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RESUMEN 1

Dentro de los agentes de control biolégico utilizados en la erradicacion de insectos
vectores de enfermedades, como mosquitos y moscas negras, B. thuringiensis
var.israelensis ha demostrado ampliamente su efectividad, que aunado a sus ventajas de
seguridad, especificidad y bajas espectativas de desarrollo de resistencia en los insectos,
con respecto a los agentes quimicos, hacen atractiva la investigacién en el desarrollo de
nuevas cepas y/o mejoramiento genético de las mismas, optimizacion de la produccién y
formulaciones. Por o anteriormente expuesto, con el objeto de seleccionar una cepa
efectiva de B.ti, en base a su toxicidad obtenida en medios compuestos de sustratos
agroindustriales y subproductos locales, disponibles en el Noreste de México, tales como
harina de soya, harinolina, harina de pescado, gluten de maiz, pasta en polvo, pasta de
soya y melazas, se propagaron siete cepas de B.f.i. en seis medios disefiados con dichos
subproductos de la region, se evaluaron los culfivos totales obtenidos mediante
bioensayos contra larvas de Aedes aegypti de tercer estadio tardio, y mediante analisis
Probit se obtuvieron las concentraciones medias letales cuyas cifras minimas fueron de
47593 X 10”7 y 4.8743 X 107 diluciones de cultivo total, correspondientes a las cepas de
B.ti claves 001 y 225 respectivamente, ambas cultivadas en el medio MPG ( melaza y
pasta en polvo), el cual, posteriormente, con el proposito de optimizar rendimiento y
actividad del complejo insecticida, se preparé en seis combinaciones diferentes, variando
las concentraciones de los componentes ya mencionados, y en ellas se propago la cepa
de B.ti. clave 225, que alcanz6 niveles de crecimiento de entre 0.3 a 7.3 X 10° UFC/ml de
cultivo, y al término de 72 a 96 horas de fermentacion produjo el complejo insecticida, que
una vez extraido del medio de fermentacién, se probd contra larvas de Aedes aegypti de
4o. estadio temprano y los porcentajes de mortalidad obtenidos se registraron a las 24
horas de exposicion, y asi determinaron que el extracto insecticida mas potente fue el
cbtenido en |la combinacion 1 del medio MPG, compuesta por 1 % de melaza y 3 % pasta
en polvo, que produje 13.05 g de extracto/| en promedio, una Cls, de 0.0317 mg/l y una
potencia de 4,400.6 UTl/mg, mientras que el estandar IPS-82 mostré una CLg, de 0.0093
mg/l. Al formular el extracto mas potente, con un 10 % de ingrediente activo + 20 % de
ingrediente inerte ( talco 6 tierra de diatomeas) ademas de 1 % de Tritdn X-114, y probarlo
contra el mismo insecto ya mencionado y en las mismas condiciones que para los
extractos, se obtuvieron valores de ClLs de 1.3213 y 1.9073 mg/l, para el formulado con
talco y con tierra de diatomeas respectivamente, por lo que la potencia obtenida fue de
105.68 y 73.42 UTl/mg para cada uno de los formulados descritos en el mismo orden. Al
compararlos con los bicinsecticidas comerciales probados, resultaron inferiores en
potencia a Bactimos®, que mostré 1,809 UTl/mg, a Teknar®, que resulté con 1,508 y a

ABG®-6168, con 270 UTl/img; y fueron superiores a Vectobac®, que presentd solo 18
UTI/mag.



ABSTRACT 2

Within biological control agents utilized on eradication of disease vectors, which
mosquitoes and blackflies, B. thurigiensis var. israelensis has demonstrated efficacy along
worldwide, in addition to adventages of safety, specificity, and low espectation of
development of resistance on insects, compared to chemical agents, that make attractive
the research on development of new strains, and/or their genetic improvement, optimal
conditions for d*endotoxin production and formulations. Due to above mentioned, with objet
to select a active strain of B.ti, based on toxicity obtained on media composed for
substrates and byproducts cheap, locally available, in Northeast of Mexico, such as
soybean flour, cottonseed meal, fish meal, com gluten, soup paste powder, soybean paste,
and molasses, seven strains of B.ti. were propagated on six media designed with above
raw materials, subsequent, the whole cultures were evaluated by means bicassays against
late third instar larvae Aedes aegypti Linneo, the results were analyzed with Probit analysis
which showed lowest mean concentrations letals ( LCsp ) were 4.7593 X 107 and 4.8743 X
107 dilutions of whole culture corespondent to B.ti's strains keys 001 and 225
respectively, both cultived on media MPG ( molasses and soup paste powder ) which, for
purpose increasing yields and insecticide activity, was prepared in six different
combinations, with variable concentrations of constituents above mentioned, and there was
cultived the strain of B.£.i.225, who reached a viable cell count of 0.3-7.3 X 10* CFU/ ml of
cultive, and after fermentation of 72-96 h, yielded insecticides complexes, that were
extracted of media fermentation, and were tested against early fourth instar larvae Aedes
aegypti, the mortality percentajes were recorded at 24 h and proved the most toxic extract
spore-crystal was obtained on the medium MPG combination 1, composed by 1 %
molasses and 3 % soup paste powder, yielded a mean of 13.05 g extract/l, a LCs 0.0317
mg/l, and potency of 4,400.6 ITU/mg of extract, whereas standard IPS-82 showed a LCs
0.0093 mg/l. When the extract most toxic was formulated, with 10 % active ingredient,
besides 90 % inert ingredient ( talc or Diatomaceous Earth ) more Triton X-114, and
tested against same insect, under same conditions, were found LCs of 1.3213 and 1.9073
mg/l, for formulate with talc and with Diatomaceous Earth, respectively, therefore the
potency obtained was 105.68 and 73.43 [TU/mg for both formulates, that compared with
commercial bioinsecticides resulted lower than Bactimos®, who showed 1,809 ITU/mg,
Teknar®, with 1,508 and ABG®-6168 with 270
ITU/mg, only was higher than Vectobac®, who showed 18 ITU/mg.



INTRODUCCION

Los mosquitos son insectos que se encuentran distribuidos en todo el mundo, donde las
larvas y pupas siempre son acuaticas, (Faust y col. 1974), figurando entre los vectores de
enfermedades importantes miembros de las subfamilias Anopheliae y Culicidae, (Porter y
col. 1993). Los mosquitos Anopheles transmiten malaria, filariasis y unos cuantos
Arbovirus, (Service 1986) mientras que dentro de la subfamilia Culicidae destacan cuatro
géneros de importancia médica, Culex, Aedes, Mansonia y Armigeres, Culex
quinquefasciatus es un vector importante de filariasis, C. trifaeniorhynchus transmite la
encefalitis japonesa, en tanto que miembros del género Aedes transmiten virus de la fiebre

amarilla y dengue, también come filariasis en algunas partes del mundo (Service 1986).

El ataque contra el mosquito quiza sea la Unica esperanza de erradicacion de estas
enfermedades, (Miller 1992) que se ha llevado a cabo en los dltimos 45 afios mediante el
uso de plaguicidas quimicos tales como DDT, Malathion, Clordano, carbamatos y piretrinas
(Fontaine 1980). Sin embargo, su uso indiscriminado esta repercutiendo en el ambiente, la
economia y la sociedad; ademas, la aparicion de resistencia por parte de los insectos a
tales sustancias de origen sintético, se incrementa constantemente, de tal forma gue se
preveé que para el afio 2000, casi todas las especies de insecios tendrén resistencia a
alguna sustancia en particular, (Metcalf 1989). De ahi la necesidad de busqueda de
métodos altemos de control de plagas, comoe lo es el control biolégico, que incluye el uso

de depredadores, parasitos, y patégenos, (Rodriguez-Monroy y col. 1891).

Ciertas bacterias entomopatégenas, particularmente miembros del género Bacillus, tales
como Bacillus thuringiensis, (B.t) y Bacillus sphaericus, (B.s.), producen protoxinas o
cristales toxicos durante la esporulacion, (Angus 1954, Davidson y Myers 1981). Estas
proteinas tambien llamadas §-endotoxinas, son depositadas como inclusiones junto con la
espora y son altamente tdxicas a los insectos susceptibles, los cuales las ingieren,

posteriormente estas protoxinas se disuelven en el pH alcalinc del intestino medio del
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insecto, son proteliticamente activados y se unen a las membranas de las células epiteliales,
(Aronson 1986, Baumann y col., 1991, Hofte y Whiteley, 1889). Como consecuencia, las células
se destruyen, la larva cesa de alimentarse y muere. Asi, dependiendo de la cepa particular de
B. thuringiensis, las proteinas toxicas pueden ser especificas para miembros de Lepiddptera,
Coleoptera o Diptera, y también se han descubierto cepas activas contra ofros invertebrados,
tales como Protozoarios y Nematodos, (Feitelson y col. 1992).

Este potencial de B.f. actualmente se ha reconocido ampliamente alrededor del mundo, de
tal forma que las industrias en muchos paises producen una o mas formulaciones,
principalmente con la subespecie kurstaki (HD-1), usada en €l control de insectos lepidopteros,
y la subespecie israelensis (B.L.i.) contra mosquitos y moscas negras, (Dulmage 1989). La gran
potencia y especificidad de esta Ultima, su velocidad de accidn, su ausencia de efectos sobre
ofros organismos no blanco, ha fortalecido el control microbiano de insectos vectores de
enfermedades humanas, en los Ultimos afios, (De Barjac 1989).

A nivel local se ha estado implementando |a tecnologia de produccién de B.t., principalmente
para control de Lepiddpteros, por lo que con este trabajo, tratamos de contribuir a complementar
nuestro conocimiento en esta linea de investigacion, orientada hacia el control de mosquitos, en
particular Aedes aegypti Linneo.

Tomando en cuenta que en nuestro pais, existe muy poca informacion relacionada con la
bictecnologia de produccion de B.ti. y con la esperanza de desamollar medios de cultivo
economicos, convenientes para la produccién de la & endotoxina de esta bacteria, nos
propusimos los siguientes:



OBJETIVOS

Seleccion de cepas de Bacillus thuningiensis var. israelensis H-14, téxicas a mosquitos,
existentes en la Coleccion del Departamento de Microbiologia e Inmunologia, de la Fac. de
Ciencias Biologicas, de la UAN.L.

Disefio de medios de cuitivo con diferentes subproductos agroindustriales de 1a regién.

Evaluacion de los productos espora- cristal recuperados de los medios disefiados, contra larvas
de Aedes aegypti Linnaeus, a nivel de laboratorio.

HIPOTESIS

Nuestra hipdtesis de trabajo es la siguiente:

Suponemos que los productos que contienen la delta (8) endotoxina de Bacillus thuringiensis
var. israelensis H-14 obtenidos en medios de cultive basados en subproductos agroindustriales,
mantendran una eficacia y eficiencia igual © mejor a nivel de laboratorio, que los de algunos

productos comerciales.



ANTECEDENTES

l. Bacillus thuringiensis

1.- Contraol Biolégico.

Este existe desde hace varios siglos en el Lejano Oriente y desde hace mas de 100 afos
en Europa y Estados Unidos ( Frost y Sullivan, 1990 ) y puede definirse como la accion de
parasitos, predadores o patégenos, para mantener la densidad de poblacién de otro
organismo a un promedio mas bajo que el que existiria en su ausencia, segun el concepto
de Paul DeBach, 1964, posteriormente, en 1987, Gabriel y Cook redefinen este concepto,
como el uso de un organismo natural o modificado genéticamente, genes o sus productos,

para reducir los efectos de organismos plaga.

Los insectos son susceptibles al ataque de una gran variedad de microorganismos,
incluyendo  virus, (Stairs,1971), bacterias{Aizawai y col.,1975 y Reardon,1990),
hongos, (Soper y LacLeod, 1981 y Steinkraus,1990 ) y protozoarios (Henry, 1971 y
Sprenkel y coal,, 1979 ).

Actualmente se conocen cerca de 100 especies de bacterias entomopatogenas, entre
las que sobresale Baciflus thuningiensis, quien ha sido estudiada con mas detalle y
empleada contra plagas de importancia agricola, forestal, omamental y salud pulblica
(Galan Wong, 1993) y algunas de las variedades de esta bacteria han [legado hasta su

desamrollo comercial.

La actividad bioldgica de Bacillus thuringiensis abarca distintos érdenes de insectos,
entre los que se encuentran Lepidopteros, Dipteros y Coleopteros, y mas recientemente se
ha encontrado actividad contra otros invertebrados tales como Nematédos (Bonne y col.,
1985) y Protozoarios patogenos (Thompson,1992 ). Hasta la fecha, el proceso continda,

ya gue entre los insectos, Feitelson y col.,(1992), han encontrado actividades contra
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algunas especies de Dipteros, incluyendo moscas del tipo Agromyzidae y mosca
domeéstica adulta ( Musca domestica ).

De las distintas serovariedades existentes de B. thuringiensis (B.t,) destaca |a variedad
israclensis, (B.ti) que segun numerosos estudios y reportes, resulta muy activa contra
larvas de mosquitos ( 72 especies ) y moscas negras (22 especies), Margalit y Dean,
(1985), citados por Rowe y Margaritis, (1987).

El uso de este organismo para control de vectores de enfermedad se ha expandido
rapidamente bajo los auspicios de la Organizacion Mundial de la Salud. Algunas
companias han desarrollado productos comerciales de B.fLi, aunque su mercado es
considerado de tamario restringido comparado a los insecticidas agricolas. Mientras que
los productos en venta iniciales con esta bacteria fueron mayormente formulaciones de
polvo humectable, mas recientemente se han desarrollado concentrados liquidos y formas

granulares, Lacey y Heitzman, (1985) y Lacey y Inman, (1985).

2. Desarrollo.

Aunque B.t. fue aislada desde principios de este siglo, por Ishiwata, quien descubrio su
accion patogénica en larvas del gusano de seda, { Norris, 1978 ), hasta 1970 solamente se
conocia actividad contra insectos lepidopteros, sin embargo, fue hasta el afio 1977,
cuando se descubrid, en Israel, una nueva serovariedad de esta bacteria que tenia efecto

larvicida sobre especies de mosquitos y moscas negras ( Goldberg y Margalit, 1977 ).

En 1968, De Barjac y Bonnefoi habian propuesto un sistema de clasfficacion de'las
cepas de B. thuringiensis en base a sus antigenos flagelares H, ya que estos son estables
y especificos, asi que al caracterizar a la nueva cepa téxica para dipteros le dieron el

nombre de B. thuringiensis var. israelensis H-14 ,(De Barjac 1978a). Posteriormente, De
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Barjac (1978b), presentd evidencia histopatologica de que el epitelio del intestino era el

blanco primario de accion de la toxina para estos insectos.

Mas tarde, en 1983, Thomas y Ellar, determinaron los efectos del cristal nativo y en su
forma solubilizada con-alcali sobre diversas lineas celulares de invertebrados y mamfferos,
in vitro e in vivo y encontraron evidencia de que la toxina solubilizada con alcali causé
cambios citoldgicos y citopatologicas, en Aedes albopictus, Choristoneura fumiferana 63
CF1, Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni, no asi los cristales nativos; ademas la toxina
solubilizada mostré una respuesta similar a la presentada en insectos, en varios tipos
celulares de mamiferos, como fibroblastos de ratén, linfocitos primarios de cerdo y tres
tipos celulares de carcinoma epitelial de ratén, causando también hemdlisis en eritrocitos

de ratan, cordero, caballo y humanos.

A partir de 1978, se hicieron diferentes pruebas de laboratorioc y de campo, para
determinar su efectividad hacia diversas especies de dipteros, en muchas partes del

mundo, como las siguientes :

En 1978, Guillet y Escaffre, citados por Lépine, (1979), realizaron estudios con un
producto llamado R-153-78, distribuido por el Instituto Pasteur; este complejo de esporas y
cristales fue probado contra larvas de simulidos vectores de la Oncocercosis, obteniendo
un 100 % de mortalidad a las 24 horas con concentraciones de 0.2 X 10-° / 10 min,
también se comparé con compuestos organicos sintéticos como Temephos y Chlorphoxim,

logrando resultados favorables.

En el reporte de Tyrell y col., ( 1979), determinaron la toxicidad de los cristales de
B.ti, sobre tres especies de mosquitos, Aedes aegypti ( Linneo ), Culex pipiens. var.
quinquefasciatus ( Say ) y Anopheles albimanus ( Wiedemann )y encontraron
concentraciones letales medias de 1.9 X 10 37 X 10 y 8 X 10° m g / ml,
respectivamente,a las 48 horas de exposicién, demostrando con esto que el grado de

susceptibilidad es de mayor a menor en las especies enumeradas aqui.
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En el trabajo realizado por Ignoffo y col. (1981), compararon la actividad de las toxinas
de B.ti y B. t. var. kurstaki (B.t. k), sobre las especies de mosquitos Aedes aegypti ( Linneo
) y Culex quinquefasciatus ( Say ), después de una exposicién de 24 horas a la toxina,
encontraron Clsy sobre Aedes de 0.054 y 210 mg / ml,para B.ti. y B.t k. respectivamente,
mientras que en los bioensayos contra Culex, las Cls, fueron de 0.11 y 2.2 mg/ml para
B.ti. y B.Lk. respectivamente, y asi quedd demostrada la mayor eficiencia de B.ti. sobre

larvas de mosquito.

