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RESUMEN

Para determianr la actividad téxica que presentan dos cepas nativas de-

B. thuringiensis contra insectos lepidépteros, ae produjeron estas cepas en-

25 medios de cultivo, disefiados en base a melazag, subproductos de ¢itri--
cos 6 jugo de agave como fuente de carbone, harina de pescade o harina de 80
ya como fuente nitrégeno y liquido de remojo de maiz (L.r.m.) 6 Agua de coci
miento de levadura (A.C.L.) como fuente de cofactores de enriquecimiento, =~

asi como también sales minerales.

Al ensayar los extractos obtenidos de estos medios por bioensayos contra

insectos lepidbpteros (Heliothis virescens y trichohusia Ei)~se encontrd gue

solo la cepa denominada como B. thuringiensis GM-1 poseia actividad insecti-

cida contra estos insectos con mortandades de 20 a 100% en 500 ug del ex- -

tracto de E. thuringiensis GM-1 por mililitro de dieta del insecto, no asi -

para Bacillus thuringiensis GM-2 que resultd practicamente atoxica para las

insectos antes mencionados.

De los 25 medios de cultive prcbados'ae encontrd que los medios con -
clave E2 y E3, que poseen melazas, liguido de remojo de maiz 4 agua cocimien
to de levadura y carbonato de calcio son adecuados para producir bioinsecti-

cidas de B. thuringiensis GM-1, dado que log extractos obtenidos de estos me

dios y probados contra los insectos antes mencionados, poseen mortalidades -
de 100% a 500 ugdel extracto de B. thuringinsis GM-1 por ml. de dieta de am~

bos insectos.
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INTRODUCCION

La produccién de materiales bioldgicos para control de insectos plaga de
importancia agricola y salud piblica, es actualmente una industria de suma --
importancia en Estados Unidos, URSS y Francia. Estos paises producen una gran
variedad de microorganismos patdgenos de insectos: virus, hongos, bacterias y

protozoarios (29).

Por su especificidad, seguridad y eficacia la mayor parte de los patége-
nos producides en estos paises son bacterias esporuladas, entre éstas destaca

Bacillus thuringiensis a nivel comercial, dada la patogenicidad que posee la

8- endotoxina que produce a Lepiddpteros y Dipteros (29).

El desarrollo industrial de Entomopatdgenos es una alternativa a los pro-
blemas provocados por insecticidas quimicos (mutagénesis en vegetales, mamife-
ros, aves, peces y el hombre). Esta toxicidad ha originado incrementos de re-
sistencia en los mismos insectos aunado a la poca o nula selectividad que - ——
poseen, dadc que exterminan a los insectos benéficos e inhiben y matan a la ma

yor parte de la microflora del suelo, responsable de la fertilidad del mismo.

Hoy en dia el uso de Bacillus thuringiensis en el control de insectos se

ha generalizado a nivel mundial para control de plagas agricolas, forestales y
de importancia en salud publica. Los productos comerciales de esta bacteria -
poseen €l nombre de Dipel, Thurincide, Biotrol, Bactospeine, etc., que se dife

rencian porque el Bacillus thuringiensis involucrado en su produccidn es de di

ferente variedad. La demanda de éstos productos en el mercado cada dia es ma-
yor. Hoy en dia en los mismos paises productores existe escasez del producto

de aqul la relevancia de tener nuevas fabricas productoras.

En los estudios hasta hoy realizados con B. thuringiensis por diversos in

vestigadores del mundo, se sabe que la toxicidad de este microorganismo depen-
de de la cepa, de la variedad involucrada, ademds del medio de preduccidn {(57).
Dentro de esos parametros se trabaja adtualmente para lograr obtener productos

comerciales mis toxigénicos de B. thuringiensis que los que actualmente se pro



ducen; con el uso de diversas materias primas existentes en el pais donde se -

trabaja sobre éste tépico.

En México existe escasez de investigacidén en el campo de control micro- -
bial de patdgenos, dada la influencia de pesticidas quimicos y del poco o nulo
conocimiento de los problemas provocados por ellos (mencionados anteriormente)
de los que solo por accidente, riesgo de trabajo, ingestidn o contacto, se - -
tiene conocimientos, de aqui la relevancia de mostrar la eficacia que posee el

control microbial por medio de B. thuringiensis sobre insectos fitopatdgenos,

la cual es comparable y en algunos casos superior al realizado con insectici-
das quimicos, sin riesgo de toxicidad de ningin tipo. Por lo anterior en la

presente investigacidn nos propusimos los siguientes objetivoes:

1.~ Propagar dos cepas nativas de Bacillus thuringiensis a nivel de laborato——

rio en medios de cultivo a base de melazas, jugo de agave o subproductoe de

citricos como fuente de carbono.

2.-.Determinar la toxicidad de los extractos de Bacillus thuringiensis contra

insectos lepidéptercs (Trichoplusia ni y Heliothis virescens).




ANTECEDENTES

Generalidades.

La necesidad de buscar alternativas para controlar insectos—plaga disminu-
yendo el uso de insecticidas quimicos, es una realidad hoy en dia, dado los pro
blemas ocasionados tales como; resistencia de los mismos insectos y dafios ecold
gicos: toxicidad a suelos, plantas, rios e incluso al hombre. El contrel por -
radiaciones sobre criaderos de insectos es en la actualidad uno de los métodos -~
de mayor relevancia, peroc por su metodologia, sélo se utiliza en plagas muy es-

pecificas y su uso es muy restringido.

El control a través de microorganismos patdégenos de insectos es de los -—-
mas importantes, esto se debe a su mecanismo de accidn, selectividad, especifi=-
cidad y tecnologia de produccidén, la cual generalmente se realiza a través de -
fermentaciones sumergidas, en propagacién " in vivo " en insectos o bien en - -
cultivos de células de ellos {Granados R, 1981). Cabe sefialar que por su faci-
lidad de produccidn y su alta toxicidad a insectos plaga, los bioinsecticidas -

que mas se producen son bacterias y de éstas, Bacillus thuringiensis es de ma—

yor uso en el mundo. .
Historicamente el descubrimiento de éste microorganismo es atribuido a -
Ishiwata en 1901-1902 en Japén, quien lo aisld de larvas enfermas del gusano -

de seda (Bombyx morii) que presentaban una parélisis tipica, denomina al baci-

lo aislado Bacillus sotto. El nombre de B. thuringiensis es dado por Berliner

{1909-1912), quien aigla un bacilo identico al de Ishiwata, pero de las larvas

enfermas de la "palomilla del mediterréneo" Anagasta kuhiella (Zeller) en Ber-

lin, dentro del distrito de Thuringia, en Alemania, razén por la cual denomina

al bacilo esporulado de este insecto como B. thuringiensis, ain sin conocer lo

realizado por Ishiwata (29,30).

