8 8 R 8 8 8 R s
penicilina RX R 8| 8 8 8 s R 5
estreptoricinais S S S S S S 5 S S
risetorris s Rt W' s AP R W s 5 s
tetraciclina S S S S S S S S S S

+ sensible - resistente z resistencia parcial
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Cuadrg No.23
Resistencia de mutantes de Bacillus thwingiensis a

diferentes agentes guimicos

No.cepa |Farathién metilicao Gentamicina Kanamicina
SS90 p.p.n. 1@ pgr. 3@ pugr.
1 + + -
2 + =
9 + -
6 + —
9 + +
1@ o - =
+ resistencia - sensibilidad

cd



Cuadro No.4
Mortalidad de larvas del tercer estadio y cuarto temprano
Redes aegypti a las &4 horas después de la exposicidédn a

de
formulados a bace de Bti. Cepa 1 HD-14 y Cepa & HD-14 mutante.

Concentracidén| No.de larvas| % de mortalidad| “de mortalidad
en mg/lt. tratadas Cepa-1 control| Cepa-& mutante
2. 22 300 [=4%] 18
B.04 380 45 35
@. 26 220 S6 49
@. 08 @y 7@ &E&
@. 12 308 85 7@
B.12 e 17 =1 78
@.14 3R =74 84
T vl 13 11

na
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Cuadro No.

Resultados del andlisis estadistico 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 3.665805
CHI CUADRADA 5.2338 3.8192
LD”(PPH)= 0.3192802 0.3618416
LDy, ( PPM) = 2.430187 2.566935
ERROR EST. 0.1431973 0.1537569
7.782938 7.174998

22
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DISCUSIONES Y CONCLUSIDNES

Al aplicar radiacién wultra vieleta en dos longitudes de
mda en diferentes dosis sobre Bacillus fthurngiensis var.
israelensis, a baja frecuencia (233.7nm.) se produjeraon dafos
ue se manifestaron en falta de viabilidad, puesto gue la
‘adiacién inhibiéd los mecanismos enzimaticos de reparacidn
‘romosédmic«. Las dosis letales aplicadas se registraron a m&s
Je 15 min. La cepa tratada con 375 nm. en diferentes tiempos
noc presento alteracidén en cuanto a sabrevivencia, pero los
efectos se manifestaron cuando las cepas se probaron en
presencia de diferentes antibiéticos, aungue el mecanismo
enzimatico de reparacidén funciono anulanda las dafios letales,
es auy probable que las alteraciones en cuanto a sensibilidad,
resistencia parcial o total a los antibidéticos se deba a la
farmacién de diseros de timina que comunmente se generan por
el efecto de la radiacién ultra vieleta sobre el pgenama
bacteriano. {(36}.
Tanto la cepa silvestre de Bti. como las mutantes irradiadas
presentaron resistencia al parathién metilico hasta 100 ppr.
La wmarcada resistencia al parathién metilico se debe a que
una  gran cantidad de aicroorpganismeeos, entre ellaes los

esporulados como Bacillus tienen la capacidad de utilizar los

pesticidas como sustrato, por cometabelizacidn Q CoBo
fuente de carbono, energia y, ocasionalmente de nitrégeno
fosforo vy azuafre. (2} Las mutaciones favorecieron la

capacidad de sintesis de enzimas para mefabolizar el pesticida
en concentraciones sayores, como se observa en el cuadro No. 3,
las cinco cepas toleraron 558 ppn. de parathidén metilico.
En algunas de las mwmutantes resistentes al pesticida vy
antibiéticos se disminuyd 1a sintesis del cristal, por lao
tanto se selectciand la cepa No. 2 qgue presentd mayor

producciédn de S—endotaxina.