Diversos estudios conducidos a nivel de laberatorio con tres diferentes formulados de
B.ti, IPS-78, SAN 402- 1 y Bactimos®, sobre cuatro especies de mosqguitos de Malasia,
mostraron que las sensibilidades de las especies probadas fueron diferentes, Aedes
aegypti el mas sensible, seguido de Culex quinquefasciatus, Anopheles balabacencis y por
ultimo Mansonia indiana y la eficacia de los formulados varid en relacién a los habitos

alimenticios, habitat y tipo de formulacién,( Fooy Yap, 1982).

Mullay col (1982), probaron cuatro formulaciones comerciales, a nivel de campo, contra
larvas de mosquito Aedes nigromaculis y Psorophora columbiae, con métodos de
aplicacién aérea, con los cuales obtuvieron reducciones de las poblaciones de 2do. y 3er

estadio desde un 83- 100 %,; presento una mayor efectividad la formulacion de Bactimos®.

También en 1982, Lacey y col, utilizaron una formulacién producida por Sandoz®, y
lograron una mortalidad completa de las larvas de Simulium damnosum, en las riveras del

Rio Marahoué en la Costa de Ivory, después del tratamiento con 1.5 p.p.m. / 10 min.

Asimismo Guillet y col., (1982), probaron una formulacion también de Sandoz®, contra
el vector de la Oncocercosis en Africa, Simulfium damnosum, y lograron el 100 % de

control aplicando dosis de 1.6 mg/l/10 min, en aplicacién aérea,
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Garcia y col., (1983), emplearon dos formulaciones comerciales en el campo, contra
diversas especies de Aedes spp ¥ Culex spp y lograron reducciones de las poblaciones
desde un 33- 92 % con diversas tasas de dosis de 0.25, 0.50y 0.75 Kg / Ha.

Majori y Ali, (1984), a nivel de laboratorio y campo, emplearon formulaciones
comerciales de B.ti, lograron el control de poblaciones de mosquitos de tres especies,
Culex pipiens, Aedes caspius y Aedes detritus, con rango de dosis, desde 0.15 Kg/Ha, con
Bactimos®, hasta 1 Kg/Ha con Vectobac®; asi como también con Teknar® con dosis de
2.5 l/Ha, la susceptibilidad mayor fue para Aedes delrifus, después Aedes caspius y por

dltimo, Culex pipiens.

Riley y Fusco (1990), realizaron pruebas de campo, en New Brunswick, al Este de
Canada, can dos formulaciones de B.t.i., contra larvas de moscas negras, en seis campos
de prueba; en estos, las aplicaciones equivalentes a 25 p.p.m de Vectobac®-12 AS 6 12.5
p.p.m de Vectobac® 24 AS, sobre un periodo de 1 min, resultaron en el 100 % de control
de las larvas.

Knepper y cal., en 1991, en su trabajo realizado sobre mosquitos de diversas especies
de Aedes, en el area de Saginaw, Michigan, que emergen en primavera y verano, usaron
Vectabac® 12 AS mezclado con agua a una fasa de 1:3 y aplicado con helicoptero en
cantidades de 1.17 I/Ha, fue efectivo en un 938 % a tamano de gota pequeno ( 178 mm ),
sin embargo, resultd inefectivo, ( 65 % ) a un tamafio de gota grande ( 553 mm ) contra

larvas de Aedes en lagunas que se forman con la nieve derretida.

Zaim y col. (1992), aplicaron un concentrado fluido de B.ti., el Bactimos® FC y también
un concentrado emulsificable de Abate®, en estanques simulados y sitios de alimentacion
naturales de masquitos, en el Sureste de Iran. El Bactimes® FC, aplicado a una tasa de
0.2 ml / M?, causd 93-96 % de mortalidad en anofelinos y 97 % en Culi(ﬁnos, mientras que
el Abate® en concentracién de 0.015 ml / M?, causé la muerte del 98.1 % de anofelinos y

100 % de Culicinos a las 24 horas de aplicacion.
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En México, hay pocos reportes relacionados al control microbiano de mosquitos, entre
ellos se encuentra el realizado por Pérez- Orona y col, (1985), en el cual usaron tres cepas
de B.t. aisladas de suelo, GM-1, GM-7 y GM-13, Los extractos obtenidos fueron probados
contra larvas de Aedes aegypti de tercer estadio y Culex pipiens var. quinquefasciatus; las
concentraciones letales medias obtenidas a las 72 horas fueron de 1410 mg/l y de 316
mg/l para Aedes y Culex respectivamente, con la cepa GM-1, mientras que GM-7 mostrd
solo actividad contra Cufex, con una CLs, de 125.89 mg/l, en tanto que GM-13 no tuvo

efecto en ninguna de las especies probadas.

En el reporte presentado por Arredondo-Jiménez y col (1990) evaluaron la eficacia de
dos formulaciones comerciales de B. sphaericus, cepa 2362 contra Anopheles albimanus y
Culicinos, principalmente Culex coronafor y Cx. quiquefasciatus, que son larvas de
mosquito comunes del Sureste de México. Aplicaron seis dosis de cada formulacidn
granular y liquida. Las concentraciones optimas de cada formulacion para el control
efectivo de las poblaciones larvales sobre periodos de 34 meses fueron de 0.125 mi/M?

del producto liquido para Culex spp y 2 g/M® del producto granular para A. albimanus.

Radriguez y col (1991), en su trabajo realizado sobre larvas de Aedes aegypti y Culex
sp, probaron un formulado obtenido a partir de la cepa de B.ti recuperada del estandar
intemacional IPS-82 y producida a nivel local en un medio con melaza y Liquido de remojo
de maiz. La potencia del ingrediente activo determinada en larvas de A. aegypti fue de
3,571.42 UTIl/mg, resulté cinco veces menos potente que el estandar, en tanto que la
potencia del formulado preparado, contra Aedes aegypti fue de 109.1 UTl/mg a nivel de
laboratorio, y contra Cufex spp a nivel de campo fue de 77.92 UTl/mg.

Lozano- Gonzalez y Lopez- Barbosa, (1992) evaluaron el formulado de Bacillus
Sphaericus 2362 ( BSP-2 ) a nivel de laboratorio contra Culex quinquefasciatus, para
determinar persistencia y viabilidad, encontraron una Cls equivalente a 818 ng/m,

mientras que en la prueba de persistencia y viabilidad de esporas del formulade ABG-
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6185, detectaron una mortalidad del 100 % en Culex quinquefasciatus hasta los 25 dias,

que disminuia a 19 dias en una segunda prueba.

Rodriguez y col, (1992) reportaron los resultados de evaluaciones de laboratorio y de
campo empleando formplados comerciales y preparados locales de B.ti. y B. sphaericus
contra especies de Culicidos de Nuevo Leén. Las formulaciones comerciales de B.t.i. (
Bactimos® y ABG®-6168 ) y una formulacion disefada localmente( B.t.i. FDL 91 ) fueron
mas activas contra larvas de Aedes aegypti criadas en el laboratorio que Culex
quinquefasciatus en iguales condiciones. Las larvas de Culex quinquefasciatus colectadas
del campo fueron mas susceptibles a la formulacion local de B.£i. (FDL-91) que aquellas
criadas en laboratorio. La formulacidén comercial de B. sphaencus did resultados
satisfactorios con Cx quinquefasciatus de |laboratorio, mientras que la formulacion local fue

ligeramente mas efectiva en |las muestras colectadas en el campo.

De todo lo anterior, hemos de sefialar que en distintas partes del mundo ya estan
debidamente demaostrados los beneficios del control microbiano de mosquitos, y su uso
esta auementando, como consecuencia de la mayor conciencia ambiental, en nuestro pais
apenas empieza a vislumbrarce su uso, por o que hace falta mas investigacion, pruebas
tanto de laboratorio come de campo, formulaciones mejoradas,disminucion de costos,
junto con mayor difusién de los beneficios del control microbiano. Creemos que esto debe
de ir cambiando poco a poco y .que debido a los problemas de contaminacion y resistencia
que iran apareciendo, se volteea la vista hacia otras altemativas de control y que esto nos

lleve a una mayor investigacion y afluencia de recursos para ello.
3. Caracteristicas de B. thuringiensis var. israelensis.
a) Morfologia Celular y Clasificacion.

B. thuringiensis en general es un miembro del grupo | del género Bacillus, el cual

incluye B. subfilis, B. licheniformis. B. megaterium, B. cereus y B. anthracis, muy
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estrechamente relacionado a B. cereus, distinguible de este por la presencia de un cuerpo
parasporal y por antigenos flagelares especificos. Las células vegetativas son bacilos gram ( +
). de 2-5 X 1 ym, con flagelos peritricos. Se dividen por fision binaria y frecuentemente ocurren
en cadenas, las esporas son ovales y preducidas en posicion subterminal, sin hinchamiento,
tanto la espora como el cristal de proteina son formados al mismo tiempo en la mayoria de las
variedades, usualmente fuera de la membrana de la espora, (Rowe y Margaritis, 1987 ).

El esquema de clasificacién de las distintas variedades o serotipos, esta basado en el tipo de
antigeno de las proteinas flagelares, desarrollado inicialmente por De Barjac y Bonnefoi en 1962,
y es suplementado por las pruebas bioguimicas iniciales para diferenciar ciertas variedades ( De
Barjac y Frachon, 1990).

Hasta 1992 se han conocido 34 serotipos diferentes, segln la clasificacion del Instituto
Pasteur de Paris (De Barjac y Frachon, 1990).

Asimismo, Héfte y Whiteley, (1989), hicieron un esquema de clasificacién en base a las
proteinas del cristal. Dicho esquema, adaptado por Galan- Wong,(1993) es el siguiente de la
Tabla 1.

Recientemente, Shevelev y col, (1993) detectaron una nueva secuencia estrechamente
relacionada al gene CrylG de B. thuringiensis spp. galleriae, que denominaron Cry X ,
determinaron su caracter criptico y su tamafio aproximado de 4.5 kb.

4.- Toxinas producidas por B. thuringiensis.

Hay siete diferentes toxinas descritas para las cepas de B.i. :
1) Fosfolipasa C ( a exotoxina ), 2) Una exotoxina termostable( 3 exotoxina), 3) Una enzima no
identificada que puede no ser toxica, ( Texotoxina), 4) Proteina del cristal
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Tabla 1.- Clasificacion de las proteinas del cristal producido por B. thuringiensis de acuerdo
a su organizacion proteica y rango de huésped*.

Tipo de Proteina Peso Molecular{KDa) Huésped*
Cry 1A (a) 133.2 L
CrylA (b) 131.0 L
Cry IA(c) 133.3 L
Cry IB 138.0 L
CryIC 134.8 L
Cry ID 1325 L
Cry IF 133.2 L
Cry IG 133.6 L
Cry lIA 70.9 L
Cry IIB 70.8 L-D
Cry 1A 73.1 C
Cry llIB 74.237 C
Cry l1B2*** 74.393 C
Cry IIIC 129.4 C
Cry lIID i C
Cry IVA 134.4 D
Cry IVB 127.8 D
Cry VC 77.8 D
Cry VD 724 D
CyV? 81.2 L-C
Cry VA (@)™ N
Cry VA (b)** N
Cry VIA* N
Cry VIB** N
CytA 274 Citotdxica

*L= Lepidopteros, C= Coleopteros, D= Dipteros, N= Nematodos; ** El peso molecular no se ha
reportado; **Donovan y col(1992) 7 Aparecié después de Feitelson y col (1992).
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parasporal ( & endotoxina) 5) toxina labil, 6) Toxina soluble en agua, 7) Exotoxina factor raton
( Faust y Bulla, 1982, citados por Rowe y Margaritis, 1987 ).

5.- La Delta endotoxina.

La &-endotoxina de B.Li., o cristal de proteina, es el componente mayor del cristal parasporal
formado durante la esporulacion. Los cristales de B.t.i. son esferoovoides o cuadrados, en un
rango de 700 a 1200 nm en diametro , aunque también han sido descritos como heterogéneos
en su forma y en su composicion (Charles y De Barjac, 1982, citados por Rowe y Margaritis,
1987).

En general, se forma un cristal por célula, en las diferentes variedades de B.t., aunque la var.
israelensis produce en promedio tres inclusiones semicristalinas por célula ( Insell 1983, Lee y
col, 1985 y Armstrong 1985).

El cristal parasporal de B.ti estd compuesto de subunidades de glicoproteina ( 5% de
carbohidratos ), con distintos pesos moleculares, que han sido deducidos de la secuencia de
nucledtidos de! gen; asi, se determinaron cuatro componentes principales, con masas
moleculares de 134, 128, 72 y 27 Kda. Las mitades carboxi-terminal de los polipéptides de 134
y 128 Kda son homélogos y pertenecen a la familia de proteinas de 130 Kda encontrados en las
cepas activas para lepidopteros y no son antigénicamente relacionados a ninguno de los
polipéptidos de 72 y de 27 Kda (Pfannenstiel y col 1986, citados por Lereclus y col (1989).

Los genes y su respectiva clonacién que codifican cada uno de estos polipéptidos permitid
descubrir que los de 134, 128 y 72 Kda son mosquitocidas, mientras que la proteina de 27 Kda
es responsable de actividad citolitica no especifica.Las proteinas de 134 y 128 Kda poseen
diferentes especificidades contra larvas de mosquito, (Bourgouin y col, 1988, Delécluse y cal,
1988, citados por Lereclus y cal, 1989). El polipéptido de 72 KDa, activo también contra larvas
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de mosquitos, fue identificado como el producto ORF1 por Thome y col ( 1886), y hay evidencia
de que este polipéptido, actua en forma sinérgica con la proteina de 128 Kda, contra larvas de
ciertas especies de mosquito, (Delécluse y col 1988).

6.- Mecanismo de accién de la toxina de B.t.i.

Segun estudios realizados por De Barjac, (1978 b) y posteriormente Charles y De Barjac,
(1981), la tipica patologia y los sintomas en el insecto inducidos por la 8- endotoxina del cristal
de B.Li., eran muy similares a los efectos en larvas de lepidopteros, causados por cepas activas
contra ellos, tales como paralisis del intestino, cesacion de la alimentacion y subsecuente muerte
del insecto. De Barjac también presento evidencia histopatolégica de que el epitelio del intestino
era el blanco primario, ya que mostré el tipico hinchamiento, seguido por lisis general de! tejido.

Una vez que es ingerido el cristal por las larvas de insectos susceptibles, sobreviene la
activacion de la toxina por las proteasas del intestino larval, dando polipéptidos activas de 60 a
70 Kda, estos polipéptidos han sido identificados como las mitades N terminal de las moléculas
de protoxina, (Chestukhina y col., 1982, Nagamatsu y col., 1984 y Schnepf y Whiteley, 1985).
Las proteinas de 72 Kda de B.t.J. dan igualmente polipéptidos activos de 30- 35 Kda, Pfannestiel
y col., (1986) mientras que la proteina de 27 kda no requiere activacién para manifestar actividad
in vitro (Chilcott y Ellar, 1988). Esta activacion proteolitica es el primer paso del proceso de
intoxicacién que sigue a la ingestion de los cristales nativos, subsecuentemente ocurre una serie
de eventos, tales como paralisis del intestino y de las partes de la boca y cambios en [a
permeabilidad del intestino ( Fast, 1981, Lecadet, 1970, Luthy y Ebersold, 1981).

A pesar de las diferencias en las manifestaciones de toxemia entre los diferentes grupos de
insectos, los estudios histoldgicos in vivo revelaron que las células epiteliales del intestino medio
larval, particularmente las de la membrana ciliar, son el blanco primario de las toxinas (Charles
y De Barjac, 1981, 1982, Lithy y Ebersold, 1981, Percy y Fast, 1983).
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El dafio importante consiste de hinchamiento celular y destrucciéon microvillar, progresiva

desintegracion de los organelos celulares y una vacualizacion intracelular general.

La mayoria de los estudios estan de acuerdo en el heche de que despues de que la
protoxina ha sido activada, la toxina liberada se une a receptores especificos localizados
sobre la superficie de la célula, como podria ser una proteina de membrana, (Knowles y
Ellar, 1986). Sin embargo, estos Ultimos estudios han sido realizados solo para las toxinas
activas para lepidopteros y coledpteros pertenecientes a las clases Cry Iy Cry lll, y en
menor extension, para la clase Cry /l especifica para lepiddpteros y dipteros; pero también
es cierto, que las clases Cry IV Ay Cry IV B, activos contra dipteros muestran homologia
significativa en la secuencia de aminoacidos y estructura secundaria, con los productos del
gene Cry | y Cry Il y probablemente sus mecanismos de accidn sean similares, (Porter y
col 1993).

7.- Resistencia

Es un hecho que en los principios biolégicos fundamentales ia existencia de una
capacidad de los insectos para desarrollar resistencia a los agentes de control microbiano
es innegable, la resistencia sustancial al complejo espora- cristal de B. thuringiensis, no se
espera que se desarrolle bajo condiciones de campo, ( Boman, 1981). Algunos factores
independientes contribuyen a esta conclusion. Debido a que los agentes insecticidas
persistenies favorecen el desarrollo de resistencia a través del mantenimienio de una
presién selectiva para cepas resistentes, B. thuringiensis no deberia facilmente promover
resistencia debido a su baja persistencia en el medio ambiente. También debido a que
esta bacteria produce algunas toxinas, dos hemolisinas, una metaloproteasa, y dos
diferentes inhibidores del sistema inmune de los insectos (Dalhamner y Steiner, 1984)
ademas de tener una resistencia pasiva alta al sistema inmune del hospedero, el
desarrollo en un insecto individual de mutantes resistentes simulténeos a todos estos

agentes letales potenciales es extremadamente improbable.
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Hasta |a fecha hay dos especies de mosquitos reportadas que desarrollaron resistencia
aBLti:

1) Culex quinquefasciatus incremento 11 veces su resistencia después de 32 generaciones

a una presion selectiva CL o5 (Georghiou y col. 1983).