Aflos mas tarde (1915) Aoki y Chagaski demuestran que la patogenicidad de -
la especie sotto {Ishiwata) se debe a una tdxina preformada en cultivo esporula
dos de esta bacteria, experimento que confirman Mitani y Watari en 1916 al ais

lar un filtrado téxico de la especie sotto (Ishiwata) (29).



La descripcién tipica del cuerpo paraesporal de'g. thuringiensis fue rea-
lizada por Berliner (1915) y Mattes (1927), al observar que cultivos en esporu
lacién de esta bacteria producen una inclusién a parte de la espora, llamidndo-
lo "Restkorper" o Cuerpo de desecho". Berliner sugiere que éste cuerpo esta -
formado por material celular no requerido para la formacidén de espora, que es
esférico y su tamafio cambia hasta poseer una forma romboidal, observaciones —
que Mattes en 1927 confirma, y afiade que el crecimiento del cuerpc paraesporal

cambia de posicién a la espora (9,30).

Otras investigaciones sefialaban ya la importancia que podria tener B. -

thuringiensis en el control biolégico de insectos plaga. La mayor parte de -

lag investigaciones realizadas por cientificos de ese tiempo se encaminaban a

prebar extractos de cultivo de B. thuringiensis con insectos en laboratorio y

campo, asi en 1924 Shepher menciona el uso de E. thuringﬁensis para control de

la palomilla de la coliflor {Echocerus conrnutus). Hust (1927) infecta en el

laboratorio con B. thuringiensis al barrenador del maiz (Phinjausta - - - -

imbibalis) y demuestra gue esta bacteria es muy patfgena, ya que mataba al -

100% de los insectos en 1 a 1.5.dfas, describe también (1929-1930) métodos de
contrel y seflala que el de empolvado es el mejor para el combate del gusano —-
barrenador del maiz. En igual forma Matalinikoff y Chorine en 1929, prueban

en campo mediante aspersiones a B. thuringiensis para control del barrenador -

del maiz, indicando que los cultivos de maf{z infectados c¢on este insectoc y no

tratados con B, thuringiensis se desarrollan pobremente, mientras que en los -

tratados, el cultivo crece vigorosamente y produce mazorcas mis grandes que el

control. FPor otra parte B. thuringiensis es también patdgeno para la "palomi-

lla gitana" (Porthetria dispar) y larvas de Aporia erataegi y Vanesia urtical

De esta manera, con ellosefialaron que B. thuringiensis es un patdgeno especifico de

lepidépteros, ya que al ensayar esta bacteria con cuetro généros de saltamon—-
tes, dos mosquitos y un escarabajo resultaron resistentes a la toxina de este

microorganismo (56).

Como resultado de estas investigaciones y conocida la especificidad de la
patologia para el orden lepidéptera, se produce la alternativa de control de -

insectos plaga, al fabricar en 1930 el primer preoducto de B. thuringiensis - -

en Francia llamado "Sporine" el cual a nivel de campo contra el gusano banrena

L)
dor del maiz (Ostrinia rubilalis) se encuentra gque es efectivo. Sin embarge -

la destruccidén provocada por la segunda guerra mundial, did como resultado que



la fabrica manufacturadora desapareceria y dejo de producirse Bacillus - - -

thuringiensis.

Terminada la segunda guerra mundial se renuevan las investigaciones en el
campo de patdégenos y se hace més palpables los problemas taxondmicos de B ~ -

thuringiensis, ya que la cepa descrita por Ishiwata (B. sotto) y Berliner (B.

thuringiensis} eran identicas por lo que no podian es clasificadas como es-

pecies distintas. La confusién fu€ mds grande al proponer Smith, Gordon y ——

Clarke (1964) que B. thuringiensis sea clasificado como Bacillus cereus dado -~

que aparte de su patogenicidad para insectos y de la forma oblicua de su espo-
ra, resulta indistinguible de B. cereus (30), abandonindose por completo la -

produccién industrial de este microorganismo para control de insectos.

Con éstos estudios, Bacillus thuringiensis se considera como variedad de

Bacillus cereus, asi (1951) Toumanoff y Vago (35) aislan un patégeno esporula-

do identico al de Ishiwata (1901} al cual clasificaron como Bacilius cereus -

variedad alesti y mencionan la semejanza que existe entre este aisladoe, B. - -

cereus, B. sotto y B. thuringiensis (Berliner 1912).

En este afio {(1951) Steinhaus usa experimentalmente a B. thuringiensis en

pruebas de campo en los Estados Unidos para control de la "oruga de la alfal-

fa" (Colias pilodice, euritheme) (Biosduval), sin embargo, la importancia de -

clasificar taxonomicamente a B. thuringiensis y diferenciarlo de B. cereus era

de mayor interés en ese tiempo.

Hannay en 1953-1956 da a conocer los principios de una nueva taxcnomia pa

ra diferenciar a B. thuringiensis de B. cereus, ya que al examinar bacilos es-

porulados, aerobios, dentro de ellcs a B. thuringiensis, encuentra que este --

produce cristales en forma de diamante, denominédndolo "cuerpo paraesporal', al
cual Berliner (1916) leo llamdé “restkorper" o "6ueppo de desecho". Al analizar
dicho cuerpo (1956) encuentra que éste quimicamente es una proteina (31), y --

asocia al cuerpo paraesporal con la toxicidad de B. thuringiensis a insectos,

ya que al probar esporas de este microorganisme contra orugas de insectos pro-
ducen septicemia. Angus (1954-1956) demuestra que el cristal es una toxina -
soluble en soluciones al calinas y téxicas a insectos y ain sin conocer los - -
es.critos de Mitani y watari (1916) sobre extraccién de la téxina, utiliza mé-

todos similares para obtener una solucidn protéica libre de células, la cual -~
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produce Ya pardlisis sotto tipica, descrita por Ishiwata (31). En ese mismo -
tiempo, Stainhaus (1954) reafirma lo encontrado por Hannay, Angus y Berliner,

ya que al aislar a B. thuringiensis encuentra que este produce inclusiones en

forma viable, predominando la romboidal y cubaidal. Al realizar pruebas de -
infectividad con 15 cepas encuentra que laz inclusiones estan relacionadas con

la virulencia del bacilo a insectos.
La confirmacién de la forma del cuerpo paraesporal fue conocida al publi-
car Hannay y Fitz-James en 1955, las primeras fotografias del cristal bipirami

dal y ademds que éste es de consistencia protéica.

Con estos hechos es factible distinguir a B. thuringiensis de otros baci

los esporulados, pero ailin era problemitico distinguie. entre si las cepas de -
este microorganismo de diversos investigadcres. Por otra parte Steinhaus -

(1951-1956), a través de varias publicaciones demuestra como B. thuringiensis

es8 capaz de controlar insectos plaga principalmente lepiddpteros, para tiempo
después producirlo masivamente en E.U.A., la Pacific Yeast Products (19%7),

(tiempo después Bioferm Corp. y luego Chemical Corp.), la cual lanza al merca
do un producto llamado “Yhurimcide!, Industrializado, Heimpel y Angus (1958) -

publican como diferenciar & B. thuringiensig de B. cereus, la describir que

B. thuringiensié produce inclusiones paraesporales altamente tdéxicas para in-

sectos lepiddpteros, lo cual es una diferencia de B. cereus ain y cuando B. -

thuringiensis sea identico morfolégica y bioquimicamente a éste.