fu
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Er lo concerniente a las pruebas de sobrevivencia, la
poblacidédn esporulada nativa del agua de prueba se mantuvo
constante durante 5 dias debido probablemente al consumo de
nutrientes, gue disminuyeron lentamente hasta el décimo dia.
En la grafica Ne.2 se observa que aungue la cepa silvestre
de Bacillus thuringiensis var. 1sraelensis posee resistencia
natural al parathién las concentraciones seleccionadas de
antibidético y pesticida para la cepa autente resultaron
téxicas inhibiendo completamente el crecimiento de 1a cepa
silvestre. No obstante la cepa silvestre sobrevivié en agua
de rio durante 1@ dias, (grafica Ne.&) pero en los recuentos
se detectéd una disminucidédn poblacional mas drastica que en
las cepas mnativas del agua de nrio {grafica No.l1l).

La cepa wautante se mantuvo durante 1@ dias con recuentos
poblacionales ligeramente mayores a la cepa silvestre, esto
indica que de alguna manera las mutaciones favoreciseron la
capacidad de competencia contra la poblacién nativa del agua.
(graficas Nao.2 y 32).

For otra parte en la grafica No. 4 se observa que la
la cepa silvestre presenta mayores valores de actividad
rnetabdlica (produccién de CO2) que la cepa mputante, en ambaos
casos se detecta la utilizacién de dos fuentes de car bono, la
primera posiblemente wm&s simple que la segunda puesto gue
presentdé una mayor capacidad de asimilacién.

Aunque ambas cepas presentfaron un patrén de actividad w=muy
seme jante, los valores alcanzados por la cepa mutante fueron
menores en comparacién con los obtenidos por la cerpa
silvestre, esto probablemente se debid a los efectos rcausados
por la radiacién aplicada durante el wmarcaje.

Los analisis de Probit realizados con los resutados de los
bioensayos con Redes aegyptl mostraron gque la potencia del

biocinsecticida es aceptable, aunque 1la radiacién puda haber



disminuido ligeramente la capacidad de sobrevivencia no afectd
la sintesis ni la toxicidad de la &—-endotoxina.

Los bipensayos realizados con Anopheles albimanus mostraron
gue ni1 la cepa silvestre ni1 la wmutante tienen efecto téxico
contra dichasz larvas, en este caso tampoco se alterd la
toxicidad ce la cepa probada.

Al analizar lo. res. tados -e concluyd qgue la sobrevivencia
de Bti. es :ns! iciente para lograr un conirol biolédgico
constante p.esto gue no alcanza poblaciones mayores a las que
se introdujc inicialmente ya gue sobrevive pero no coloniza el
medio, aung:e para aftirmar esto es necesario realizar estudios
con larvas de mosguito en el ambiente y controlanda las
cancentraciones de matyia organica, asi como la temperatura vy
otros factores que pudieran afectar la colonizaciédn de Btfi.

No obstante el uso de bioinsecticidas es el mejor camina para
lograr un control efectivo en las plagas de insectos, (1,3,287).

En este trabajo se mostré como Bfti. tiene suficiente
capacidad para sobrevivir, aunque por periodos cortos en
ambientes acu&ticos naturales sieapre gue exista materia
orgénica disponible en el medio. Es necesario para poder
aprobechar @ejor los controles bioldgicos realizar més
estudios, ahora para verificar si durante su sobreviv e ncia
se produce la sintesis y liberacién del cristal.

Una pocsiblie alternativa son 1los estudios que se realizan
mediante la introduccidén de penes procedentes de Bti en la
cianobacteria wunicelular Agmenellum qgquadruplicatumy; &1 gen
fusionado se expresa en altos niveles y laos ensayos revelaron
que las larvas de mosquito facilmente ingieren la
tianobacteria transformada conservando su toxicidad. (5, 4@).

Por otra garte se han clonado genes procedentes de Bacillus
sphaericus . Bti. en plasmidos con amplio range de hospedetro y
se  introdu’eron para su expresidn en LCaulobacter crescentus
.05 recomb:nantes presentaron actividad téxica contra larvas

e mosquito. (40, 41).

(23
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