2) Aedes aegypti, aumentd su resistencia en menos de dos veces después de 14
generaciones a una presion selectiva de Clsy (Goldman y col. 1986). El mismo estudio no
encontré desamrollo de resistencia en dos cepas relacionadas. Estos autores concluyeron
que la resistencia a insecticidas microbianos probablemente involucra cambios genéticos

en dos o mas loci.

Becker, (1290), describe que entre 1981- 1989, mas de 40,000 Ha de criaderos de
mosquitos en Alemania Federal fueron tratados con 17,000 | y 17 toneladas de formulados

de B.ti, y resultaron con mas del 90% de control, sin reportes de resistencia.

8.- Persistencia.

La persistencia limitada es una desventaja y esta calculada para B.t. de 1 a 2 dias en el
campo y de 2 semanas si se aplica forestalmente, debido a que se destruye la toxina por la

luz ultravioleta, (Pusztai y col. 1991).

El incrementar el uso combinado de B.f. con nuevas formulaciones e ingenieria genética
para mejorar persistencia podria inducir resistencia, de tal forma que el incrementar |a
potencia es considerado mas importante que aumentar la persistencia como estrategia de
mejora.Una vez liberada la espora y el cristal en el medio acuético, donde generalmente se
aplica el insecticida, los cuerpos lentamente se hundiran al fondo, y la tasa a la cual esto
ocurre y el grado que permanezcan en el fondo son factores en determinar la persistencia
del efecto larvicida. Los datos indican que la tasa de hundimiento depende en parte de la

naturaleza de los materiales particulados en el agua (Yousten y col. 1992). Estos mismos



19

autores, en su trabajo, senalan que B.ti tuvo una tendencia mas alta a adherirse a
particulas como arcilla y carbén activado y sedimentar junto con ellas, que las parasporas
de B. sphaericus, y pretenden que esto pueda explicar, en parte, la mayor persistencia de
este ultimo en pruebas de campo.

En el estudio realizado por Leal- Castillo, (1993), con el propésito de determinar la
sobrevivencia y actividad téxica de B.ti , en condiciones de laboratorio usando agua de
rio, los resultados indicaron que B.Li tiene capacidad para scbrevivir hasta por 10 dias,
conservando parte de su toxicidad.

9.- Ventajas y desventajas del uso de B. thuringiensis.

Entre las ventajas mas importantes se mencionan las siguientes:

i)  Alta especificidad, por ej. ausencia de efectos toxicos en organismos no blanco y
mamiferos.

iiy  Bajas expectativas a desarrollar resistencia en los insectos observados.

i) Adaptables a multiples tipos de formulaciones, con potencial de incorporarle
estimulantes para el apetito,cebos para hacerlos mas atractivos en las
formulaciones contra insectos.

iv) Probabilidad de producir mas potentes formulaciones y reducir los costos de

produccion a través de tecnologia de fermentacion mejorada.

Y como desventajas se cuentan :
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i)  Espectro de huésped estrecho.

i) Falta de proteccidn de fas patentes en las cepas nuevas.

iii) Requerimiento de un tiempo cabal de aplicacion debido a los efectos mas lentos

gue los insecticidas quimicos.

iv) La actividad téxica depende de la ingestion, y esta esta sujeta a las condiciones

ambientales.

v) Costos relativamente mas altos comparados con los insecticidas quimicos, lo cual

lleva a que su distribucion y uso esté limitado.
vi) Baja persistencia en el medio ambiente
( Tomado de Rowe y Margaritis, 1987 y Galan-Wong, 1993).
10.- Productos comerciales a base de B.ti y companias productoras.
Actualmente se encuentran en el mercado mundial diversos productos comerciales, en
sus diferentes presentaciones como polvos humectables, concentrados liquidos, formas

granulares, briquetas y formas encapsuladas, (Berry y col. 1991, Mulla, 1920, Yap, 1990,
citados por Porter y col. 1993). Algunos de ellos se muestran en la siguiente tabla No. 2.



Tabla 2.- Productos comerciales a base de B.Li. disponibles en el mercado.

PRODUCTO COMPANIA PRODUCTORA
BACTIMOS DUPHAR

ABG ABBOTT
VECTOBAC ABBOTT

TEKNAR SANDQOZ

BACTI SAND SUMMIT CHEM
MOSQUITO DUNKS SUMMIT CHEM
BACTIMOS BRIQUETAS SUMMIT CHEM
BACTIMOS PELLETS SUMMIT CHEM
SKEETAL NOVO

BACTIS C. DIRICERCA CHIM
MOSQUITOCID RADONJA

(Tomado de Galan- Wong, 1993 con algunas modificaciones ).

Il. BIOTECNOLOGIA DE B. thuringiensis var. israelensis.
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En los Ultimos afios ha sido extenso el trabajo relativo a la  optimizacién de la

produccién del bioinsecticida, también como reduccion de los costos y nuevas

formulaciones mejoradas, asi como considerable investigacion en ingenieria genética.

1.- Medios de produccion.

La produccién de bicinsecticidas requiere del disefio de un medio de cultivo adecuado

para el crecimiento, esporulacidn y formacion de la d-endotoxina. Obviamente se tendra
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que satisfacer el suministro de una fuente de Carbono adecuada, una fuente de Nitrégeno

y requerimientos minerales.

Cuando se descubrio la primera cepa de B.t.i, ya existian multitud de reportes de medios
de fermentacién para las variedades conocidas de B.t., sefialaremos primero los trabajos
que se han hecho especificamente con la variedad israelensis H-14. Asi tenemos que en el
reporte de la OMS, (1979), se refiere a la preparacion del estandar de referencia IPS- 78,
en un medio compuesto por los siguientes ingredientes, ( en g/l) : Harina de trigo 15,
glucosa 10, peptona 5, extracto de levadura 5, KH,PO47H;0 0.1, MgS0,4.7H,0 0.5, NaCl
3, FeS0, 0.1.

Por otra parte Smith, (1982), cultivé tres cepas de B.Li. en seis medios de fermentacion,
en casi todos usé glucosa como fuente de carbono y como fuente de nitrégeno, diversos
productos como harina de soya, harina de maiz, extracto de levadura, caldo nutritivo,
casaminoacidos y proflo, adicionados todos con sales minerales como KH,PO,4, MgSQ4. 7
H.Q, MnSQO,, CaCl,, K;HPO,, CaCO;, FeSO,4 y ZnS0,, citrato de sodio, fosfato de sodio y
amonio, . Las cuentas de esporas/ ml obtenidas variaron en el rango de 1 x 10 a 8.9 x 10,
y los medios que mostraron las cifras mayores, asi como también mayor toxicidad, fueron
los que contenian casaminoacidos, después los constituidos por proflo y extracto de
levadura ; sin encontrar diferencia en toxicidad en los medios con reguladores que sin
reguladores de fosfatos; sin embargo, concluyd que es necesario hacer bioensayos para

evaluar un producto y evitar hacer solamente cuentas de esporas.

La OMS, como parte de uno de sus programas en paises tropicales, auspicid el
delineamiento de las bases para la produccion local de B.ti. en paises en desarrollo;, de
acuerdo con esto, Vandekar y Dulmage, (1983), junto con otros investigadores prepararon
un documento, donde sefialaron los procedimientos para el cultivo, produccion,
recuperacion, control de calidad y bioensayos de biocinsecticidas a base de B.ti Entre los
ejemplos de materiales potenciales baratos disponibles en diversos paises, para la

produccion de B.t.i. contamos el agua de coco, suero de leche melazas, liquido de remajo
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de maiz, entre los liquidos, y también semillas de leguminosas secas y molidas, como
chicharo, cacahuate, haba, soya, frijol, garbanzo, otros materiales, como maiz, papa y
levadura seca, levadura humeda, y materiales de origen animal como harina de pescado y
harina de sangre. Recomiendan también usar las fuentes de carbono y nitrégeno
balancedas, de tal forma que el pH de la fermentacion se mantenga en niveles no muy
extremos. También resaltan las propiedades nutritivas del liquido de remojo de maiz, como
un importante aditive a estos medios. En cuanto a los minerales mencionan cinco iones
particularmente importantes en el crecimiento y esporulacion de Bacillus: Mg++, Mn++, -
Fe++, Zn++, Ca++, de tal forma que aungue esté_n normalmente presentes en las fuentes
de carbono y nitrégeno usadas, es conveniente agregar a los medios en las cantidades
siguientes, en g/l : MgS0,4.7H,0 0.3, MnSO4H,0, FeS0,7H.0 y ZnS0.7 H,O 0.02 vy
CaCO51.0.

Posteriormente, Pearson y Ward, (1988), en sus estudios de fermentacion con B.L.i.
evaluaron distintos medios tanto para [a obtencién del indculo, como para la produccién,
Usaron un sistema de dos pasos para la preparacion del inéculo, en el primero de los
cuales un medio compuesto por agua triptonada y sales y para el segundo el medio
empleado contenia , en g/l : extracto de levadura 2.5, liquido de remojo de maiz 5, y
melazas, 5; exhibiendo este Ultimo densidades celulares superiores a 31 X 10’/ml. Para la
produccion usaron cinco medios ya previamente descritos por Drake y Smith, (1963),
Megna, (1963), Dulmage, (1971) y CRC (1978), con estos medios obtuvieron cuentas
viables dentro del rango de 0.3 - 2.5 X 10° / ml, con 90 % de lisis celular. Cabe hacer notar
que todos estos medios contenian un exceso significativo de carbohidrato: proteina. Para
el proceso de seleccion hicieron variaciones de los medios de produccidon anteriores y
determinaron que e! medio P3 (a) de Dulmage, (1971), en g/, compuesto de harina de
soya 15, melazas 10, almidén 10 y CaCQO; 1.0, les di¢ el mejor rendimiento y actividad,
con una poblacién de 3 X 10° células viables / ml y méas del 90 % de lisis celular en una
fermentacién de 48 horas,alcanzando una actividad insecticida de 11.5 - 13.0 X 10° UTI /
ml, a nivel de matraz, posteriormente, al escalar el proceso a nivel de planta piloto

obtuvieron 6.5 X 10° células viables / ml con mas del 95% de esporulacién. Concluyeron
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sefialando que los medios ricos en contenido de proteina inhibieron la esporulacion y los medios
convenientes para esporulacion y formacion de bicinsecticida contenian tasas altas de
carbohidrato a proteina, y en general existié buena correlacion entre las cuentas de esporas y
la actividad insecticida.

Sikdar y col. (1991), en su trabajo realizado para determinar los requerimientos minerales de
B ti. en la produccion de la & endotoxina , probaron un rango de concentraciones desde 0- 1.5
g/l; las éptimas encontradas fueron de 1 para K,HPO, , 0.3 para MgS0O,.7 H,O, y 1.0 para
CaCO,, estas dos dltimas sustancias, en concordancia con Vandekar y Dulmage, (1983).
También encontraron que el CaCl, dié el mismo rendimiento de toxina que el CaCQ; , solo que
hay ventaja al utilizar este Ultimo, por que puede usarse como fuente de calcio y como agente
neutralizante, sin encontrar relacidén directa entre el crecimiento celular y la produccion de &-
endotoxina.

Abdel-Hameed y col., (1991), en su estudio scbre la caracterizacion de las condiciones de
fermentacién para la produccion de & endotoxina de B.ti., con cepas aisladas en Egipto, usaron
seis medios de femmentacion combinando tres ingredientes principales: melaza, harina de soya
y Proflo, en un rango de concentraciones de 2-5% las dos Ultimas y la primera de 0 - 2%.
Aungue las seis combinaciones de medios dieron buen crecimiento y esporulacion, la
combinacion 1, compuesta por 1% de melaza y 3% de harina de soya, dié el mejor rendimiento
de toxina; concluyeron que la produccién de toxina fue mas afectada por la concentracién de
melazas que por la concentracion de harina de soya en los rangos probados, ya que el medio
sin melazas dié un rendimiento de 55% de aquel obtenido con 1% de melaza.

Ademas de los reportes anteriores de medios de produccion para B.Lj. existe una extensa
informacién sobre medios de fermentacién para B.£. en general, que también pueden utilizarse
para B.ti, tales como los siguientes :
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En 1970, Dulmage reportd el aislamiento de la cepa HD-1 de B.L. var kurstaki, la cual produjo
en fermentacion altos niveles de 6- endotoxina, en un medic que contenia, en g/l: dextrosa 5.0,
extracto de levadura 2.0, K,HPO, 1.0, KH,PO, 1.0 y recomienda el uso de sustratos baratos
como harina de semilla de algodon ( Proflo ) y harina de soya.

Posteriormente, en 1971, Dulmage cultivé 16 cepas de B.L var. alesti y dos cepas de var.
kurstaki en tres diferentes medios de fermentacion, usando sales minerales y con distintas
fuentes de carbono vy nitrégeno tales como triptona, proflo, harina de soya, almidén de maiz,
extracto de levadura y bactopeptona. Demostrd que la cantidad de d-endotoxina producida por
las diferentes cepas varia ampliamente en funcién, tanto del medio de fermentacion, como de
la cepa usada y sefialé también que la actividad de la & endotoxina no estaba relacionada con
las cuentas de esporas o nivel de crecimiento.

En tanto, Dulmage y De Barjac, (1973), trabajaron con el aislado HD-187,serotipo 5a 5b, €l
cual produjo rendimientos altos de & endotoxina, en tres medios de fermentacion; B4, que
contenia harina de semilla de algodén al 1%, B-4b al 2% y B-8 al 2% adicionado con liquido de
remojo de maiz al 1%, aparte de llevar todos por igual peptona 0.2%, glucosa 1.5%, extracto de
levadura 0.2% y sales minerales. El producto presentd una potencia de alrededor de 200 X 10°

Ulimg.

Scherrer y col., (1973), investigaron el efecto de la concentracion de glucosa y la aereacion
. €n un medio que contenia dicho carbohidrato, extracto de levadura y sales y encontraron que
la concentracion de glucosa afectd la longitud del cristal, sin encontrar variacion en el grado de
toxicidad.

Goldberg y colaboradores, (1980), describieron un medio de fermentacion para la produccion
del complejo espora & endotoxina, a escala piloto, en un medio compuesto en g/l, de glucosa
30, peptona de soya 20, extracto de levadura 4.5, liquido de remojo de maiz 5.0 ml, KCl, 3.0,(
NH, ), SO, 3.0, H, PO, 7 ml, MgSO, 2.0, CaCl, .H,0 36 mg, FeSO,. 7
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H.O 13.5 mg, CuSO4 5 H,0 7.5 mg, ZnS0.. 7 H,0. 7.5 mg, MnSQ.4.4 H,0, 40 mg. Con él
obtuvieron 4 X 10° UFC / mi en 60 horas de operacién aproximadamente.

Lathy y Ebersold (1981), emplearon un medio complejo con |a siguiente composicién en
g/l : harina de soya 35, almidon de maiz, 12, extracto de malta 2.0, K;HP0O4.2H;0 1.3,
MgS0..7H,0 0.2, CaCl2.2 H,O 0.08, MnSQ,.7 H,O 0.08 y en menos de 48 horas de

fermentacion obtuvieron una total esporulacion.

En el trabajo realizado por Salama y col. (1983), evaluaron una variedad de
subproductos agroindustriales como ingredientes del medio de fermentacién para B.£. var.
enfomacidus y var. kurstaki HD-1; emplearon harina de semilla de algodén, harina de
pescado, forraje de levadura, sangre seca de res, residuos secos de rastros de pollos;
también probaron semillas de leguminosas secas y molidas tales como soya, haba,
chicharo, garbanzo, cacahuate y lenteja, todos estos productos incorporados a una
concentracién de 2 % P/V cada uno, en un medio base compuesto de MgSQ,4.7H,0 0.03
" %. MnSO,.H,0 0.003 %, FeSO, y ZnS0, al 0.002 % c/u. El mejor crecimiento obtenido fue
en el medio base + 2 % de harina de semilla de algodén, aunque también en los medios
gue contenian mezclas de subproductos, como forraje de levadura, sangre seca de res y
residuos de rastros de pollos did rendimientos comparables al de harina de semilla de
algodon. En lo referente a medios con semillas de leguminosas, los menos eficientes

resultaron ser los de soya.

Dharmsthini y col. (1985 ) disefiaron dos medios de cultivo con un subproducto
hidrolizado de una factoria de glutamato monosédico al 4 y 7 % suplementado con K
HPO, al 0.05 % para comparar la esporulacion y toxicidad de B.t. y B. sphaericus, contra
larvas de Aedes aegypli y Culex quinquefasciatus, obtuvieron una buena esporulacion y
toxicidad y sugirieron la utilizacion de un medio de cultivo facil de preparar y sin requerir

pretratamiento de ninguno de sus constituyentes.
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Asi, encontramos que la melaza es el comun denominador de casi todos los medios
reportados, tanto para B.f. en general como para B.ti En cuanto a la concentracion
necesaria, Pearson y Ward, (1888) y Hameed y col. (1991) mencionan que el 1% es
adecuado, quiza asi sea, por nuestra parte vamos a usar 1 y 2 %, en relacion a las fuentes
de nitrégeno empleadas, la harina de soya resulta una de las mas convenientes, y forma
parte de muchos de los medios reportados, junto con el liquido de remojo de maiz, por lo
tanto estas sustancias seran de primera eleccion en cualquier disefio de medios de cultivo,
también podria usarse esta ultima sustancia como un complemento a las fuentes de
nitrégeno baratas y disponibles en la regién. Un punto a tomar en cuenta es la tasa
Carbono:Nitrégeno, ya que en medios convenientes para esporulacion y formacion de
toxina debe haber un exceso significativo de carbohidrato a proteina, y lo contrario, exceso

de proteina a carbohidrato, en medios convenientes para inéeulo.