Al parecer el interés mostrado por los investigadores para clasificar a -

B. thuringiensis disminuye al producirse industrialmente éste.

Diez afios después de iniciada la industria, Heimpel (1967) en trabajos

realizados con diversas cepas de B. thuringiensis agrupa a estas bacterias co-

como "cristaliferas" y denomina al cristal " &-endotoxina" (33), y empiricamen
te agrupa a las cepas como variedades, debido a que existen diferencias muy -

marcadas entre éstas,asi denomina a B. thuringiensis variedad sotto al aislado

por Ishiwata (1901) y B. thuringienisis variedad alesti al realizado por Touma

noff y Vago (1951). En este afio, (1967} el producto B. thuringiensis, obteni-

do industrialmente y al cual Stainhaus (1957) did la importancia econdmica pa-
ra que se produjera en la Pacific Yeast Products (Thuricide), tenia poca deman

da en el mercado, ya que sus usos eran limitados, pues el predxto o contaba con



alta potencia y estandarizacidn adecuada porque los conocimientos adquiridos -
sobre este campo eran escasos. Asi DeBerjak y Bonnefai (1962-1973) proponen -

la clasificacion de B. thuriqgiensis en variedades de acuerdo a su reaccidén se

rolégica con el antigeno flagelar -H de células vegetativas mdviles {(cuadro -
Iv), mencionando que este antigeno (H) es eatable y especifico. Estos traba--

jos concluyeron con la designacidén de variedades de B. thuringienisis. Duran-

te este tiempo, Dulmage (1969), aisla wuna cepa de Bgsthuringiensis (HD-1), -
2

que resulta ser de 20 a 200 veces mas potente que todas las cepas conocidas -
(4), por lo que las compafilas productoras optaron por utilizarla, Asi las -

formulaciones de B. thuringiensis tuvieron mds demanda en el mercado y miés aiin

cuande el mismo Dulmage (1971) desarrolla la estandarizacién de productos basg

dos en B. thuringiensis, al probar las formulaciones industriales de este mi-

croorganismo por bicensayos con larvas de insectos, y utilizar a Thrichoplusia

ni {Falso medidor del tabaco) como insecto de prueba. En 1972 en Brownsville,
Texas, representantes de diversas industrias de Estados Unidos, productores de

B. thuringiensis como Abbot Laboratorios, Internaticnal Minerals y Chemical -=

Corp. y Nutrilines Products Inc., junto c¢on representantes de la divisidn de -
regulacién de parasiticidas (USEPA) y del departamento de Agricultura de E.U.A.
(U.S.D.A.) proponen que las formulaciones de la§ -endotoxina de B. -~ - - «~ -

thuringiensis en E.U.A. se estandaricen por bicensayos contra Trichoplusia ni

en comparacién con un estandar primaric y que las actividades de toxicidad de
este microorganismo sean reportados en U.I/mg., basédndose en el estandar inter
nacional E-61 de referencia. De esta manera una formulacidén de la cepa HD-1 -
fue aceptada como el estandar de referencia (HD-1-5-1971) con una potencia de

18,000 U.I./mg. de productos (6,18,19,20).

Otros avances obtenidos en taxonomia de B. thuringiensis fueron los reali

zados por J. krywienczyt al encontrar que las variedades de B. thuringiensis

pueden ser clasificados por antigeno de c¢ristal { & ~endotoxina); ademds, mencio
na que el 85% de las cepas aisladas por ella, poseen antigeno de cristal iden-
tico y pertenecen a un serotipo H especifico, lo cual puede estar relacionado

con la actividad insecticida (3,7,28,41,47).

Hoy en dia se sabe que no todas las sercovariedades de B. thuringiensis -

son tdéxicas para insectos plaga lepiddpteres, algunas de ellas son atéxicas, -
L]
como en el caso de la variedad colmeri y kumamotensis (Ohba y Aizawa 1981) y té

Xicas para otros insectos como en el caso de variedad isralensis que es tdxica



para mosquitos. Sin embargo existe la posibilidad de que la toxicidad dependa
de la cepa aislada, ya que ésta ain no esta muy bien definida o delimitada ¥
no hay haste lo hoy conocido una estricta relacién entre la serovariedad y la
toxicidad a un insecto {12,57). Es conocido también que la toxicidad es depen
diente de parémetros de fermentacién como pH, tiempo, medio de cultivo, ete.,
por lo cual es dificil aseverar con exactitud cuando una cepa es atdéxica, ya -

que lo puede ser para insectos nco probados.

BIOQUIMICA DE LA ¢§ -ENDOTOXINA DE B. thuringiensis.

Esta proteina (cristal) es el principal producto activo de Bacilius - -~
thuringiensis tdoxico a insectos plaga y se le conoce como cristal, cuerpo para
esporal o § -endotoxina; se caracteriza por ser insoluble en agua, scluciones -
buffer y solventes orgénicos, debido a puentes disulfuro e interacciones no co
valentes que forman el cristal. En condiciones normales esta toxina es solu-
ble en pH alcalinos superiores a 12 ¢ bien por la accidn conjunta de desnatu-
ralizadores (Angus 1956). Existen varios métodos reportados para conocer la

naturaleza del cristal paraesporal de B. thuringiensis, a través de diversos -

procesos quimicos o fisicos, como es el caso de reductores de puentes disulfu-
ro (Ac. tioglicolico) y sedimentacién por ultracentrifugacidn (Lacadet 1966-

1972), o bien con mercaptoetanol y electroforesis en gel con dodecil sulfato -
de sodio y urea, y determinacién de aminolcidos por cromatografia de intercam-
bie idnico y electroforesis en geles entre otros (7, 12,30, 57). Asi el uso -

de metodologias mencionadas anteriormente, reveld que las diversas variedades

de B. thuringiensis no muestran variacidn significativa en el contenido de ami
nodcidos, encontrandose que el &cido glutdmico y el aspértico se encuentra en
gran proporcién en el cristal (26%) en comparacién con los demds aminodcidos,
(cuadro II) de aqui que esta toxina tenga bajo punto iscelectrico (4.4) ademéas
de que es baja en cistina, lo cual produce su insolubilidad. Otros autores se
fialan que en el cristal se encuentran alrededor de un 5% de carbohidratos por

lo que debe considerarse a este como glicoproteina. (40,46), .

Actualmente se conoce que existen cadenas polipeptidicas en la §—endotoxi

na de B, thuringiensis, (41,46), Para llegar a concluir esto se trabajé ini-

cialmente en la separacién de la espora del cuerpo paraesporal ( ¢-endotoxina)
lo cual resultaba dificil dado que en tamafio y caracteristicas superficiales

son casi identicos, aparte de la insolubilidad del cristal en agua y sol- -



ventes organicos (Goodman 1967 y Lecadet 1970). Existen varias témnicas de sepa
racién de la espora y restos celulares, dentro de ellos los de Vankova 1957
y Fast en 1972 que usan centrifugacidn en gradientes de densidad de CsCl y sa-
carosa respectivamente, o bien los de Sharpe (1975) en gradientes isopicnicos
de rencgrafina, BSeparaciones Jptimas fueron las encontradas por Angus y Ni-
ckerson (1870) al usar centrifugacién zonal con bromuro de sodio, método que
actulamente se usa para obtener buenas separaciones de cristales, espora y de
restos célulares. 8Sin embargo se encontrd que al determinar el peso molecular
del cristal obtenido, éste es variable segin el método utilizado dado que si -
se usa electroforesis en gel de poliacrilamida se cbtiene un peso molecular de
230,000 (Nabamatsu 1978) y al usar ultracentrifugacidn 177,000 (Huber 1981) -
(40). Por otra parte Takashi Yamamoto encuentra (62,63) que el cristal de ce

pas de B. thuringiensis variedad kurstaki HD-1 contiene dos proteinas serolé-

gicamente distintas y que al analizarlas por cromatografia en serphacryl §-300
presentaron un peso molecular de 135,000 y 65,000 (P1 y P2 respectivamente).
Menciona también que ambas proteinas son tdxicas a Trichoplusia ni {falso medi

dor del tabaco) y s6lo la de 65,000 daltons es téxica a mosquibes.

Actualmente se conoce que B. thuringiensis segrega aparte de la [ endoto

®ina, exotoxinas (39), ¥y que sblo ciertas cepas y bajo condiciones especificas

de crecimiento las producen, estas toxinas son:
A.- a -Exotoxina.

Esta proteina se produce durante el crecimiento logaritmico de ciertas ce

pas de B. thuringiensis, es una fosfolipasa de tipo C (lecitinasa) que actua -

sobre fosfolipidos de membrana y recibe el nombre sistemdtico de fosfatidilco
lina colinhidreolasa. La biosintesis de esta enzima ocurre en el intervalo -
de pH de 6.0 a 9.0, Esta lecitinasa es una proteina termolabil y estable a -

pH de 3.0 a 9.0 asi como en presencia de Tripsina y Urea B.0 M (39).
B.- B -Exotoxina.

Ciertas variedades de B. thuringiensis producen y exeretanf-exotoxinas -

dentro de ellas la mis importante es la variedad thuringiensis que se produce
industrialmente {cuadro III). Esta toxina es termoestable Yy se produce en el

crecimiento vegetativo de B. thuringiensis, es soluble en agua y dializable,
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absorbe a 260 nm., quimicamente es un derivado de nucledtide {adenosina—4-

glucosa-ac. fosfoaldrico). Normalmente la variedad thuringiensis produce -~

50mg. de B-exotoxina por litro de sobrenadante (39}).

4
La B-exotoxina es también conocida comc factor mosca, toxina de moscas y

factor MaConnell Richard's. Generalmente es tdoxica a moscas, como Mosca - -
domégtica L y ciertos lepidépteros, su uso es restringido dade gue causa malas
formaciones congénitas en los insectos que atacan, asi como los animales de -
prueba, sin embargo, no atraviesa el intestino de rumiantes por lo que se ex-

creta por heces fecales lo cual sirve para controlar moscas de establo (E. —

kurstak 1982).

C.— Y -Exotoxina

Actualmente &sta toxina no se encuentra bien definida se conoce que hi-
drepliza el agar yema de huevo y no se ha determinado su toxicidad en la na-

turaleza, s6lo las variedades subtexicus y entomocidus la producen (39].

D.- Otras toxinas de Bacillus thuringiensis,

Existen tres tipos mas producidas por B. thuringiensis de las cuales ain

no se determina con exactitud su toxicidad, destacando una exotoxina labil -
que produce la variedad thuringiensis, una toxina soluble en agua producida -

por variedad-alesti y otra téxica a ratén (factor ratdn).

TOXICIDAD DE LA § ~-ENDOTOXINA.

En contraste con los insecticidas de contacto que matan estadios larva-

les e insectos adultos, la 8-endotoxina de B. thuringiensis necesita ser in-

gerida por las larvas del insecto para tener accidn toxigénica. El mecanis
mo de esta accidn actualmente se desconoce, ya que al parecer es variable de
acuerdo con el insecto y a2 la vez semejante, dado que la toxicidad se efec-

tla en el intestino medio del mismo. Asi por ejemplo, se ha descritec que las
larvas de "gusano de seda" (Bombyx marii) al ingerir esta toxina sufren para-

lisis rdpida del intestino y un incrementc en la alcalinidad de la hemclinfa,
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ya que altera la permeabilidad celular (8,12,34,35) con cambios de regulacién
del ién potasio (8). Otros en cambio (42) encuentran un incremeto en el volu
men, hinchamiento y vacuclizacién de células del epitelio intestinal (Angus -
1970, Ebersold 1977), causando destruccidn de mitocondrias, reticulo endoplas
mico y microvellosidades (41). Ebersold sefiala que la 6 —endotoxina causa se
gregacién de particulas proteicas y cambia las propiedades de transporte de -

la membrana.

De todos los trabajos anteriormente mencionados, se pueden concluir que la

accidn toxigénica de la f-endotoxina de B. thuringiensis tienen lugar en el -

intestino medio del insecto, adn y cuando no Se conozca con exactitud la forma

de accidn de esta toxina.

PRODUCCION Y ESTANDARIZACION DE B. thuringiensis.

La actividad toxigénica de B. thuringiensis radica en la §-~endotoxina -

(cuerpo paraesporal o cristal paraesporal) que éste produce en su fase esta-
cionaria, de aqui que los métodos ligados a producir este microcrganismo ha-
gan referencia principalmente a esta toxina. 85in embargo, una alta produc- -
¢cidén de é-endotoxina, no necesariamente esta ligada a una alta toxicidad, ya
que hasta hoy se desconcce en qué radica la toxicidad de esta toxina, si es en
una parte especifica o bien en la conformacién final de la biosintesis de ami-
noacidos que dan origen a esta. (Dulmage, 1978). Takashi Yamamoto {1981). Al

analizar la S-endotoxina de B. thuringiensis var. kurstaki, sefiala que ésta -

formada por dos subunidades (P1 Y Pg) las cuales difieren en su toxicidad para
insectos, dado gque una lo es para lepidipteros y otra para mosquitos (62, 63).