2.- Condiciones de fermentacién.

a) Inéculo.

Vandekar y Dulmage (1983), propusieron un procedimiento esténdar para estudios de
fermentacion en matraces agitados, que consiste en un inéculo de dos pasos que se
prepara en matraces de 500 ml conteniendo 100 ml de caldo- friptosa- fosfato, se incuba
en agitacién a 340 r.p.m. y a una temperatura de 30 + 1 ° C durante 12 horas. Despueés se
toma un volumen de 2 % para inocular un matraz similar, incubar bajo las mismas
condiciones y finalmente tomar un 2 % de volumen de indculo para las series de
fermentaciones ; mientras que Pearson y Ward,(1988), también emplearon un indculo de
dos pasos, en un medio alto en contenido de proteina , con células vegetativas de 24
horas de edad, propagado a 30°C de temperatura y una agitacion de 150 r.p.m., de este
tomaron un 5 % viv para las series de fermentacion. Posteriormente, Abdel-Hameed y col,,

(1991) usaron un inoculo de tres pasos, cultivado en caldo TYG ( triptona, extracto de
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levadura y glucosa ) con células de seis horas de edad en cada paso, incubados a
temperatura de 28°C y agitacion de 180 r.p.m.; después usaron un 2 % de este inodculo en
TYG para sembrar en el medio de produccion, el cual incubaron por 15 horas a las mismas

condiciones anteriores.
b) Temperatura y pH.

Los rangos de temperatura para crecimiento de B.t estan en los limites de 20-42°C,
pero el crecimiento cercano a esta Ultima cifra generalmente resulta en pérdida de la
preduccion de d- endotoxina, (Insell, 1983). La produccion éptima de endotoxina ocurre a
28-32°C, siendo la temperatura normal de fermentacion de 30°C. Vandekar y Dulmage
(1983), senalan que la temperatura debe estar en un rango de 28-30°C, mientras que
Pearson y Ward, (1988) emplearon exactamente 30°C en todos sus experimentos. Mas
adelante Hameed y col. (1991) probaron un rango de temperatura de 28-33°C y vieron el
efecto sobre la produccion de toxina; encontraron que ésta se afectd grandemente, ya que
disminuyé a un 90 y 45%, comparado con el rendimiento a 30°C cuando las temperaturas

de incubacién se mantuvieron a 28 y 33°C respectivamente.

En lo referente a pH, el crecimiento de esta bacteria ocurre entre 56 a 8.5,
generalmente el pH inicial usual es de 6.8 a 7.2, disminuye tipicamente a 5.8 cuando se
libera el acetato, sin embargo, se eleva a 7.58.0 cuando se consume este Ultimo,
(Dulmage 1981). Abdel-Hameed y col. (1991) determinaron también el efecto del pH en la
produccién de toxina de B.Li, en un rango de 6.5 - 8.0 y encontraron que la produccién no
fué afectada por cambios en el rango de 6.5 - 7.5, pero cuando se incrementd a 8.0 el
rendimiento fue de un 50% menos que a pH de 7; cuando no usaron ningun control de pH

el rendimiento fue de un 80% del &ptimo.

c) Agitacion y Aereacion.
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Para el crecimiento se requiere el oxigeno, (Jarai 1972). La demanda de oxigeno de un
proceso de fermentacion se satisface normalmente mediante aireacién y agitacion de!
caldo de fermentacion, (Karow y col. 1953, Linek y col. 1988); sin embargo, la
productividad de la mayoria de fas fermentaciones esta limitada por la disponibilidad de
oxigeno. Algunos autores han mencionado que son esenciales velocidades de aireacion
altas para la formacién de espora y toxina, (Dulmage, 1981, Luthy y col. 1982, Zamola y
col. 1981). En experimentos con matraces, VVandekar y Dulmage (1983) recomiendan una
agitacion de 340 r.p.m., mientras que Pearson y Ward (1988), emplearon solo 1560 r.p.m. y
obtuvieron buena esporulacién y produccion de dlendotoxina de B.ti En su trabajo
tambien con esta variedad, Abdel-Hameed y col. (1991) emplearon varios niveles de
agitacion, en sus estudios realizados con fermentador de 8 | de volumen de frabajo;
concluyeron que la éptima fue de 200 r.p.m., ya que tasas de agitacion mayores causaron
un decremento gradual en el rendimiento de toxina, mismo efecto logrado con tasas de

agitacién menores a la 6ptima.

En relacién a pH y temperatura, es generalizado entre los investigadores, usar pH de
7.0 y temperatura de 30 + 2°C y terminar con un pH no mayor de 8.0, niveles que estamos
de acuerdo. Lo diferente seria la cantidad de aereacion empleada, ya que unos
recomiendan niveles altos, como Vandekar y Dulmage (1983), de 340 r.p.m., mientras gue
otros, como Pearson y Ward, (1988) usaron 150, el otro nivel empleado fue de 200 por
Abdel-Hameed y col (1991), asi que creemos que este Ultimo valor es apropiado para

nuestros experimentos.

3.-Recuperacion del bioinsecticida.

Para |la obtencion del complejo estable y seco un método clasico fue la liofilizacion, pero
se tenian las desventajas de pérdidas significativas de esporas y cristales, asi como un

aglomeramiente del complejo, ademas de resultar un volumen considerable de liquido
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involuc;rado, con la consecuencia de resultar mas costoso, (Vandekar y Dulmage 1983).
Después se pensd en la utilizacion de acetona como agente precipitante de proteinas,
pero el producto se apelmazaba y era dificil de resuspender, por [o que se modificd el
proceso utilizandose lactosa, que precipitaba junto con el complejo espora-cristal, logrando
una preparacion seca y estable y sin dificultad para resuspender en agua, (Dulmage y col.
1970). Este proceso se utiliza para recuperar pequerias cantidades del complejo
insecticida, ya que para cantidades mayores se usa el proceso de secado por aspersion
Spray- drying;, (Vandekar y Dulmage 1983).

Otro proceso empleado por Balaraman y Hoti (1988) fue mediante sedimentacion del
complejo con sulfato de aluminio y potasio a la proporcion de 10 g/l seguida de
decantacion y“freeze-drying’

4.- Bioensayos y Estandarizacion.

Antes de los 70's, los productos de B.t activos contra lepidépteros eran estandarizados
sobre las bases de cuentas de esparas y su potencia medida en términos de DLs, la dosis
que mata el 50 % de las larvas de prueba de una especie de insecto dado, pero debido a
la baja correlacidn entre las cuentas de esporas y la DLs, €so no funcionaba. Fue hasta
1971, en el cual un sistema mas confiable llegd a ser generalmente aceptado por las
companias productoras de las formulaciones de B.t. y el articulo de Dulmage y col. (1971)
legitimizé un ensayo de actividad basado en la Unidad Internacional (lU) en la que ademas
comparaba contra una preparacion estandar primaria, las preparaciones obtenidas. Ya que
B.t. actua primariamente como un veneno estomacal, el bioensayo involucra incorporar
varios niveles o concentraciones de la preparacion que va a ser probada en la dieta de las
larvas de insectos. Los datos asi obtenidos son usados para determinar la DLsy de la
muestra de prueba. Debido a que la DLs puede variar de dia a dia, dependiéndo del vigor
de la colonia de insectos 0 cambios en su medio ambiente, la DLsy de la muestra de
prueba es comparada con aquella de un polvo estandar, ensayada en paralelo y con la

misma poblacion de insectos. Debido a que el estandar tiene una potencia asignada en
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unidades internacionales por miligramo, la potencia de la muestra de prueba puede ser

expresada, mediante la ecuacion siguiente :

Potencia de la muestra - Dl s del Estandar X Potencia del estandar

en Ul/mg DLsy Muestra

DLso= Dosis letal media
Ul = Unidades Internacionales

mg = miligramo

En base a lo anterior, en 1978, el Instituto Pasteur, en colaboracion con fa OMS,
elaboraron un estandar, el IPS-78, asignandole una potencia de 1,000 Ul/fmg contra Aedes
aegypti, (Vandekar y Dulmage, 1983). Posteriormente, en 1979, De Barjac y Larget-
Thierry, propusieron el sistema de bioensayo para la evaluacion de las formulaciones
derivadas de B.ti H-14. Mas adelante, en 1982, elaboraron otre estandar, que sustituia al
anterior, llamado IPS-82, el cual posee una potencia de 15,000 Unidades Toéxicas
Intemacionales por mg, (UTI/mg) contra Aedes aegypti cepa Bora Bora, basado en el IPS-
78 y al mismo tiempo dieron a conocer el método de bioensayo, que consiste en pesar 50
mg del polvo estandar y homogenizarlo con perlas de vidrio en 10 ml de agua desionizada,
de este homogenado, se hace una solucion stock adicionando 0.1 ml del homogenado a
9.9 ml de agua desionizada, entonces esta solucion stock contendra 50 mg/l y de alli se
hacen diluciones subsecuentes, directamente preparadas en vasos plasticos, previamente
llenados con 148 ml de agua desionizada. A cada vaso se colocan 25 larvas de 4o.
estadio de Aedes aegypti en 2 ml de agua por medio de una pipeta Pasteur. Después con
micropipeta se afnaden 120, €0, 60, 30, 24 y 15 ml de solucion stock para obtener
concentraciones finales de 0.04, 0.03, 0.02, 0.01, 0.008 y 0.005 mg/l respectivamente, de
IPS-82. Se usan 2 ¢ 4 vasos para cada concentracion y para el control, el cual contiene

150 ml de agua desionizada solamente, (De Barjac 1982).
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Algunas de las recomendaciones para la realizacion de este bioensayo son las siguientes :

1) Cada serie de bicensayo debera preferiblemente involucrar al menos 400 larvas para
el estandar IPS-82 y 100 para el control, en tanto que para las preparaciones de actividad
desconocida se deberan usar 500 - 1000 larvas de 4o. estadio temprano. '

2) Las pruebas deberan ser conducidas a 25 + 2°C.

3) La mortalidad se determina a 24 y 48 horas basada primariamente en el conteo de
larvas vivas.

4) Cuando la mortalidad del control excede el 5% deberan ser corregidas las mortalidades de los
grupos tratados de acuerdo a la férmula de Abbott.

9) Las pruebas cuya mortalidad del control sea mayor del 10 % deberan ser descartadas.

5.- Genética.

La investigacion reciente se ha enfocado sobre tres areas generales: localizacion de genes
codificando para la estructura proteica de la & endotoxina, la secuencia de bases de este gene
y los mecanismos que controlan la expresion del gene del cristal de proteina.

Numerosos reportes han especificado que el gene estructural del cristal en las variedades
thuringiensis, kurstaki e israelensis han sido localizados en un plasmido, (Whiteley y col. 1982;
Gonzélez y Carlton, 1984; Ward y col. 1984), estos Gltimos autores clonaron y expresaron el
gene de B.ti en E. coli Un solo reporte, Held y col. (1982), localizé el gene del cristal en el
cromosoma de var. kurstaki, aungue los mismos autores sefalaron que genes idénticos o
similares estuvieron también presentes en un plasmido.
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Thorne y col., (1986), clonaron el gene Cry IV C, que codifica para el polipéptido téxico a
mosquitos de 72 Kda de B.li A este gene se le denomind previamente como ORF1, y es
adyacente a un segundo ORF, ORF 2; ambas secuencias de aminoacidos deducidas de estos
dos genes contiguos presentan significativa similaridad a las & endotoxinas de 130 kDa.
También otros dos genes de B.Li. (cry IV Ay cry IV B) que codifican para los polipéptidos de 134
y 128 kDa, respectivamente, activos contra larvas de Aedes aegypli, fueron clonados y sus
secuencias de nucledtidos fueron determinadas, (Chungjatupornchai y col. 1988; Seny col. 1988;
Tungpradubkhul y col. 1988; Ward y Ellar 1987). La comparacion de estas secuencias indicd que
las dos toxinas son muy similares en las regiones carboxi- terminal, (Sen y col. 1988; Ward y
Ellar 1988) y ademéas se encontré 42 % de identidad entre el dominio carboxi terminal de estas
proteinas y las regiones equivalentes de las & endotoxinas especificas de Lepiddpteros,
{Chungjatupomchai y col. 1988, Ward y Ellar 1988).

Sin embargo, las mitades aminoterminal de estas proteinas son menos similares. Las
similaridades son localizadas en cinco regiones conservadas, como se establecié por Sanchis
y col. (1989) y precisamente reside alli el dominio toxico de los cuatro genes cry IV, A, B, Cy
D, mientras que la mitad carboxi- terminal, mas altamente conservada de cada protoxina no es
requerida para toxicidad o rango de hospedero, (Chungjatupornghai y col., 1888; Délecluse y col.
1988, Pac- Intara y col. 1988; Thorne y col. 1986), esto es, es probable que las secuencias de
aminoacidos carboxi- terminal sean requeridas para alguna otra funcién tal come la formacion
de inclusiones cristalinas. La toxina Cry /V D tiene homologia extensiva con las otras clases de
toxinas para mosquitos, incluyendo Cry /I, solamente dentro de una region (# 1 ) (Porter y col.
1993).

El gene cyt A cedifica el polipéptide de 27 kDa contenido en el cristal parasporal de B.ti. El
producto del gene clonado no despliega una actividad tdxica especifica para mosquitos pero si
propiedades citoliticas, las cuales podrian actuar sinergisticamente con otros componentes del
cristal y mejorar su toxicidad hacia larvas de dipteros, (Bourgouin y col. 1986; VWard y col. 1984).
La secuencia de nucledtidos de este gene cyt A fue determinada, (Waalwijk y col. 1985; Ward
y Ellar 1986) y la secuencia de aminoacidos deducida no muestra ninguna similaridad



significativa a aquellas de los ofros tipos de 6-endotoxinas, (Lereclus y col. 1989).

Las principales limitaciones de cepas naturales de B.t.j. asi como de B. sphaericus , los costos
altos de fermentacion, la falta de persistencia debido a una rapida sedimentacién del complejo
espora-cristal y el rango de hospedero estrecho comparado a los insecticidas quimicos, han
desestimulado su desarrollo, por lo que parte de estos problemas podrian resolverse mediante
ingenieria genética de cepas expresando combinaciones de toxinas existentes y nuevas. Algunos
de los trabajos mas relevantes a este respecto son los siguientes :

Los genes Cry IVA, Gy IV B, Cry IV C, Cry IV Dy Cyt A de B.ti. han sido individualmente
expresados en E. coli. Los rendimientos altamente variables de proteina obtenidos fueron
probablemente debidos a diferentes cepas hospederas, estabilidades de polipéptidos disimiles,
rango del promotor y sitios de union a ribosomas, (Angsuthanasombat y col. 1987, 1992;
Chungjatupornchai y col. 1988; Délecluse y col. 1988; Thorme y col. 1986; Waalwijck y col. 1985;
Ward y Ellar 1988; Ward y col. 1986).

El gene Cry IV B es uno de los pocos genes de B.L.i. que han sido bien expresados en E. cofi,
(Chungjatupomchai y col.1988; Ward y Ellar 1988). Esta proteina de 128 Kda se expresd en E.
coli TG 1 a un nive! suficiente para producir inclusiones, las cuales fueron purificadas y
demostraron ser débilmente tdxicas a larvas de Aedes aegypti, (Ward y Ellar 1988). Asimismo
esta misma toxina de 128 Kda ha sido sobreexpresada en E. coli JM 107 y la proteina purificada
fue altamente téxica, con una CL,, de 43 ng/ml a larvas de A. aegypili de tercer estadio.

Ademas de E. coli, se han usado otras bacterias como hospederas, tales como B. subfilis, en
la cual se expresaron los genes Cry IV A, Cry IV Cy Oyt A de B.Li.; obtuvieron una buena
expresion y pudieron observar las caracteristicas inclusiones, en algunos casos, (Thome y col.
1986; Ward y Ellar 1988; Ward y col. 1988 y 1986).
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El gene de! cristal Gry IV D de B.Li. también ha sido clonado en Baciflus megaterium. Se
pradujeron cantidades significativas de la proteina de 70 Kda, pero la toxicidad hacia A. aegypfi
de cuarto estadio fue muche mas baja que aquella de B.ti., (Donovan y col. 1988).

También se ha reportado la expresién de las toxinas de B.t.i. en B. sphaericus, en un intento
de incrementar la actividad larvicida y rango de hospedero del bacilo téxico a mosquitos, (Bar
y col. 1891, Trisrisook y col. 1990).

Las toxinas de 27 Kda ( cyf A ) y de 70 Kda ( cry IV D), han sido clonadas y expresadas en
B. subtilis y en B. sphaernicus 2362. Aungque ocurrié pérdida de plasmidos o inestabilidad en
algunos clones transformados de B. sphaericus, otros retuvieron toxicidad, la cual fue estable por
mas de 20 generaciones en la ausencia de seleccién de antibidticos y permitieron un incremento
de 10 veces en la toxicidad hacia A. aegypti, comparada con aquella de |la cepa padre 2362, pero
mas baja que la del B.Li. donante . Sin embargo, la expresion de las toxinas de B.L1 fue mas
alta en B. subtilis que en B. sphaericus, y las inclusiones cristalinas aparecieron acompanando
solo a las esporas de B, subtilis, aunque la actividad larvicida y cristales fueron inestables en
estos Ultimos transformantes, (Bar y col. 1991).