Actualmente se conoce que la toxicidad del cristal de B. thuringiensis es una

caracteristica intrinseca de la cepa y que ésta toxicidad se expresa o se al
tera dependiendo de las condiciones del proceso de produccidn y del modo de
activacién de las proteasas del jugo intestinal del insecto que ataca {40). -
De aqui que el medio de cultivo, la cepa aislada y condiciones de produceién

de este microorganismo juegen un papel importante en la toxicidad. Asi 5in-

ger y colaboradores descubren que B. thuringiensis crece y esporula lentamen

te en medios definidos © minerales.

En afios pasados se pensaba que el contec de esporas y cristales estaba —-
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relacionado con la toxicidad de B. thuringiensis por lo que Dubboisr (1968) des

cribe que en medios con glucosa, peptona y sales minerales, se produce alta —
cantidad de esporas (2 X 108_esporas/ml). Yousten y Rogoff realiza el mismo -
ensayo anterior, pero en medios con extracto de levaduras, sales minerales y

agar, y al igual que Dubbois encuentran 2.5 X 10B esporas/ ml en 24 a 36 horas

de fermentacidn (56).

El uso dec medios semidefinidos con materias primas baratas como melazas,
liquido de remojo de maiz, herina de pescado, harina de soya o de semilla de -
algoddén fue dade a ccnocer por Pendleton (1969) quien usa exitosamente un me-
dio con harina de pescado, almiddén, carbonato de calcio y saleas para producir

a B. thuringiensis, encontrando que éste se reproduce ripidamente (50). Asi,

para este afio (1969) H. Dulmage aisla una cepa (E. thuringiensis HD-1 var, -

krustaki) que en medios con triptona, almidén extracto de levaduras y fosfa—
tos es 20-200 veces mds téxica que lag cepas encontradas hasta entonces (cua-
dro V y VI). El mismo Dulmage reporté§ la produccién de esporas ¢ —endotoxina

de .12 cepas de B. thuringiensis en dos medios de cultivo uno con dextrosa, -

triptona, maizena, extracto de levadura y fosfatos, ¥y oteo c¢cn proflo-peptona,
dextrosa y sales minerales. Encuentra que la actividad toxigénica de los ex-
tractos obtenidos de estos medios, no corresponde a la cuenta de esporas ni &
ranges de crecimiento de este microorganismos. Concluye que la toxicidad de

las preparaciones de B. thuringiensis varia con la cepa aislada, asi como con

el uso de un medio de fermentacifn especifico. En 1971, al ensayar extractos

de espora- S-endotoxina de 16 cepas aisladas de B. thuringiensis variedad -

alesti y dos de la variedad kurstaki, cultivadas en tres medios de fermenta-
cidén con variabilidad en la fuente de carbono y nitrdgeno (triptona, proflo,
harina de meiz, extracto de levadura, bactopeptona y dextrosa), con sales -
minerales encuentra que la cantidad de & -endotoxina producida varia amplia-
mente y depende del tipo de cepa y del medio de produccién er. el cual crece.
En cambio la actividad insecticida no puede sér estimada por serotipos, debi-
do a que varios serotipos identicos (como en este caso) producen diferentes -
grados de actividad toxigénica en un mismo insecto y diversas variedades no -
se logran comparar dado que son tdxicas a insectos especificos (Dulmage 1971).
Con estos resultados Dulmage y’Rhodes ¢1971), proponen producir a B. - - -

thuringiensis en medios ccn melazas, sdlidos de remojo de maiz y carbonato de
]

calcio.



Couch y Ross (1980) recomiendan el uso de productos naturales comc fuente
de nitrdgeno, tales como herina de scya, herina de semilla de algoddn, liqui-
dc de remojo de maiz, hzrina de pescado, levadura autolisada y caseina, asi -
como dextrosa, almidén, melazas como fuente de carbono, ya que segin men- -
cionan el producto formulado es edecuaco para disminuir los costos en el mer-
cade. De esta forma Luthy y Btersold (1981) utilizan medios complejos con -

ingredientes de bajos costos, (harina de soya, almiddén de maiz, extracto de -

malta y sales minerales) para producir B. thuringiensis =eflalando wyge en me

nos de 48 horas se logra una esporulacidén total. De igual manera Nickerson
¥y Bulla describen medios complejos, suplementados con cistina y &cido etilen-
diaminotetraacético (EDTA), mencionando gue la toxina producida es tdxica a

lepidépteros (9).

Con los estudios anteriores descritos, se dio a conocer practicamente la
importancia de los componentes del medio de cultivo en la produccidn de «~ -

§-endotoxina—espora de B. thuringiensis, asi, Salama, Foda, Dulmage y Sharaby

(1981) proponen el uso de subproductos agroindustriales ccme los de harina de
soya, harina de pescado, levadura forrajera, sangre de res, subproductos - -
secos de aves, liquido de remajo de maiz, suero de leche y semillas de legumi
nosas incluyendo hebas, frijol, gerbanzos, judias, cacahuates y lentejas in-

corporadas a un medio mineral para la produccidn industrial de esta bacteria,

dado que el producto obtenido {espora-~8-endotoxina) de B. thuringiensis en -

estos medios, de las variedades kurstaki y entomocidus, es de buena toxicidad

para insectos lepiddpteros plaga, ccmc en el caso de Heliothis armigera y - -

Spodoptera litoralis entre otros (52).

Las primeras formulaciones comerciales de B. thuringiensis fue realiza-

da al probar que éste produce por ceda espora un cristal paraesporal (¢ -endo
toxina}, penséndose con ello, que la cuenta de esporas viables seria una medi
da util para determinar la actividad de las formulacicnes de &sta bacteria —-
(15); ello resultd inadecuado, ya que las esporas ccmo tales no participan en
la toxicidad y los cristales { § —endotoxina) no tiene relacidn intrinseca de
toxicidad con la espora (Bonnefoi, Burgerjén 1955-1959). Por esta razén y -

otras la toxicidad de B. thuringiensis a insectos plaga, se expresa actualmen

te en unidades internacionales basadas en comparacidn con un estandar de re-
A
ferencia primario que en esa época no existia. Los primeros en sefialar la ne

cesidad de usar a 1os mismos insectos como organismos de prueba para demos—
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trar la toxicidad de B. thuringiensis a ellos, fueron Burgején y Bonnefoi, pa-

ra tiempo después usarse Trichoplusia ni como organismo de prﬁeba, a través de

un bioensayo por incorporacidn de extracto espora-cristal de B. thuringiensis

a una dieta definida, lo cual es la base del bioensayo modernc {Splittstoesser
y Mc. Even 1961) (4).

El afic de 1966 en el Colegic Internacional de Patologia de insectos y con-
trol microbial en Wegeningen, paises bajos, se acuerda utilizar el estandar --
E-61 (Formulacién de la Dra. DeBarjac del Instituto Pasteur), como esténdar -
primario de referencia internacional a=ignandole una potencia de 1000 U.I. -~ -

(U.I./mg.) recomendando que la actividad de B. thuringiensis contra lepiddpte~

ros se estandarice por bioensayo con larvas de insectos, se compare el valor
LD-50 de estos materiales con los de la E-61 de referencia y su potencia sea -
expresada en unidades internacionales (Burges 1967). Asi Dulmage en 1969 ais-

la una cepa g. thurigg}ensis variedad kurstaki (HD-1) que resulta ser de 20 —

200 veces mis toxigénica que las cepas hasta entonces producidas o existentes
Y que en comparacién con el estindar E-61 resultd poseer 18,000 U.I. (U.I./mg)
motivo por el cual se tomé como estidndar de referencia nacional en Estados - =~

Unidos (4,12,14,16).

Con lo anterior se tiene que a nivel mundial la actividad de la é-endoto-

Xina-espora de B. thuringiensis se determina a través de la incorporacién de

estos en una dieta especifica por bioensayos, con larvas de los primeros esta-
dios de insectos y las unidades de toxicidad de esta toxina se expresa en uni-

dades internacionales (U.I./mg) (6).
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MATERIAL Y METODOS

1.- Obtencidn y conservacidén de cepas de B. thuringiensis.

Se trabajd con dos cepas aisladas de suelo de B. thuringiensis (claves

GM-1 y GM-2) proporcicnados por el Ceparie del Laboratorio de Microbiologia
Industrial y Suelo, Facultad de Ciencias RiolGgicas, U.A.N.L.. Para su con-
servacidn se efectuaron resiembras periddicas en agar nutritivo {Merck) pH

7.0, asi como liofilizadas en leche desnatada al 10% como soporte y manteni

das en refrigeracién 5°C aproximadamente (59).

2.- Preparacién de Inéculos.

De cada cepa de B. thuringiensis se activaron sembrandolas en agar nutri

tivo (Merck) pH 7.0 e incubadas a 30°C por 24 hrs. para posteriormente inocu~
lar cada cepa en matraces de 250 ml. con S0 ml. de calde triptosa fosfate -

(Difco) a pH 7.0, ek cual se incubd a 30°C + 2°C por 14-18 hrs. a 200 r.p.m.,
para facilitar el crecimiento. Al cabo de este tiempo se inoculd los matra-
ces que contenian el medio de fermentacién para producir la §-endotoxina-es-

pora de B. thuringiensis, en relacién al 0.5% de su contenido de medio de —-

cultivo.

3.~ Medios de Fermentacidén.

Se probaron 25 medios de cultivo para producir esporas y cristales de -
B. thurinpgiensis diesefiados con base en las necesidades de crecimiento y de

biosintesis de la § .endotoxina de B. thuringiensis {comunicacién personal H.

T. Dulmage). De igual manera se tomd en cuenta los posibles efectos inhibi-
dores de algunas concentraciones de cemponentes como la fuente de carbono. -
Se considerdé como prototipo alguncs medios de cultivo reportados para produ-

cir B. thuringiensis a partir de los cuales se obtiene buena toxicidad (cua-

dro No. VI). La composicidén de los medios utilizados se muestran en los cua
A 2

VIII, IX, X y XI. Estos materiales fueron obtenidos de : Ingenio Azucarero

de Cd. Mante, Tamps. (Melaza), harina de soya comercial, harina de pescado,
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(Unién de pescadores de Mazatlén, Sinaloa), Subproducto de citricos hiimedo -
{(citromex, S.A., Montemorelos, N.L.), liquido de remojo de maiz (Productos —
del Maiz, Guadalajara, Jal,), Jugo de agave (Destileria la Guadalupana Busta-

mante, N.L.}.

4.- Condiciones de Fermentacidne .

Todos los aisaldos de B. thuringiensis fueron llevados en condiciones -
identicas de fermentacidén a nivel de laboratorio, utilizando para elle¢ las -

condiciones reportadas por Dulmage y Vandekar, 1982. (59).
5.~ Cinética de fermentacidn.
Durante el transcurso de la fermentacién se tomarén alicuotas del medio -

de produccién de 5 210 ml. cada 24 hrs., para determinar parémetros del cre-

cimiénto de B. thuring}ensis.

i) pH.

Se colocé 1 ml, de muestra del cultivo en 15 ml. de agua destilada a pH
7.0 y se determinb el pH en un potenciometro mod, 5§, Corning Sc. Imst. (57).

r

ii) Consumo de azicares.

Lag muestras tomadas en el transcurso de la fermentacién se centrifugaron
a 4000 r.p.m. durante 15' y se demcartd el sedimiento para el sobrenadante de-
terminar azicares reductores por el método del dcido 3,5 dinitrosalicilico. -
Las lecturas espectrofotométricas de estanddres,problemas y patrones de com-
paracién se determinatron a 540 nm en un espectofotémetro JUNIOR II Coleman --
Mod. 6/20 (58).

iii} Nimero de cristales.

Para obtener un niimero aproximado‘de la cantidad de cristales (¢ —endoto-

xina) producidos en los caldos de fermentacidn se realizaron frotis de las mmtnastp_



madas en el transcurso de la fermentacién las cuales fueron tefiidas con cris-
tal violeta y observadas al microscopio compuesto (Carl Zejag Mod. 473405). -
Se reporta la media del mimero de cristales por campo microscopico. Esta me-
dida nos sirve para que al existir un 70-80% de esporas y cristales liberados
del bacilo al medic de cultive por lisis celular parar la fermentacién, dado

que se puede correr el riesgo de que las proteasas que produce el mismo baci-

lo al lisarse hidrolicen el cristal (11,12).
iv ) Cuenta de esporas viables.

Para realizar este andlisigs se utilizé 50 mg. de extracto final del —-
preducto y se depositaron en 50 ml de solucidn salina estéril a pH 7.0 se pas
eurizd posteriormente a 70°C por 10 minutos, para luego efectuar una serie de
diluciones (10_l a 10-7). para de cada dilucidén sembrar por difusién en pla-
cas de agar nutritivo a pH 7.0 e incubar a 30°C por 24-48 hrs. El ndmero de
colonias en cada placa se reporta como niimero de esporas por miligramo de ex

tracte final (14).

6.- Extraccidn del complejo espora- §-endotoxina.

Al término de la fermentacidén se mide el volumen de los caldos y se ajus
ta el pH a 7.0 con HC1 1 N. Las esporas y cristales son precipitados por —
centrifugacién asi comec los sélidos residuales de fermentacidén no solubles., -
El complejo espora cristal se extrae a través del método de coprecipitacidn -
con resuspensién en lactosa al 5% y precipitacidn con acetona descrito por -
Dulmage (1970) para finalmente secar a temperatura ambiente por 12-24 hrs.

y pesar el extracto cbtenido.

7.- Bioensayos de prueba.