Otro reporte de clonacién en B. sphaericus mostrd que la expresion del gene cry [V B de 128
Kda de B.Li. en B. sphaericus 2362 produjo un incremento de 100 veces en la actividad contra
larvas de A. aegypti, el cual fue comparable a la toxicidad de B.t.i, (Trisrisook y col. 1990),
aunque todavia esta por elucidar si fue |a toxina de 128 kDa responsable de ese aumento en la
actividad o fue un sinergismo con el componente enddgeno de B. sphaericus.
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También se probo la transferencia de genes de la toxina de B. sphaericus en B.ti., tanto
en una cepa toxica como no téxica, en ambos casos las proteinas de la toxina de B.
sphaericus fueron producidas a alto nivel durante la esporulacién de B.£i y se acumularon
como estructuras cristalinas; sin embargo, los transformantes expresando las toxinas de
las dos cepas, no mostraron un mejoramiento significativo de la toxicidad contra Aedes

aegypti, Anopheles stephensiy Culex pipiens, (Bourgouin y col. 1990).

Otro de los enfoques emprendidos recientemente fue el de introducir los genes de la
toxina activa contra mosquitos en hospederos diferentes, tales como bacterias del género
Caulobacter seleccicnadas por su ocurrencia en habitats acuaticos predominantemente en
regiones cercanas a la superficie del agua, donde las larvas de muchas especies de
mosquitos se alimentan, (Merrit y col. 1992), ademas las especies de Caulobacter son
capaces de persistir y crecer en media ambientes bajos en nutrientes; de tal forma que en
el trabajo realizado por Thanabalu y cal. (1992), insertaron separadamente los genes de la
toxina binaria de B. sphaericus 2297, de la toxina de 100 Kda de B. sphaericus SSII-1, y
por Ultimo el gene de la toxina de 128 Kda de B.ti, en el plasmido pRK 248, el cual,
posteriormente  introdujeron mediante electroporacion, en células de Caulobacter
crescentus CB4s. Todos los recombinantes resultantes exhibieron toxicidad hacia larvas de
mosquito; el recombinante expresando el gene de la toxina binaria fue letal a Culex
quinquefasciatus, con una Cls de cerca de 2 X 10° células/ ml, similar a la toxicidad de la
cepa natural, mientras que las células de Caulobacter que contenian el gene de la toxina
de 100 Kda de B. sphaericus, o el gene de la toxina de 128 kDa de B.t.i. fueron débilmente
toxicas a larvas de C. quinquefasciatus y A. aegypti respectivamente. Los niveles de
proteina no fueron cuantificados, pero se creyeron bajos, asi que deba buscarse quiza el

uso de promotores mas fuertes para incrementar la expresion en Caulobacter.

También se ha investigado el uso de Cianobacterias como vehiculos para la liberacién
prolongada de toxinas para mosquitos. Estas bacterias son adaptables a medios
ambientes marinos o de agua dulce, tienen amplia tolerancia a la temperatura y son

fotoautdtrofas, (Rippka y col. 1979).
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Los primeros intentos de clonar genes de la toxina de B. sphaericus o de B.ti en
cianobacterias fueron exitosos, pero los niveles de expresion y toxicidad fueron muy bajos,

(Angsuthanasombat y Panyim 1989, Chungjatupomchai 1990, de Marsac y col. 1987).

El gene de la toxina binaria de B. sphaericus fue insertado en un vector conveniente para
clonacion en ambas E. cofi y cianobacterias, (Kuhlemeier y col. 1883). Posteriormente
efectuaron la transformacidn de Anacystis nidulans R2 tambiéen llamada Synechococcus
spp cepa R2, (de Marsac y col. 1987) pero los extractos proteicos celulares dieron baja
mortalidad contra larvas de Culex pipiens. Asimismo el gene cry [V A de |a toxina de 134
kDa de B.ti, tuvo una baja expresion en células de Agmenellum cuadruplicatum PR-6, |os
extractos celulares fueron mucho menos tdxicos a larvas de Aedes aegypli y contenian
menos proteina de aprox. 130 kDa que los extractos de E. coli transformados con el

mismo plasmido, (Angsuthanasombat y Panyim 1989).

Otro de los genes de B.ti, el que codifica la proteina de 128 kDa (Cry 1V B), ha sido
expresado, siguiendo su integracion por recombinacién homdéloga en el cromosoma de
Synechococcus s,d cepa PCC 6803, (Chungjatupornchai 1990). Solo los extractos
celulares, a diferencia de las células vivas, fueron débilmente toxicos a 20-30% de las

larvas de Aedes aegypti, equivalentes a 1-2 mg de proteina de la toxina / ml.

lgualmente, el gene Cry IV D de B.ti. fue usado para transformar células de Agmenelium
quadrupiicatum PR-6, cuya expresion estuvo bajo el control transcripcional del fuerte
promotor de ficocianina (cpc B). Las células fueron reportadas como téxicas a larvas de
mosquito, y aungue el gene fue suficientemente bien expresado para formar inclusiones, la
toxicidad de las células totales hacia larvas de C. pipiens quedéd sin cuantificar, solo se
observé mortalidad al cabo de 5.5 dias después de la ingestion, (Murphy y Stephens
1992). '
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La diversidad de bacterias y otros organismos los cuales han sido transformados con
plasmidos que codifican genes de la toxina expresables, como lo acabamos de mencionar
en los parrafos anteriores, ha levantado la interrogante de cuales tipos de
microorganismos recombinantes son los mas convenientes para liberacion de toxinas, o
combinaciones de éstas, en [as zonas de alimentacion larval, (Pantuwatana y col. 1991),
por lo que Porter y col. (1993) hacen una evaluacion de seis tipos de bacterias, en
términos de caracteristicas deseables, las cuales, conjuntadas, podrian producir una cepa
recombinante superior a B.ti ylo B. sphaericus. Estas caracteristicas, para los seis

microorganismos evaluados, se muestran en la Tabla 3.



39

Tabla 3.- Evaluacion y la comparacion de seis cepas bacterianas potenciales para la
expresion de proteinas toxicas a mosquitos.

CONVENIENCIA DE CEPAS

CARACTERISTICA . EC. B.L1, Bsph Bs.-- Ca Cy
Buena capac. para expresar prot. Sl SI? S1? S ? ?
extranjeras.
Mapas genéticos buenos y mutantes S NO NO Sl NO NO
disponibles.
Plasmidos estructurales Sl ? ? Si Sl NO

segregacionalmente estables

Persisten en la zona de alimentacién ? NO NO NO Sl Sl
larval

Fuente de alimento conocida paralas  SI? Sl Sl Si Sl Sl
larvas

Sobrevivencia en diversos medio ? NO Sl Sl Sl Sl
ambientes

Experiencia en produccién S S Sl S NO NO
Formulacién NO sl sl NO NO NO
Toxicidad a mamiferos Sl NO NO NO ? ?

Tomado de Porter Y ﬁ., (1 %3)

Ec= E. coli; Bti=B. thurngiensis var. israelensis; B.sph.= Bacillus sphaericus, B.s.= B. subltilis; Ca= Caulobacter spp;
Cy= Cyanobaderias



MATERIAL Y METODOS 40

1.-  Obtencién de |las cepas bacterianas.
Se utilizaron un total de siete cepas de Bacillus thuringiensis var. israelensis serotipo H-14

depositadas en la Coleccion Interacional de Bacilos Entomopatdgenaos del Departamento
de Microbiologia e Inmunologia, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, U.A.N.L.

Tabla 4.- Cepas de B.t.i. utilizadas.

CLAVE® ORIGEN
001 ISRAEL
007 ISRAEL
196 MEXICO
197 MEXICO
210 MALASIA
223 MALASIA
225 KENYA

a = Clave de Coleccién de B.ti. ( De Barjac y col. 1892 )

2.-Activacién y conservacion de las cepas.

Las esporas bacterianas conservadas mediante liofilizacién sobre papel filtro, fueron
activadas en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 de Caldo nutritivo (Difco} se depositd
una tirilla y se dejé incubar a temperatura de 28 a 30°C y con agitacion, por 48 horas, al

cabo de este tiempo se cbservaron microscopicamente, para comprobar la pureza del
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cultivo, después se dejaron incubando 24 horas mas para observacion de esporas vy cristales
libres. Posteriormente se resembraron en cajas con agar nutritivo para checar su morfologia
macroscopica y se pasé a tubos con agar nutritive inclinado, para su mantenimiento, asi como
también se licfilizo en papel filtro, para su conservacion a largo plazo.

3.-Diserio de medios de cultivo.

En un reporte, resultado de una reunién de la O. M. S. celebrada en Ginebra, Suiza, donde
se delinearon las bases para la produccién de B.ti. en paises en desarrollo, Vandekar y
Dulmage, (1983), sefialaron algunos ejemplos de medios potenciales baratos, disponibles para
la produccion de la &- endotoxina de B.Li., que fueron : agua de coco, suero de leche, melazas,
liquido de remajo de maiz, entre los liquidos, y harina de [eguminosas, como chicharo, garbanzo,
soya, haba; cereales como maiz, fubérculos como papa, desechos de bebidas como levadura
seca y materias de origen animal como harina de pescado y harina de sangre entre los sdlidos.
De acuerdo con lo anterior, procedimos a la bisqueda de materias primas y subproductos
agroindustriales disponibles en la regién, que tuvieran como caracteristicas deseables un
contenido de proteina y un costo bajo, por lo que recopilamos una lista de 18 materias primas
y subproductos utilizados en nutricion animal, se investigé su costo/Kg, contenido de proteina y
disponibilidad. De esta lista se eligieron cinco materias que se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5.- Andlisis bromatolégico™ de materias primas y subproductos utilizados en el
diserio de medios de cultivo para B.L.i.

Materia prima Costo*/Kg E.LN.? Proteina F. cruda Ceniza
Gluten de maiz 40 1.80 34.29 57.18 1.79 3.9
Harina de pescado 1.50 2.15 73.02 1.50 13.63
Harinolina 0.720 327 43.5 82 6.5
Pasta de 0.70 40.13 46.89 8.7 7.58
soya(Purina) .
Pasta en 0.40 85.68 11.55 1.52 0.49
polvo(Gamesa)

* Extracto libre de nitrégeno.
* Cotizacion a 1992, en nuevos pesos.

** Realizado en el Laboratorio Ciencia de los Alimentos,F.C.B., UANL, las cifras se dan en porcentajes.

Ademas de estas materias y subproductos, uno de los azlcares disponibles y de uso frecuente
en fermentaciones es la melaza de cara, un subproducto de la fabricacion del azucar, que
resulta una de las mas econdmicas fuentes de carbono, por lo que la incluiremos en todos los
medios. Ademas, ofra de las sustancias tradicionalmente empleadas como fuente de Nitrégeno
es el liquido de remojo del maiz, que ha formado parte de medios de cultivo, en trabajos
reportados con anterioridad, Murga, (1983), Galan-Wong, (1993), Dulmage y De Barjac, (1973),
Couch y Ross(1980), Goldberg y col. (1980). Aparte de este subproducto, hay otras opciones que
resultan un poco mas caras, como el extracto de levadura, usado por Smith, (1983), Pearson y
Ward, (1988); Casaminodcidos, también usados por Smith, (1983), y en un reporte de la OMS,
(1979); asi como harina de leguminosas como haba, chicharo, garbanzo, lenteja, en el trabajo
realizado por Salama y col. (1983). Por su disponibilidad y precio,el liquido de remojo del maiz
fué la mejor opcion.
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Por dltimo, existen algunas sales minerales consideradas particularmente importantes en el
crecimiento y esporulaciéon de Baciflus, segiin Vandekar y Dulmage, (1983), y Sikdar y cal.
(1991), por lo tanto, formaran parte también en nuestros medios. Entonces, conjuntados cada
uno de los ingredientes necesarios, nuestros medios de produccion del complejo insecticida de
B.Li. quedaron como se muestra en la siguiente Tabla No.6

Tabla 6.-Composicion de los medios de cultivo utilizados, para la produccion de 1a 3-endotoxina
de B.ti.

Ingredientes Medios de cultivo, en ¢/l

MHL MPS MHP MPG MGM

Melaza 20 20 20 20 20
Lig. de remojo de maiz 10 10 10 10 10
Harinolina 20 - - - -
Pasta de soya(Purina) - 20 - - -
Har. de pescado(Purina) - - 10 - -
Pasta en polvo(Gamesa) - - - 70 -
Gluten de maiz 40(Alm.Mex) - - - - 20
MgSO, 03 0.3 03 0.3 03
MnSO, 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
ZnS0, " " ! " !
FeSO, " " ! " !
CaCo, 1 1 1 1 1
— e | E % L o I

MHL= Con harinolina como ingrediente variante, MPS= con pasta de soya, MHP= Con harina de pescado, MPG=
Con pasta en polvo, MGM= con gluten de maiz
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Ademas de estos cinco medios, uno empleado cominmente en fermentaciones de otras
variedades de B.t. en el |aboratorio, es el siguiente, en g/l: Melaza, 20, harina de soya 20,
L.RM., 10, CaCO; 1, PH =7.0 y también fue empleado en nuestras fermentaciones con el

nombre clave MN.
4 - Preparacion de cultivos para bicensayos preliminares.

Se prepararon los seis medios de cultivo previamente disefiados, que contenian las
diversas materias primas y subproductos agroindustriales, se colocaron en cantidades de
10 ml c/u dentro de matraces Erlenmeyer de 25 ml, se esterilizaron y posteriormente se
inocularon con cada una de las siete cepas bacterianas, se incubaron a 30° C y con
agitacion rotatoria a 200 rpm durante 72 horas, realizandose observaciones microscopicas
diarias con el propdsito de verificar esporulacion y formacién de cristales y lisis celular,
como paso siguiente, se congelaron dichos cultivos hasta la realizacion de bioensayos
para determinacién de toxicidad, (De Barjac,1990, Comunic. verbal). Asi, las siete cepas

bacterianas cultivadas en los seis medios conformaron un total de 42 combinaciones.

5.- Bioensayas preliminares con cultivo total.
Cada uno de los cultivos se descongelo y se sometio a bioensayos preliminares contra
larvas de Aedes aegypli de tercer estadio tardio 0 40. temprano, segun la metodologia de

De Barjac, y col. (1990, Comunic. verbal.) Los pasos a seguir fueron los siguientes:

a) En vasos de plastico, se colocaron 25 larvas de tercer estadio tardio o cuarto temprano

de Aedes aegypti.

b) Se llenaron con 148 ml de agua destilada, para completar 150 ml de volumen de agua.
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c) De acuerdo al rango de diluciones que se desea probar, es la cantidad de vasos que
se preparan. Asi en nuestro caso, se probaron cuatro diluciones del cultivo
total,en un rango ampli de concentracicnes, que fueron 10% 10°, 10°y 107, cada

una con dos repeticiones.
d) Se prepararon también cuatro vasos con 25 larvas ¢/u como control (sin toxina ).

e) Se prepararon tres soluciones patrén, a partir del cultivo  total, que fueron 107, 10% y
107, para tomar de estas las cantidades comrespondientes(en ml, o ml), que se
iban a agregar a cada vaso para dar la concentracion establecida, segun una tabla

de concentraciones preparada previamente.

e) Se agregé la cantidad correspondiente de cuitivo total,o diluciones de este, conteniendo

la toxina, a cada unc de vasos usando micropipeta o pipeta, segun se requiriera.

f) Después de que se agregaron los microlitros carrespondientes se mantuvieron las larvas
a una temperatura de 25 £ 2°C y 70 a 80 % de humedad relativa, durante 24 horas, al

cabo de las cuales se registré la mortalidad presentada.
6.- Bioensayos para la determinacion de la CLsocon cultivo total.

Con los resultados de bioensayos preliminares, se seleccionaron aquellos cultivos que
presentaron una mortalidad mayor al 10% con Ta dilucion 10-% del cultivo total, por lo cual
se descartaron algunos y se continud con el trabajo de seleccidn, se prepararon
nuevamente los cultivos totales seleccionados en el preliminar, y se probaron otra vez en
larvas de Aedes aegypti de tercer estadio tardio o cuarto temprano, sélo que en este caso,

se empled un rango de concentraciones mas estrecho, de 10-° a 10-" y se probaron de 5-7
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diluciones, con cinco repeticiones para cada dilucion, por lo que fueron 125 larvas/ dilucién y 100
como testigo. (De Barjac, 1990, Comunic. Verbal)

7.- Andlisis de bicensayos.

Los datos de mortalidad presentada al cabo de 24 horas de exposicidn, se analizaron mediante
el programa Probit y Probit Plot, con el cual se determinaron las concentraciones letales medias
correspondientes.

Para determinar la homogeneidad de |a poblacion de insectos empleados en los experimentos,
y de esta manera verificar la confiabilidad del bioensayo, se usé la prueba de Chi cuadrada (X?)
y valor de la pendiente al nivel del 95% de confiabilidad, por lo que aquellos bicensayos cuyos
valores de X? y pendiente estuvieron por abajo de estos requisitos se volvieron a repetir hasta
gue ambos valores estuvieron dentro de los limites permitidos.