De todos los extractos obtenidos de espora-cristal de B. thuringiensis ,

se realizaron pruebas de toxicidad en larvas del primer instar de Trichoplusia

ni_ y Heliothis virescens. Para ello se siguid el procedimiento descrito por

Dulmage et. al. (1976), partiendo de una ddsis maxima de espora- 6-endotoxina

de 500 ug por ml. de dieta de insecto y una dosis minima de 50 ug/ml., prepa-

17
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radas en solucién salina (0.85 % p/v} buffer de fosfatos a pH de 7.0. Para
determinar el grado de actividad de estas preparaciones, se corrid un testigo

a la par de B. thuringiensis, el cual es el estAndar de referencia de Estados

Unidos de América, cuya clave es HD-1-S-1980, y que posee una potencia de —-
16,000 U.1./mg. Cada dilucidn se homogenizd en dieta artificial de harina -
nutritiva de soya de Shaver y Raulston (1971), a razén de una parte de dilu-
cidn por 50 de dieta, utilizando una licuadora y transfiriendo a recipientes
de plastico de color claro de 3 g ., posteriormente con un pincel de pelo de
camello se infactaron 25 copas paracada dilucién, con una larva cada copa y un

total de 25 del primer instar de Trichoplusia ni 6 bien de Heliothis virescens

procediendo en igual forma para el estaAndar HD-1-5-1980. El total de reci- -~
pientes se incubaron a 308C + 2°C con una humedad relativa de 50%; al cabo de
7 dias de incubacidn los recipientes fueron removidos, de cada dilucidén se con
t4 el nimerc de larvas muertas, posteriormente se registraron y se calculé la

Dosis Letal media {LDSOJ de la muestra de prueba {17) {ver dfagrama de flujo -

pigina 56).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.~ MEDICS DE CULTIVO.

Con el objetivo de discutir la influencia que los componentes de los me-

dios de cultivo tienen en la produccién de la " 8-endotoxina" de Bacillus - -

thuringiensis® (R. Smith 1982}, se produjé esta en 25 medios de produccién, to

mando en consideracién las necesidades de crecimiento y de biosintesis de la -

d—endotoxina de B. thuringiensis, estos estudios son tendientes a encontrar pa

ra cepas nativas de B. thuringiensis medio de cultivo que mantengan e incremen

ten la toxicidad de la é-endotoxina de este microorganismo hacia insectos le-
pidéptercs, tal y como se ha encontrado con otro tipo de metabolitos; tal es

el caso de penicilina (Wang Et. al. 1979 y Comunic. Personal Dr. H.T. Dulmage).

En ias tablas V1I, IX, X ¥ XI se muestran los medios para producir el - -

complejo espora-cristal de B. thuringiensis, en base a subproductos de citri-

cos, melazas y jugo de agave como fuente de carbono, harina de pescado 6 hari-
na de soya como fuente de nitrédgeno y carbonato de calcio como fuente de cal-
cio en el medio de cultivo (14,15).

2.- CINETICA DE FERMENTACION DE B, thuringiensis GM-1 Y GM-2 EN MEDIOS DE PRO
DUCCION, A BASE DE MELAZAS Y SUPLEMENTADOS CON HARINA DE PESCADOC.

Como se puede apreciar los medios con melazas suplementados con Harina -
de pescado (Cuadro VIII) utilizados para producir bicinsecticidas de B. - --

thuringiensis GM-1 y GM-2 presentaron cambios similares al producirse el cre-

cimiento (Cuadros XII y XIII, Graficas 1 al 5), ya que el pH aumentd progresi-
vamente en todos los medics y los azicares disminuyeron gradualmente, termi-
nidndoge éstos entre las 72 y 96 horas de fermentacidén, lo cual se puede tomar
como una indicacién indirecta de que el crecimiento fué bueno, ya que es una

medicidén cuantitativa indirecta del crecimienta, segin Wang, Et. al..(1979)

Se encontré sin embargo que el mimero de cristales ( §-endotoxina) de B. - -

thuringiensis GM-1 y GM-2 producidos‘en los mismos medios fué variable de

acuerdo a la concentracién de la fuente de proteinas y a. el factor de creci-~
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miento utilizado (liquido de remojo de maiz o Agua de Cocimiento de Levadura)
¥a que en medios con 1 y 4% de harina de pescddo (medios E~1 y E-2) y lfquide
de Remojo de Maiz (L.R.M.) la cantidad de cristales producidos fué variable,

122 y 153 respectivamente para B. thuringiensis GM~1 y 62 y 143 para B.

thuringiensis GM-2 y mucho menores en los medios a los cuales se les suprimid
la harina de pescado {(E-3) oa el factor de crecimiento (Agua de Cocimiento de
Levadura) (Medio AE-4). En ipual manera acontecidé en medios con melazas y - -
Agua de Cocimiento de levadura (A.C.L.,) en lugar de Liquido de Remojo de Maiz,
(medio E-1, E-2,E=3) en los cuales la produccién de cristales ( S—endotoxina)
fué mucho menor (cuadros XII y XIII). Esto concuerda con lo reportado por H.
Dulmage (1971) quien encuentra que la cantidad de la 3§-endotoxina producida

por diversas cepas 0 por una misma variedad de B. thuringiensis es variable y

esta en relacidn en la composicién del medio y a la concentracién de sus componen
tes (14 y 57).

3.- CINETICA DE FERMENTACION DE B. thuringiensis GM-1 ¥ GM-2 EN MEDIOS A BASE
DE SUBPRODUCTOS DE CITRICOS SUPLEMENTADOS CON HARINA DE PESCADO.

Al utilizar subproducto de citricos hidrolizados como fuente de carbono
(medios C-1 y C-2) se presentaron cambios en el crecimiento de B. -

thuringiensis GM-1 y GM-2, similares a los observados con los medios a base

de melazas (cuadro XII y XIII) ya que el pH y el consumo de aziicares aumentd
durante la fermentacién (ver cuadro XIV y XV) No sucedid algo asi cuando se
usd subproducto de citricos sin hidrolizar (medio C-1 y C-2) ya que el pH -
descendid en el medio de cultivo {cuadro XIV y XV) para ambas cepas, debido -~
probablemente a la cantidad tan baja de azicares sclubles en el medio y al po-
co y lento crecimiento de la bacteria (11), en cambic en los medios con subprg
ducto de citricos hidrolizados, Liquido de Remojo de Maiz y carbonatec de cal~
cio el pH aumentd y fué en estos medios donde la produccidén de cristales fué -

mayor tanto para B. thuringiensis GHAl y GM-2 (110 y 132 respectivamente} pero

no asi pare los demds medios (D-1, D-2 y D-3) donde la cantidad de §-endotoxina
fué menor (€uadro XIV y XVi.