8.- Fermentacion a nivel de matraz Erlenmeyer

Ya seleccionada la cepa y medio de cultivo, que presentaron la CLs, menor en los bioensayos
con €l cultivo total, se continué con las pruebas de fermentacion y optimizacion del medio de
cultivo a nivel de matraz Erlenmeyer de 500 ml de capacidad; en este punto, el objetivo fue
buscar la concentracion optima de los componentes del medio, melaza y pasta en polvo de
Gamesa, necesarios para obtener una maxima produccidn y actividad del extracto insecticida.
Para esto se prepararon seis combinaciones de ambos componentes, en las que se variaron sus
concentraciones, de tal forma que quedaron de la siguiente manera presentada en la tabla 7.
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Tabla 7.- Combinaciones usadas de! medio MPG, pasta en polvo y melaza,

para produccién del complejo insecticida de B.L.i.

COMBINACION MELAZA* PASTA EN POLVO*
1 1 3
2 1 5
3 1 7
4 2 3
5 2 5
6 2 by

* En % peso/volumen de agua destilada.

Los demas companentes del medio, L.R.M. y las sales minerales permanecieron como
en |as proporciones senaladas en la tabla 6.

Cada una de las seis combinaciones de este medio de produccién se prepararon por
duplicado en volumenes de 100 ml contenidos en matraces Erdenmeyer de 500 ml de
capacidad y se sometieron a las condiciones de fermentacion establecidas por Vandekar y
Dulmage, (1983) y Abdel- Hameed y col.(1991), para B.t.i, que fueron :

Temperatura = 30°C
Agitacion =200 rpm

Tiempo =72 horas o més hasta completar esporulacién y lisis celular.
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Inéculo de 1er. paso = 2 % vlv, crecido en Caldo- Triptosa- Fosfato de 12 horas de edad.
InGeulo de 2do. paso = 2 % viv, crecido en el mismo medio de produccién, de 12 horas
de edad.
9.- Parametros de fermentacion.
Durante la cinética de fermentacion se determinaron [os siguientes parametros :
a) crecimiento alcanzado, mediante cuenta viable en placa, realizado por triplicado, en
agar nutritivo.
b) Determinacién de pH.

c) observacion microscopica de esporas y cristales.

d) Consumo de azucares totales, mediante el método de la Antrona, de Dimler y col.
(1952).

Cada medicion se efectud a intervalos de 24 horas, exceptc para d) que fue unicamente a

tas Oy 72 horas.
10.- Recuperacion del complejo espora- cristal.

Al finalizar la fermentacion se llevé a cabo la recuperacion del extracto insecticida,
cuando se observod la total liberacién de la espora y el cristal, mediante el procedimiento

descrito por Dulmage y col. (1970), con lactosa y acetona, filtrado con vacio, y secado toda

la noche a temperatura ambiente.

11.- Produccién obtenida.
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El extracto de esporas y cristales, se molid en mortero, se pesd, y se obtuvo la
productividad alcanzada, en g/l.

12.- Actividad del extracto insecticida.

Se evalud la actividad del extracto obtenido, mediante bioensayos contra larvas de
Aedes aegypti de cuarto estadio temprano, empleando 8-10 concentraciones, con dos
repeticiones para cada concentracion y 100 larvas como testigo. También se realizaron
bicensayos con el estandar IPS-82, contra el mismo insecto de prueba, con el fin de
determinar su concentracion letal media (Cls,) vy obtener la potencia de nuestros

extractos, mediante la formula siguiente:

Potencia desconocida ClLso de!l estandar IPS-82
del extracto (UTI/mg) = X 15000

CLso desconocida de! extracto

ITU = Unidades toxicas internacionales

ClLss = Concentracion [etal media.

13.-Actividades de algunos productos comerciales.

También se determinaron las actividades insecticidas presentadas por algunos
productos comerciales, a nivel de laboratorio, como Teknar® (Sandoz), Vectobac G® vy
ABG®- Granulado, de Abbott y por ultimo, Bactimos®, de Biochem Products, sobre el

mismo insecto de prueba, con el fin de compararios con el nuestro. Para esto se siguiod el
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procedimiento descrito por Mulla y col,, (1982), donde se traté de encontrar el rango de
concentraciones necesarias para causar desde un 10 a 90 % de mortalidad del insecto de
prueba, con un minimo de 5 concentraciones, dos menores a la CLg y dos mayores a

ésta.
14.- Formulacion del extracto mas efectivo y determinacion de la potencia.

Con objeto de poder comparar nuestro extracto insecticida mas potente, producido en
alguna de las combinaciones del medio de cultivo seleccionado, contra los insecticidas
comerciales ya mencionados, se formulé al 10 % p/p utilizando como ingredientes inertes,
talco y tiera de diatomeas, ademas como ceadyuvante en las formulaciones se agrego
Triton al 1%, (Angus y Lithy 1971) . Las dos formulaciones preparadas se probaron
contra el mismo insecto, Aedes aegypti, para obtener su potencia, en las mismas
condiciones que para los anteriores bioensayos, que se repitieron hasta que los
requerimientos estadisticos, la prueba de Chi cuadrada A y la pendiente estuvieran
dentro de los limites permitidos, asi como también la mortalidad del control, (De Barjac,
1982; Vandekar y Dulmage 1983).
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RESULTADOS

1.-Cultivos totales utilizados en bioensayos preliminares.

Las siete cepas bacterianas cultivadas en los seis diferentes medios disefiados, a nivel
de matraz Erienmeyer de 25 ml de capacidad, con 10 ml de medio, crecieron bien,
empezaron a formar espora y cristal a las 24 a 48 horas de fermentacién, posteriormente
se lisaron, con liberacién de ambos espora y cristal, en 72 a 96 horas, después, los 42

cultivos totales, se guardaron en congelacion hasta la realizacion de bioensayos.

2.- Bioensayos preliminares.

En la tabla 8 se muestran los porcentajes de mortalidad con la dilucion 10-°, de 42
cultivos totales de B.ti sobre larvas de Aedes aegypti de tercer estadio tardio (promedio
de 2 repeticiones) y en la Figura No.1 se presentan estes mismos resultados, en ¢lla se
observa €| efecto del medio en el cual se cultivaron las cepas, registrandose mayores
porcentajes de mortalidad, con los cultivos totales del medio MPG (pasta en polvo de
Gamesa) desde 2 a 42% de mortalidad, en segundo lugar los cultivos obtenidos en medio
MHP ( Harina de pescado ), con cifras de 6 a 20%, y en tercer lugar los cultivos en medio
MN (harina de soya) con valores de 4 a 16% mientras que los cultivos obtenidos en
medics MHL (harinolina), MPS (pasta de soya de Purina ) y MGM (Gluten de maiz 40)
presentaron nulos 0 escasos porcentajes de mortalidad; en la misma tabla 8 se observa
que las cepas de B.ti claves 007 y 197, presentaron bajos porcentajes de mortalidad,
menores al 10%, en los seis medios utilizados, en consecuencia, se descartaron estas dos
cepas y tres de los medios, MHL, MPS y MGM, y quedaron unicamente cinco de las siete
cepas, claves 001, 196, 210, 223 y 225 y tres de los medios, MPG, MHP y MN, que

formaron un total de 15 cultivos totales, los cuales se volvieron a bioensayar, y en esta

1020091489



Tabla 8.- Porcentajes de mortalidad de Bicensayos preliminares realizados con las
diluciones 10 de 42 cultivos totales de B.ti. sobre larvas de Aedes aegypli de tercer
estadio tardio.
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CLAVE DE CEPAS DE Bt

001 007 196 197 210 223 225

% DE MORTALIDAD

MEDIOS DE
CULTIVO
VN 8 10 12 10 4 8 16
MHL® 0 2 0 0 2 4 2
MPS® 2 4 4 0 8 0 8
MHP? 10 6 20 6 8 6 0
MG 0 0 0 0 12 2 18
MPG' 34 10 34 2 26 38 42

® Harima de soya , ®Harindlina , “Pasta de soya , ® Harina de pescado, ® Gluten de maiz ,. | Pasta en poivo .
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prueba se emplearon concentraciones del cultivo, en un rango mas estrecho, para la

determinacion de la concentracién letal media (ClLso) con cultivo total.

3.- Resultados de Bioensayos para determinacion de la concentraciéon letal media con
cultivos totales.

En la tabla No.9 se muestran los porcentajes de mortalidad presentados por la dilucion
10-® de los 15 diferentes cultivos totales de B.t.i probados sobre larvas de Aedes aegypti
de tercer estadio tardio. Los porcentajes mayores fueron los obtenidos con la cepa 001,
cultivada en el medio MPG, que alcanzo un 97%, después, la cepa 225 en el medio MN,
con un 91% y en tercer lugar la misma cepa 225, pero en medio MPG, con un 89% de
mortalidad. Sin embargo, las demas cepas cultivadas en los distintos medios presentaron
porcentajes de mortalidad menores a los antes mencionados, y variaron en el rango de
728 a3.5 %.( Fig No. 2)

Posteriormente, mediante el programa Probit, se obtuvieron las concentraciones letales
medias para cada uno de estos 15 cultivos totales probados, las cuales se muestran en
forma resumida en la misma tabla No. © y en forma grafica en la Fig. No. 3. Asi,
observamos que [as CLs; menores fueron las logradas con las cepas de B.ti claves 001y
225 ambas cultivadas en el medio MPG (pasta en polvo de Gamesa), cuyos valores fueron
de 4.7593 X 10-"y 4.8743 X 10-", respectivamente, ambos expresados como diluciones del
cultivo total. Debido a que la cepa clave 001 constituye la base para la preparacion del
estandar IPS- 82, usamos la cepa clave 225 y el medio MPG, (que dié resultados muy
semejantes a la cepa clave 001) para los estudios posteriores de optimizacion del medio

para produccién del complejo bicinsecticida.
4.- Resultados de la fermentacion a nivel de matraz Erlenmeyer.

a) Cinética de fermentacion.



Tabla 9.- Porcentajes de mortalidad presentados por la dilucién 10% de cultivos totales de
cinco cepas de B.t1. propagadas en tres diferentes medios de cultivo* y concentraciones
letales medias sobre larvas de Aedes aegypfi de tercer estadio tardio.
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CEPA MEDIO* % DE MORTALIDAL? cL’

001 MPG 97.6 4.7593
MN 616 8.6937

MHP 60.3 7.2516

225 MPG 89.0 4.8743
MN 91.0 5.3777
MHP 456 10.2934
223 MPG 39.3 10.3265
MN 728 7.2909

MHP 50.4 11.7749

196 MPG 69.6 7.1570
MN 42.0 11.2575

MHP 72 18.6426

210 MPG 64.0 5.4305
MN 19.2 13.7145
MHP 3.5 45.8195

* Son el promedio de 5 repeticiones.

> X 107 dilucién de cultivo total,
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Se determinaron las cinéticas de fermentacién, para las seis combinaciones del medio de
melaza y pasta en polvo de Gamesa empleadas y cuyas cifras de los parametros medidos
cada 24 h, que fueron crecimiento, pH, y consumo de azucares totales se muestran en las
tablas 10a 15.

En latabla No. 10 se muestran las cifras de los parametros de fermentacion determinados
cada 24 h para la cepa de B.Li. clave 225 cultivada en la combinacion 1 del medio MPG,
constituida por melaza 1% y PG (Pasta en polvo) 3%. Se inicié la fermentacién con un
inéculo de 1.1 X 10° UFC/ml, con un pH de 6.65, que al transcurrir el tiempo descendio
paulatinamente hasta 5.77 a las 72 horas, aqui se detectd el crecimiento maximo, cuyas
cifras fueron de 1.0 X 10° UFC/ml de cultivo en promedio, mientras tanto, los azlcares
totales disminuyeron de 1.36 g/100ml hasta 60 mg/100ml de sobrenadante, al final de las
72 horas de fermentacion. Por lo que respecta a la formacion de esporas y cristales, a las
48 horas ya se tenian esporas y cristales libres con lisis del 50-70% de las células, que se
incrementé a cerca del 80% al cabo de 72 horas de fermentacion. Esta cinética se

presenta en forma gréafica en [a Figura No. 4.

En |la Tabla No. 11 se reportan los resultados de la cinética de fermentacién de la
misma cepa de B.ti propagada en la combinacion 2 del medio MPG (melaza 1% y PG
5%). Al iniciar la fermentacion se inoculd un 0.5 % de volumen de indculo, con una
poblacién de 1.1 X 10° UFC/mI, el pH fue de 6.82, que en la misma forma que el
precedente también fue disminuyendo gradualmente hasta 5.56 al cabo de 72 horas. El
crecimiento méximo registrado fue de 7.3 X 10° UFC/ml de cultivo, a las 48 horas de
fermentacién (que fue la cifra mas alta de todas las fermentaciones en el medio MPG)
disminuyé a 6.3 X 10° a las 72 horas, diferente al anterior cuyo crecimiento maximo se
logré a las 72 horas, (Fig 4). En lo que concierne al consumo de azucares, las cifras
iniciales fueron de 1.82 g/100 ml reduciéndose hasta 55 mg/100 ml a las 72 horas. Por lo

que respecta a la formacién de esporas y cristales, a las 48 horas habia unos pocos



Azucares Totales ( g/100 ml)

Tabla 10. Cinética de fermentacion de B.L.i cepa 225
propagada en medio MPG, combinacién 1 (melaza 1%, Pasta

en polvo 3% ) por 72 h.

Horas pH Crecimiento?® Azicares
totales®
0 6.65 1.1x 108 1.36
24 5.67 9.0 x 107 T -
48 5.52 1.5x 10° S
72 5.77 1.0x 10° 0.06

? En UFC/ml de cuttivo.

® En g/100 ml de sobrenadante.
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Fig 4. Cinéltica de fermentacién de B.ti. cepa 225
propagada en la combinacion 1 del medio
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r.p.m durante 72 h.
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Azucares Tolales ( g/100 ml)

Tabla 11. Cinética de fermentacién de B.{.i cepa 225
propagada en medioc MPG, combinacion 2 (melaza 1%, Pasta
en polvo 5%) por 72 h.

Horas pH Crecimiento?® Azucares
totales®
0 6.82 1.1 x 10° 1.82
24 5.48 1.7 x 10° —
48 5.45 7.3x10° —
72 5.56 6.3 x 10° 0.055

2 En UFC/ml de cuttivo.
» En g/100 ml de sobrenadante.
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Fig 5. Cinética de fermentacion de B.f.2. cepa 225
propagada en la combinacion 2 del medio

MPG. a 30 C, pll inicial de 7.0, agitacién 200
r.p.m durante 72 h.

Log,, UFC/ml

oou



61
cristales libres por campo, con lisis de aproximadamente 10-20% de las células, en tanto
gue para las 72 horas los cultivos presentaban pocos cristales grandes, irregulares en
forma, y una lisis celular por debajo del 50%, por lo que la fermentacion se dejé continuar
24 horas méas para completar un 80-90% de lisis celular. Estos datos se muestran en forma

gréfica en la Figura No. 5.

En la Tabla No. 12 se presentan las cifras de los parametros de la fermentacion con la
misma cepa de B.t.i clave 225 cultivada en la combinacién 3 del medio MPG (melaza 1%,
PG 7%). Esta fermentacién se inicid con un indculo, (0.5% viv), de 2.2 X 10” UFC/ml, con
un pH de 6.85, que al igual gue en las anteriores cinéticas descendid hasta 5.07 a las 72
horas (Cifra que fue la menor presentada, en las sets cinéticas realizadas). El crecimiento
maximo logrado fue de 1.1 X 10° UFC/ml, en promedio, a las 72 horas. La concentracién
de azlcares totales bajé de 564 g/100 ml hasta 60 mg/100 ml de sobrenadante. En
relacion a la aparicion de cristales y esporas fueron muy pocos al cabo de 48 horas, con
lisis celular de aprox. 3-15%, y los cristales presentaron un mayor tamario que en las dos
fermentaciones anteriores. Al término de 72 horas habia un 50% de esporas y cristales
libres, por lo que se dejaron en agitacién 24 horas més con el fin de obtener un mayor
porcentaje de lisis celular. Los valores sefalados aqui se presentan graficamente en la Fig
No. 6.

En la tabla No. 13 se indican los valores de la cinética de fermentacion de la cepa de
B.ti clave 225, propagada en la combinacién 4 del medio MPG (melaza 2%, Pasta en
polvo 3%). Se comenzd con un indculo de 1.0 X 10" UFC/mI, semejante al de la
fermentacion anterior , (Tabla 12), con un pH de 6.4, el cual se mantuvo con pocas
variaciones, y presentd un valor minimo de 6.16 al cabo de 48 horas de fermentacion, el
cual ascendid ligeramente a 6.35 a las 72 horas, el mayor presentado en las seis
fermentaciones; en lo que respecta al crecimiento, se obtuvo 2.4 X 10° UFC/m! al término

de 72 horas, ligeramente mayor al presentado en la combinacion 1 (1% de melaza , 3%



Azucares Totales ( g/100 ml)

Tabla 12. Cinética de fermentacion de B.t.i cepa 225
propagada en medic MPG, combinacion 3 (melaza 1%, Pasta

en polvo 7%) por 72 h.

Horas pH Crecimiento® Aziicares
totales®
0 6.85 22x107 .5.646
24 5.29 6.3 x10° —-
48 5.48 57 x 10° -
72 5.07 1.1 x 10° 0.06

* En UFC/ml de cultivo.

* En g/100 ml de sobrenadante.
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Fig. 6. Cinélica de fermentacion de B.f.i., cepa 225
propagada en la combinacion 3 del medio

MPG a 30 °C, pH imicial de 7.0, agitacion

200 r.p.m. durante 72 h.
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AzuUcares Totales ( g/100 ml)

Tabla13. Cinética de fermentacion de B.fi cepa 225
propagada en medio MPG, combinacion 4 (melaza 2%, Pasta

en polvo 3%) por 72 h.

Horas pH Crecimiento® Azicares
totales®
0 6.4 1.0x 107 2.795
24 6.49 1.6 x 107 —
48 6.16 1.1x10° —-
72 6.35 2.4 x10° 0.175

® En UFCG/mI de cultivo.

® En g/100 ml de sobrenadante.
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Fig 7. Cinética de fermentacion de B {.1i. cepa 225
propagada en la combinacién 4 del medio

MPG, a 30 C, pH nicial de 7.0, agitacién

200 r.p.m.. durante 72 h.

Log,, UFC/ml
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pasta en polvo) (Tabla 10), y al de la combinacion 3 (1% de melaza, 7 % de pasta en
polvo), (Tabla 12). En lo que concierne a la concentracién de aztcares totales, de un valor
inicial de 2.795 g/100 ml, quedd un remanente de alrededor de 175 mg /100 ml, a las 72
horas, cifra que rebasé en mas de 100 mg/100 ml al presentado en medios con 1% de
melaza. Por ofra parte, a las 48 horas de fermentacion habia aproximadamente un 50% de
esporas y cristales libres, con lisis del 50-70% de las células, que aumentd hasta un 80-
90% al término de 72 horas de fermentacion. Tales resultados se muestran en la Fig. No.
7.

La Tabla No. 14 muestra los parametros de fermentacion de la cepa de B.ti clave 225
cultivada en la combinacién 5 del medio MPG (melaza 2%, pasta en polvo 5%). El numero
de células del indculo al iniciar la fermentacion, fue de 8.2 X 10° UFC/ml, algo menor a los
mencionados anteriormente; el crecimiento maximo llegd hasta 3.6 X 10° UFC/ml, a las 72
horas de fermentacién, valor que estuvo por debajo de las presentadas en las cinco
fermentaciones restantes. El pH descendié gradualmente de 6.35 hasta 5.30 a las 72
horas de fermentacion; en tanto que los azucares totales disminuyeron de 4.0 g/100 mi
hasta 200 mg/100 ml. En relacién al porcentaje de esporas y cristales libres, al cabo de 48
horas, un 10-20% del total de células, que aumentd hasta cerca del S0% a las 72 horas,
por lo que la fermentacién se dejo continuar 24 horas mas para completar un 80-20 de lisis

celular. Estos resultados se presentan en la Fig. No. 8.

En la tabla No. 15 se presentan los resultados de la cinética de fermentacion de la cepa
de B.ti clave 225, propagada en la combinacién 6 del medio MPG (2% melaza, 7% de
pasta en polvo). El indculo tenia una poblacion inicial de 1.8 X 10° UFC/ml, que alcanzé un
crecimiento méaximo de 2.8 X 10° UFC/ml en 48 horas, que después disminuy6 a 8.5 X 10°
a las 72 horas; en tanto, el pH descendié lentamente de 6.43 hasta quedar en 5.28 a las

72 horas. Las cifras de azucares totales bajaron de 6.47 g/100 ml hasta 250 mg/100 m!,



Tabla 14. Cinética de fermentacién de B.t.i. cepa 225 propagada
en medio MPG, combinacién 5 (melaza 2%, Pasta en polvo 5§%)

Azucares Totales ( g/100 ml)

S0

Log

por 72 h.
Horas pH Crecimiento® Azdcares totales®
0 6.35 8.2 x 10° 4
24 5.84 3.1x107 mrem
48 5.61 3.1x10° o
72 53 3.5x 10° 0.2
¢ En UFC/ml de cultivo.
® En g/100 ml de sobrenadante.
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Fig. 8. Cinética de fermentacion de B.f.7., cepa 2205
propagada cn la combinacion 5 del medio
MPG a 30 C. pH inicial de 7.0, agilacion
200 r.p.m. durante 72 h.



Aztcares Totales ( g/100 ml)

Tabla 15. Cinética de fermentacion de B.{.i. cepa 225
propagada en medio MPG, combinacién 6 (melaza 2%, Pasta

en polvo 7%) por 72 h.

Horas pH Crecimiento® Azlcares
totales®
0 6.43 1.8 x 10 6.47
24 6.16 7.0x10° -
48 5.34 28x10° -—
72 528 8.5 x 10° 0.25

2 En UFC/mI de cultivo.

* En g/100 ml de sobrenadante.
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Fig. 9. Cinética de fermentacion de B.t.i., cepa 225
propagada en la combinacién 6 del medio
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200 r.p.m. durante 72 h.
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por lo que hubo un remanente de casi 200 mg/100 m! en el sobrenadante, mas que en los
medios con 1% de melaza (ademas de los azucares del tipo del almiddn que precipitaron
junto con el complejo espora-cristal, en un porcentaje desconocido). Por ofra parte, a las
48 h habia solo algunas esporas y cristales grandes libres, con lisis del 3-15% de las
células, que aumentd casi hasta 50% al cabo de 72 h, por lo que la fermentacion se dejé
continuar 24 h mas para cdhplétar un 80-20% de lisis celular. Estos datos se presentan en
la Fig No. 9.

Los resultados resumidos de estas cinéticas, se presentan en |a siguiente Tabla No. 16.

Tabla 16.- Crecimiento maximo, azucares residuales y pH minimo presentado en una
fermentacion de 72 horas con B.t.i, clave 225 propagado en seis combinaciones del
medio MPG*.

Combinacién Crec. max.* Az. Resid.” pH®
1 1 60 5562
2 7.3 &5 5.45
3 1.1 60 5.07
4 24 175 6.16
5 0.3 200 5.30
6 2.8 250 5.28

* Medio de Melaza y Pasta en polvo.
* X 10° UFC/ml de cultivo.

® Aziicares residuales totales en mg/100 ml de sobrenadante, a las 72 horas de fermentacion.

¢ pH minimo presentado durante la fermentacion.

S.- Produccion del extracto espora-cristal de B.L.i. 225
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Tabla 17.- Produccién, concentraciones letales medias y potencia de los extractos espora -
cristal de B.Li. cepa 225, obtenidos en seis combinaciones del medio MPG, sobre larvas de

Aedes aegypti.

COMBINACION? PRODUCCION® CL,° POTENCIA®
1 13.05+0.18 0.0317 4,400.6
2 18.9 £1.02 0.1046 1,333.6
3 342+75 5.550 25.1
4 86+0.16 0.0382 3,651.6
5 276+40 0.7581 184
6 42577 29535 47.2

* Concentraciones de melaza y pasta en polvo, del medio MPG, segun la Tabla 7.

® En g, promedio de 3 repeticiones.
¢ Concentracion letal media, en mg/l.
¢ En UTl/mg de exiracto de fermentacién.
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La tabla No.17 muestra la produccién obtenida para cada una de las seis combinaciones
del medio MPG en las cuales se propagé la cepa de B.ti. clave 225. En ella encontramos
que el valor minimo correspondio a la combinacién 4 formada por melaza 2% y pasta en
polvo (PG) 3%, con valor de 8.6 g/l en promedio, seguido de la combinacion 1 ( 1%
melaza, 3% PG) con 13.05 g/l, después la combinacién 2 ( 1% melaza, 5% PG) con 18.9
g/l, y de este valor siguid aumentando el peso del extracto espora-cristal hasta el valor
maximo de 42.5 g/l obtenido para la combinacion 6 ( 2%melaza y 7 %pasta en polvo).
Como era légico suponer, entre mayor fue la cantidad de PG que contenia el medio o
combinacion, mayor fue la cantidad de extracto obtenido, ya que el residuo no utilizado al
final de la fermentacion, precipitd junto con el extracto. En la misma tabla No. 17 se
muestran las concentraciones letales medias obtenidas para estos extractos sobre larvas
de Aedes aegypti de 4o. estadio temprano. La concentracion letal media minima
corespondio al extracto obtenido en la combinacion 1 ( 1% de melaza, 3% PG), de 0.0317
mg/l, seguido del extracto producido en la combinacion 4 (2% melaza, 3% PG),con 0.0382
mg/l y en tercer lugar el extracto obtenido en la combinacién 2 ( 1% melaza, 5% PG) con
0.1046 mg/l. Los restantes extractos presentaron concentraciones letales medias en el
rango de 0.7581 hasta 5.550 mg/l.

6.- Actividad del estandar IPS - 82.

El estandar usado, IPS- 82, del Instituto Pasteur de Paris, donado por la Dra. H. de
Barjac, se probd en el mismo insecto, Aedes aegypti, de 4o0. estadio temprano, y se
emplearon siete concentraciones. Los datos del bioensayo se muestran a continuacién, en
la tabla No. 18.
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Tabla 18.- Porcentajes de mortalidad presentados por distintas concentraciones del
estandar IPS-82, sobre larvas de Aedes aegypti de 40. estadio temprano, a las 24 horas
de exposicion.

Concentracién % de mortalidad
(mgf)

0.005 8

0.008 30

0.01 60

0.02 96

Estos datos, se sometieron al Programa de Probit, que determiné la concentracion
media letal en Aedes aegypti, fue de 0.0093 mg/l, con un intervalo de confianza al 95% de
0.0076 2 0.0114, un valor de Chi cuadrada (X°) de 1.0612 y una pendiente de 5.41, valores

aceptables, seguin los valores de tablas. Tales datos se muestran en la tabla No. 19.

Tabla 19.-Cifras estadisticas del bioensayo con el estandar IPS-82 contra Aedes aegypti.

Cle .C* b g Pendiente

0.0093 0.0076 -0.0114 1.0612 5.41

* |ntervalo de confianza del 95 %.

**Valor de la Chi cuadrada.

7.- Actividad presentada por los extractos insecticidas producidos en las seis
combinaciones del medio MPG.

Una vez obtenido el valor de Cls para el estandar IPS-82, se determinaron las
potencias de los extractos obtenidos en las seis combinaciones del medio de melaza y

pasta en polvo, que se muestran en ta Tabla No. 17. En ella encontramos que el extracto
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mas efectivo fue el obtenido en la combinacion 1 (1% de melaza y 3% de pasta en polvo)
que resultd con 4.400.6 UTI/mg, seguido del producido en la combinacian 4 (2% de melaza
y 3% de pasta en polvo) con 3,561.6 UTI/mg, y en tercer lugar el extracto obtenido en la
combinacion 2 ( 1% de melaza y 5% de pasta en polvo) con 1333.6 UTI/mg. Los exiractos
restantes presentaron actividades insecticidas muy por debajo de los anteriormente
mencionados, desde 184 hasta 25.1 UTl/mg. Cabe mencionar que los dos extractcs mas
potentes, fueron producidos en las combinaciones 1 y 4 , del medio MPG, que contenian

las concentraciones mas bajas de pasta en poivo (3 %).

Las cifras estadisticas de los bioensayos realizados para determinar la potencia de los
seis extractos obtenidos en |as diferentes combinaciones de!l medio MPG, sobre larvas de
Aedes aegypti de 4o. estadio temprano se muestran en la Tabla No. 20.

En ella se observa que los valores de las pendientes, desde 2.79 a 5.03, fluctuaron dentro
de los limites permitidos, entre 1.5 y 6; y fueron significativamente diferentes de cero al
nivel del 5%, segun las cifras obtenidas para el valor F, comparados con los valores de
tablas; en tanto que los valores para la Chi cuadrada, de 0.072 a 6.03, estuvieron dentro

de los limites permitidos, segun los valores de tablas.
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Tabla 20.- Cifras estadisticas de los bioensayos realizados con los extractos espora-cristal
de B.ti. cbtenidos en seis combinaciones del medio MPG, sobre larvas de Aedes aegyptfi.

Combinacién Gl I G Pendiente Valor F X

1 0.0317 0.0275 a 503 51.76 3.8
0.0365

2 0.1046 0.0609 a 3.30 25.70 2.54
0.14797

3 5.55 4305a7.156 2.79 34.06 6.03

4 0.0382 0.033 a 0.0441 478 537 0.4

5 0.758 0.6584 a 473 146 2.14
0.8729

6 2.953 2.193a3977 3.50 1423 0.072

* Concentracion letal media, en mg/l.

** Intervalo de confianza del 85 %

*** Chi cuadrada.

8.- Actividad presentada por bioinsecticidas comerciales, ensayados a nivel de

laboratorio.

En los bicensayos realizados con los cuatro insecticidas comerciales probados, se

obtuvieron las concentraciones letales medias correspondientes, y su potencia sobre

Aedes aegypti de 4o. estadio temprano, se muestran en la tabla No. 21. La concentracién

letal media menor fue presentada por Bactimos®, con 0.0771 mg/l sobre Aedes aegypfi,

formulado al 50% de ingrediente activo, 50% ingrediente inerte, con una potencia de 1,809

UTl/mg, seguido de Teknar®, de Sandoz, con una Clgy de 0.05925 mg/l, lo cual dié una
potencia de 1,508 UTIl/mg, en tercer lugar quedd ABG®- 6168, de Abbott, formulado al
0.2% de Ingrediente activo, con Clg de 0.5160 mg/l y una potencia de 270 UTlmg; en

tltimo lugar, quedé Vectobac®, de Abbott, que mostro una ClLs, de 7.6332 mg/l y una

potencia de sélo 18.27 UTl/mg.
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Tabla 21.- Concentraciones letales medias y actividades comparativas de

bicinsecticidas comerciales determinadas sobre Aedes aegypti a nivel de laboratorio..

PRODUCTO COMPANIA CLsy POTENCIA®
ABG-6168 Abbott 0.5160 270
Bactimos Biochem 0.0771 1,809
Teknar Sandoz 0.0825 1,508
Vectobac Abbott 7.6332 18

* Concentraciones letales medias , en mgil.

® EnUTI/ mg.

En la siguiente tabla No. 22, se presentan las cifras estadisticas de estos bjoensayos
realizados con bioinsecticidas comerciales, en la cual se muestra que los valores
obtenidos para las pendientes fluctuaron entre 1.708 y 6.761, este ditimo ligeramente
mayor que el valor maximo aceptable = 6, mientras que las cifras para la Chi cuadrada

estuvieron en el rango de 1.510 hasta 4.49, al nivel del 5%.
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Tabla 22.- Cifras estadisticas de bioensayos realizados con productos comerciales a
base de B.t.i, contra larvas de Aedes aegypti a nivel de laboratorio.

PRODUCTO Clso’ 1.c.P PENDIENTE VALORF b4
Bactimos® 0.0771 .03046 a 1.925 2167 2.050
1954
Teknar® 0.0925 05031 a 1.708 66.65 1.510
1702
ABG®-6168 0.516 4630 a 6.761 48.98 4.49
5750
Vectobac® 7.633 5.9795 a 3.862 52.49 2.64
9.7443

# Concentracion letal media, en mgfl.
® Intervalo de confianza del 95 %.

¢ Chi cuadrada.

9.-Actividad presentada por formulados a base de B.£.i 225,

En la Tabla siguiente No. 23 se muestran |os resultados de los bioensayos, contra larvas
de Aedes aegypti de 4o. estadio temprano realizados con los dos formulados preparados
con el extracto insecticida mas potente, el obtenido en ta combinacién 1 del medio MPG. El
formulado 1 constituido por un 10 % de ingrediente activo + 90 % de ingrediente inerte
(talco), presentd una concentracion media letal de 1.3213 mgl/l, y una potencia de 105.68
UTImg, en tanto que el formulade 2, con tierra de diatomeas como ingrediente inerte, en la
misma proporcion que el formulado 1, mostrd una Cls, de 1.8073 mg/l y una potencia de
73.42 UTl/mg.
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Tabla 23 - Actividad insecticida de formulados preparados al 10% de ingrediente activo de
B.ti clave 225 + 90% de ingrediente inerte, contra larvas de Aedes aegypti.

Formulado Cle" Potencia®
1* 1.3213 105.68
2™ 1.9073 7342

* Con talco como ingrediente inerte.
** Con tierra de diatomeas
* Concentracion letal media, en mg/l

®En UTI/mg.

En la tabla No. 24 se senalan las cifras estadisticas de estos bioensayos con los
formulados, realizados contra larvas de Aedes aegypti. La CLs Obtenida para el formulado
1 fue de 1.3213 mgl/l, el intervalo de confianza al 95 % oscilé entre 0.9978 a 1.7497,
mientras que la pendiente tuvo un valor de 4.44, la Chi cuadrada fue de 5.53, menor a la
de tablas y el valor F fue de 24.05, lo que indica que la pendiente fue significativamente
diferente de cero al nivel del £%. Para el formulado 2, se obtuvieron valores de Clsy de
1.9073 mg/l, con un intervalo de confianza del 95% de 1.1882 a 3.0615 mg/l, una
pendiente de 3.40, dentro de los timites permitidos, un valor F de 39.67, lo que indica una
pendiente significativamente diferente de cero al nivel del 5 %, y una Chi cuadrada de
1.84, menor 2 la de tablas.
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Tabla 24. Cifras estadisticas de bioensayos con formulados a base de B.ti 225 (10 % de

ingrediente activo + 30% de ingrediente inerte) contra larvas de Aedes aegypti a las 24
horas de exposicion.

Formulado CLg" L.CP Pendiente Valor F &
1* 1.3213 9978 a 4.44 24.05 5.53
1.7497
o 1.9073 1.1882 a 3.40 39.67 1.84
3.0615

* Con talco como ingrediente inerte
** Con tierra de diatomeas.
*en mg/l

®Intervalo de confianza del 95%.

Al establecer una comparacion, entre las actividades insecticidas de productos
comerciales y los formulados preparados al 10 % de ingrediente active de B.ti clave 225,
podemos concluir que de los cuatro bioinsecticidas comerciales probados, tres de ellos,
que fueron Bactimos®, Teknar® y ABG®-6168, con 1,809, 1,508 y 270 UTl/mg
respectivamente, resultaron superiores en potencia a nuestros formulados, que mostraron
10568 y 73.42 UTl/mg, para el formuladoe con talco y con tiera de diatomeas

respectivamente y unicamente el Vectobac®, con 18 UTl/img fue inferior, como se muestra
en la tabla No. 25.



Tabla No. 25. Concentraciones letales medias y actividades comparativas de

bicinsecticidas comerciales y formulados preparados a base de ingrediente activo de
B.ti 225, sobre larvas de Aedes aegypli.
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BIOINSECTICIDA Cls,* POTENCIA®
Bactimos® 0.0771 1,809
Teknar® 0.0925 1,508
ABG®-6168 0.5160 270.0
Formulado 1* 1.3213 105.68
Formulado 2** 1.9073 7342
Vectobac® 7.6332 18.0

* Con talco como ingrediente inerte.

**Con tierra de diatomeas
¢ EnmgA.

® En UTlImg
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se disefaron diferentes medios econdémicos para el cultivo y seleccion de cepas de
Bti de la Coleccion Intemacional de Bacilos Entomopatégenos de la F.C.B-UAN.L,
activas contra especies de insectos vectores,en particular Aedes aegypti. Aungue los seis
medios de cultivo preparados promavieron buen crecimiento y esporulacion de las cepas
bacterianas, uno de ellos, preparado con pasta en polvo , subproducto de la fabricacion de
pastas para sopa de Gamesa, S.A., fue con el que se obtuvieron los porcentajes de
mortalidad mayores, en los bicensayos contra larvas de Aedes aegypti, empleando cultivos
totales de las siete cepas de B.Li, tantc en los resultados preliminares, como en [os
definitivos para obtener la CLsp, que resultaron con cifras de 4.7593 X 10~ para la cepa
clave 001 y 48743 X 10-' para la cepa clave 225, ambos valores expresados como
diluciones del cultivo total, muy superior al reportado por Orduz y col (1892), para su nueva
cepa recientemente aislada 163-131 , de 0.2 X 10-* dilucién del cultivo total en Aedes
aegypti. Al cbservar los resultados notamos una similaridad entre los valores obtenidos
para las dos cepas mencionadas y dado que la cepa clave 001, originaria de Israeles la
base del estandar IPS-82, y tomando en cuenta que la cepa clave 225 presentd una
toxicidad muy semejante a la de la cepa clave 001 decidimos emplear |la cepa clave 225 en
los estudios postericres de fermentacion y obtencion del ingrediente activo, ya que los
resultados con cultivo total habian evidenciado una actividad muy semejante.

Al realizar los estudios de fermentacion a nivel de matraz, con [a cepa clave 225 y el
medio seleccionado pasta de Gamesa (MPG), para determinar las concentraciones
Optimas para produccién de toxina, tanto del ingrediente ya mencionado, como de melaza,
tomando como parametros de medicion crecimiento,pH, formacion de cristales |
rendimiento y actividad del exiracto, enconirames que en lo relativo a crecimiento
alcanzado tuvimos un rango de 3.5 X 10° a 7.3 X 10° UFC/m, algo similar al alcanzado
por Abdel- Hameed y col (1991), de alrededor de 1 X 10%m! , a nivel de fermentador de 8 |
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; también fue cercano a los valores reportados por Pearson y Ward (1988), quienes
obtuvieron 3 X 10° UFC/ ml en matraz agitado y 6.5 X 10° / m! en fermentador de 40 |;
comparado con el crecimiento reportado por Smith (1988) de 0.01 - 89 X 10°, y el de
Salama y col (1983) de 0.1 2 6.1 X 10° / ml resultd superior. Ademas, en fermentaciones
realizadas con otras variedades de B.{ las cifras de crecimiento obtenidas han fluctuado
entre 3.7 X 10°/ml a7.14 X 10" UFC / ml,segin los reportes de Dulmage (1971), Drake y
Smith (1963), Maldonado-Blanco (1981), Arcas y col. (1984), Arcas y col. (1987), Razo
(1990) y Rowe (1990).

Por otra parte, analizando el comportamiento del pH en las seis combinaciones
preparadas, éste no alcanzo valores superiores a 7.0, por el contrario y diferente a la
mayoria de los valores reportados, en los cuales el pH se eleva por arriba de 8.0, segin
Rowe y Margaritis,(1987), Abdel-Hameed y col.(1991), Obeta y Okafor (1984), Dulmage y
col. (1970), Smith (1982), Vandekar y Dulmage (1983), en nuestros medios se mantuvo en
el rango entre 5.07 y 6.65, con un valor minimo de 5.52, en la ¢combinacion que did el
extracto méas activo. Solo hubo algo de similitud, con el trabajo reportado por Pearson y
Ward (1988), cuando en fermentaciones con matraces agitados, el pH oscilé en el rango
entre 6 y 7. En relacidn a esto, Abdel- Hameed y col. (1991) mencionan en su trabajo que
cuando el pH decrece por abajo de 6.5, afecta en un 20 % e! rendimiento de toxina, hecho
que se ve incrementado hasta en un 50% cuando el pH aumenta hasta 8.0, de tal manera
que se podria pensar que quizd en nuestro caso se afectd el rendimiento de toxina en
alguna proporcion, aunque menor, comparado con lo que se afectaria si el pH se hubiera

elevado por arriba de 8.0.

En cuanto concierne al contenido de azlcares residuales, en los medios conteniendo
1% de melaza habia un remanente de alrededor de 60 mg / 100 ml = 0.6 mg/ml, en tanto
que en los medios con 2% de melaza permanecia un residuo de mas de 200 mg/ 100 mi=

2 mg/ml. Tomando en cuenta gue el crecimiento no se vi6é incrementado al usar 2% de
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melaza ni la actividad del extracto conteniendo la d- endotoxina fue mejor que con los
medios con 1% de melaza, consideramos que con 1% de melaza es suficiente; esto
concuerda con lo reportado por Pearson y Ward (1988) y Abdel-Hameed y col (1991),
quienes en sus medios optimos para produccion usaron 1% de melaza. Ademas de estos
azicares determinados en el sobrenadante, quedd también un residuo insoluble formado
principalmente por almiddn, materia constituyente del ingrediente usado pasta en polvo,
que no se determiné en la muestra y que precipitd junto con el complejo espora- cristal.
Esto contribuyd al incrementc en peso del extracto obtenido e hizo que la actividad
presentada por los extractos, variara inversamente a la produccién como obviamente se

esperaba.

En relacion a esto, la produccién obtenida en las seis combinaciones del medio
MPG varié mucho, ya que conforme aumentaba [a concentracion de pasta en polvo, de los
medios, de 3 hasta 7%, la produccién aparente obtenida era mayor, ya que el sustrato
residual que quedaba al final de la fermentacién, contribuyé al incremento en peso de los
extractos y por ende, la actividad resulté disminuida, por la cantidad de materia prima
residual gue precipitd junto con el extracto, en el proceso de recuperacién del
bicinsecticida, de tal manera que los extractos obtenidos en las combinaciones del medio
MPG con pasta en polvo 3%, (1 y 4), presentaron una produccion de 13.04 y 8.6 g/l
mientras que |a actividad presentada fue de 4,400.6 y 3651.8 respectivamente, en tanto
que los extractos obtenidos en las combinaciones con 5% de pastaen polvo (2y 5 ), sus
cifras de produccién fueron de 18.9 y 27.6 gll, con actividades de 1,333.6 y 184 UTI/mg,
respectivamente; por ultimo, los extractos obtenidos en las combinaciones con pasta en
polvo 7%, ( 3 y 6 ) presentaron rendimientos de 34.2 y 42.5 g/l y toxicidades de solo 25.1 y
47.2 UTlUmg.

El extracto mas potente, el producido en la combinacién 1 con pasta en polvo al 3% y

melaza al 1%, resultdé con una actividad de 4,400.6 UTI/mg, sobre Aedes aegypti, que sin
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embargo al ser comparado con el estandar IPS-82, resulté 3.4 veces menos potente. Cabe
mencionar que en el estudio reportado por Rodriguez y col (1991), en el cual usaron una
cepa recuperada del estandar IPS-82 ( clave 001) y propagada en un medio de melaza y
liquido de remojo de maiz, obtuvieron un extracto con una potencia de 3,571.42 UTl/mg
sobre Aedes aegypti, valor que resulté también 4.2 veces inferior al estandar IPS-82. Esto
nos lleva a pensar que quiza Ias dos cepas, la 001, constituyente del estandar y la 225,
que utilizamos en nuestros estudios, produzcan toxicidades semejantes en el medio con
melaza y liquido de remojo de maiz para la primera y el medio MPG (melaza y pasta en
polvo) para la segunda y que quiza la diferencia en toxicidad que tienen con el estandar
IPS-82 la haga el medio de cultivo empleado o bien el método de extraccion utilizado para
la preparacién de este ultimo, porque si ambas cepas se propagaran en el medio usado
para preparacion del estandar, quiza se obtendria una mayor potencia, comparable a
dicho esténdar. Otra observacidon deducida de nuestro estudio, es de que el medio de
cultivo que se emplee para produccion no debe dejar residuos o material grueso insoluble,
al momento de hacer la extraccion, ya que precipitarian junto con el complejo espora-
cristal y entonces el producto tendria una gran cantidad de impurezas, que afectarian su

potencia.

Al formular nuestro ingrediente activo mas efectivo, con talco y tierra de diatomeas como
ingredientes inertes, ademas de Triton X-114 como coadyuvante, en la proporcion
10:90:1, los resultados que obtuvimos fueron de 105.68 UTl/mg para el formulado con
talco y 73.42 UTi/mg para el formulado con tierra de diatomeas. Estos valores resultan
bajos para o esperado, ya que Rodriguez Tovar (1994), en su trabajo con formulados a
base de B.ti, determind una potencia de 3,061 UTIl/mg para el ingrediente activo de B.t.i
obtenido en medio de melaza y liquido de remojo de maiz, con el cual preparé el formulado
con talco como ingrediente inerte, en la misma proporcion al nuestro y obtuvo una potencia
de 346 UTl/mg, valor que resuita muy semejante al de Bactimos® Pellets, de 350 UTl/mg,

por lo cual el nuestro presentd una potencia tres veces inferior. Esto tal vez podria
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explicarse por el hecho de que nuestro formulado se preparé varios meses después de
que se obtuvo el ingrediente activo y quiza las condiciones de almacenamiento no fueron
las mas adecuadas, pudo ser que el extracto tomé humedad del medic ambiente, 0 quiza
la temperatura alta caracteristica de esta region hizo que la toxina fuera degradandose
gradualmente al paso de los meses, W.H.O (1979), Guillet y col (1979), Vandekar y
Dulmage, (1983).

En los bicensayos realizados con otros insecticidas comerciales, las potencias
determinadas sobre larvas de Aedes aegypti variaron en el rango de 1808.33 a 18.27
UTUmg. Al intentar hacer una comparacién con el formulado nuestro, nos encontramos
con el hecho de que pocas marcas comerciales dan a conocer el porcentaje de
ingrediente activo del formulado, de tal forma que solo pudimes saber del Bactimos® y del
ABG-6168®, que contienen un 50 y 0.2% de ingrediente activo respectivamente, por lo
tanto fue dificil establecer una comparacion exacta. Sin embargo, si podemos decir que
nuestro formulado al 10% de ingrediente activo, resulté inferior al ABG-6168®, formulado
al 0.2% de ingrediente activo; y el Vectobac®, que fue el producto comercial evaluado
menos potente, fue inferior al nuestro, aunque desconocemos cual es el porcentaje de
ingrediente activo que contiene.

Otra explicacién para la baja potencia de nuestro formulado podria ser por el habito
alimenticio de la larva de Aedes, que se alimenta del fondo, y como nuestro formulado se
prepard con talco, el tamafio de particula de este hace que quede mas en suspension, que
en el fondo, y por lo tanto a la larva le falté ingerir |a cantidad de toxina necesaria. También
otro problema es el mezclado inadecuado, cuando se hace la formulacion, porque le falta
uniformidad.

De los objetivos inicialmente planteados, se cumplieron al seleccionar una cepa de B.L,

de nuestra Coleccion Internacional de Bacilos Entomopatdgencs, activa contra Aedes
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aegypti, se disend un medio econdmico a base de subproductos, para la produccién de la &
endotoxina, y se evaluaron los productos insecticidas recuperados de dicho medio, se formuld
el mas efectivo y se determino su potencia, asi como de otros productos comerciales, solo que
al establecer una comparacion entre estos Ultimos y los formulados nuestros, la potencia de los
formulados preparados fue baja, menor a la esperada, y pensamos que quiza el punto débil
estuvo en la etapa de formulacion, ya que los resultados de toxicidad con cultivo total y del
ingrediente activo (extracto) fueron aceptables, por lo tanto la hipotesis de trabajo se cumplié en
parte, por lo que hace falta una mayor investigacion en este campo.

Finalmente debemos mencionar que el costo del medio de produccidn, fue bastante bajo, de
aproximadamente N $ 0.376 por litro de medio de cultivo.

De este trabajo por tanto obtuvimos las siguientes conclusiones:

O
Las siete cepas de B.Li. probadas mosiraron buen crecimiento, esporulacion y formacién de
cristales téxicos en los seis medios disefados para produccidn de la &-endotoxina.

O Cuando se probaron cultivos totales, seis de las siete cepas de B.Li. propagadas en el medio
pasta en polvo de Gamesa, mostraron porcentajes de mortalidad mayores en larvas de Aedes
aegypti, que los cultivos obtenidos en los restantes cinco medios.

O Las cifras menores de CLg, obtenidas a nivel de cultivo total, correspondieron a las cepas de
Bti. claves 001 y 225 ambas cultivadas en el medio MPG (Pasta en polvo de Gamesa), con
valores de 4.7593 X 107 y 4.8743 X 107, respectivamente, expresadas como diluciones del
cultivo total.

O De las cepas de B.ti. evaluadas, la mas efectiva fue la cepa clave 225, originaria de Kenya.
O En los experimentos a nivel de matraz de 500 ml, en seis combinaciones del medio MPG,
con pasta en polvo de Gamesa y melaza, la combinacion 1, constituida por 3% de pasta en
polvo y 1% de melaza produjo el extracto insecticida mas potente, sobre Aedes aegypti, conuna
CL;, de 0.0317 mg/, una actividad de 4,400.6 UTl/mg y una produccién de 13.05 g/l.

O Nuestro extracto mas efectivo, resultd 3.4 veces menos potente que el estandar IPS-82.
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O Los formulados preparados con el extracto anterior, ademas de talco y tierra de diatomeas
como ingredientes inertes c/u, adicionados de Tritén X-114 como coadyuvante, en la proporcion
10:90:1 resultaron con una potencia de 105.68 para el preparado con talcoy 73.42 UTI/mg para
el de tierra de diatomeas, ambos sobre larvas de Aedes aegypti de 4o. estadio temprano, a nivel
de laboratorio.

Entre los logros mas importantes alcanzados fueron: seleccionar una cepa de B.ii., activa
contra Aedes aegypli, diferente a los trabajos realizados con anterioridad, por otros
investigadores, en los cuales se usaron cepas recuperadas del estandar IPS-82; disefiar un
medio de cultivo econdmico con subproductos de una industria fabricante de pastas para sopa,
para la produccion de la &-endotoxina de B.t.i., ademas del ya existente , compuesto por melaza
y harina de soya; v la posibilidad de usar cultivo total, directamente, en lugar del extracto seco
de espora-cristal, para la seleccion preliminar de cultivos en base a toxicidad.

Entre las aportaciones mas importantes fueron la de contribuir al conocimiento de la
biotecnologia de produccion de B.Li. en nuestro pais, donde es poco lo realizado hasta ahora,
por lo fanto hace falta una mayor investigacion, desde las etapas de aislamiento, seleccion,
optimizacion, formulacién y pruebas de campo de insecticidas biol6gicos a base de Bt /.
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Dentro de las recomendaciones podriamos mencionar las siguientes:

1.- Cultivar la cepa seleccionada de B.ti. clave 225, en el medio empleado en la preparacién
del estandar |IPS-82 y también en el medio B-8 de Dulmage y De Barjac, (1973), con el que
obtuvieron alto rendimiento de &-endotoxina de B.L.. .

2.-Determinar la actividad de los extractos obtenidos en los medios anteriores contra larvas de
Aedes aegypi.

2.- Probar esta misma cepa de B.ti. contra otros insectos blanco, tales como Culex y Anopheles,
a nivel de laboratorio.

3.- Investigar otras sustancias, ya sea de origen mineral u organico, como posibles ingredientes
inestes para preparacion del formutado de B.L..

4 -Determinar €l efecto de la humedad y la temperatura, en el almacenamiento del ingrediente
activo de B.Li. y también en los formulados, por periodos prolongados de tiempo

5- Determinar el nimero de plasmidos de la cepa de B.Li. seleccionada.

6.- Optimizar las condiciones operacionales, en relacion a la aereacion y agitacion, para la cepa
de B.ti. clave 225 a nivel de planta piloto ( fermentadores de 14 | de capacidad total.
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