4.~ ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LOS EXTRACTOS DE ESPORA-ENDOTOXINA DE Bacillus

thuringiensis GM-1 ¥ GM-2 EN LOS MEDIOS A BASE DE MELAZAS O SUBPRODUCTOS.
DE CITRICOS.
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Para demostrar la toxicidad de los extractos obtenidos de B. thuringiensis

se corrieron bicensayos de pruebas en larvas de insectos plaga lepidépteros de
cultivos de importancia econdémica de nuestro pais; primeramente con -

Trichoplusia ni (gusano falso medidor), insecto prueba utilizado para determi-

nar la toxicidad de formulaciones de B. thuringiensis -en Estados Unidos, Fran-

cia y Rusia, as{ como también contra Heliothis virescens (gusano cogollero). -

Para realizar dichos bioensayos se utilizd en principio una dosis de 500 ug/ml
de dieta de insecto, dado que con ésta concentracidn se logra tener costos com
parables a los insecticidas utilizados en campo, ademds los bioinsecticidas -

producidos a nivel industrial poseen concentraciones, letales medias (LDSOJ me

nores a 500 ug/ml de espora §-endotoxina. (16 y 17).

Como se podréd observar en el cuadro XVI, los extractos de B. thuringiensis

GM-1 cobtenidos en los medios de cultivo anteriores son altamente tdxicos para

Trichoplusia ni, dado que se obtienen mortalidades de 96 a 100 por ciento en -

este insecto, con excepcidn de los extractos, de los medios C~2, D-1 y D-3, a
bas§ de subproducto de citricos y Agua de Cocimiento de Levadura; sin embargo
la mayor parte de los extractos son de muy baja toxicidad para Heliothis - - -
virescens, con excepcion de los extractos E-2 y E-3 que son altamente tdxicos
para este insecto, ya que se obtienen mortandades de 100 y B4% respectivamen-
té, ain y cuando es en éstos medios donde se obtiene una menor esporulacién -
(LaaX 106 esporas/mg), perc una mayor toxicidad (cuadro XV). Estos datos -
concuerdan con lo reportado por Dulmage en 1970, 1971 y por Saloma, Foda y Ed
Sharaby en 1981, quienes seflalan que existe una gran variabilidad en la acti-
vidad tdxica de las preparaciones derivadas de medios en los cuales crece - -

B. thuringiensis, debido a que al medir la actividad toxigenica por bioensa-

yos, esta no corresponde con la cuenta de esporas, ni a medidas de crecimien-
to del microorganismo, concluyendo que la toxicidad de las preparaciones de
estas bacterias varia no solo con la cepa aislada, sino también con el medio

usado tal y como se encontrd en el presente experimento,

Al analizar los datos de toxicidad de B. thuringiensisi GM-2 producidos

en medios identicos a los empleados para la Cepa GM-1, se encontrdé que en la -
mayor parte de éstos existia una buena esporulacidn pero una muy baja toxici--
dad en los insectos prueba (cuadro XVII). Es decir, en dichos medios se lo- -
gran niveles muy bajos de toxicidad péro muy buencs niveles de crecimiento, -

aunque ambos no esten relacionades (Dulmage 1971 y Smith 1982).
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En vista de que B. thuringiensis GM-2, resultd sin toxicidad al producirse

en medios a base de melazas & subproductos de citricos, suplementados con hari
na de pescado, se decidid probar otros medios para producir dicha cepa y deter

minar si esta puede incrementar su toxicidad para lepiddpteros.

S.~ PRODUCCION Y TOXICIDAD DE B. thuringiensis GM-2 EN MEDIGS DE CULTIVO CON
JUGO DE AGAVE O MELAZAS COMO FUENTE DE CARBONC, SUPLEMENTADOS CON HARINA
DE SOYA,

Como se mencicnd anteriormente debido a que los extractos crecidos en los
medics a base de melazags o subproductos de citricos no presentarcn toxicidad

de B. thuringiensis GM-2 se disefiaron 14 diferentes nuevos medios para produ-

cir esta bacterta (cuadros IX, X y XI) a los cuales se les cambié la harina de
pescado por harina de soya, adicionandoles sales mineralea con el objetivo ==
de encantrar, si alguna de éstas influia en la toxicidad y foémacién de la -
$-endotoxina, ya sea con Agua de Cocimiento de Levadura (A.C.L.) o con quuido
de Remojo de Maiz como cofactores de enriquecimiento y jugo de agave o mela-

zas como fuente de carbone en el medio de cultivo.

Como se podrd observar (graficas XI a XIV} los cambios en pH y consumo de
azicares son casi identicos ya que en todos los medios el pH desciende durante
las primeras horas de crecimiento y asciende a partir de las 24 horas lo cual

es una caracteristica tipica de B. thuringiensis durante su fase exponencial.

En igual forma sucede con el consumo de azicares que aumenta conforme se incre
menta el tiempo de incubacién de la cepa, por lo que se puede decir que existe

un buen crecimiento de esta bacteria (Wang, e€t. al. 1979).

Al realizar los bioensayos en toxicidad de B. thuringiensig GM-2 en los

medios anteriores, se encontrd que ésta para fines practicos es atéxica, ya

que las mortandades en insectos lepiddpteros (Trichoplusia niy Heliothis -
virescens) en la méxima dosis utilizada (500 ug/ml de dieta) era de 0-32% - -

(cuadro XVIII), lo cual es muy baja, por lo que posiblemente no sea téxica - -
para lepidépteros pero si para otra tipo de insectos, ya que existen variedades

de B. thuringiensis que no son téxicas a lepidépteros pero si lo son para dip-

teros tal es el caso de la variedad isralensis {luty E, et, al, 1981). Por --
otra parte existen variedades practicamente atéxicas para ambos insectos tal

es el caso de thochigiensis (luthy y Ebersold 1981). Es importante sefialar -
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que esta cepa B. thuringiensis. GM-2 posee un cristal (5—endotoxina) prismatico

rectangular a diferencia del bipiramidal reportado en todas las variedades de -

B. thuringiensis’, por lo que prabablemente se puede tratar de una nueva varie-~

dad ya que hasta las hoy reportadas no existen variedades de B. thuriqgipnsis

con este tipo de cristal, y por lo mismo estan poco estudiadas por lo cual serd
motivo de estudios posteriormente. En igual forma a lo encontrado en otros me—

dics y a lo reportado en otros trabajos de este tipo, se encontrd un buen cre-

cimiento de esta cepa (B. thuringiensis . GM-2) y una pobre toxicidad para lepi~
dépteros (Dulmage 1981; Smith 1982).
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CONCLUSIONES

1.- El crecimiento de B. thuringiensis GM-1 y GM-2, se puede considerar como

bueno, en todos los medios probados.

2,- La toxicidad de B. thuringiensis GM-1, es variable dependiendo del tipo

de medio de cultive utilizado y de la concentracidén y tipo de componern-—

tes del mismo medio.

3.~ Los extractos de B, thuringiensis GM-Z presentan ausencia de toxicidad a

insectos lepidépteros, al cultivarse en medios a base de melazas, jugo de

agave, harina de soya o harina de pescado, con o sin suplementacién de co

factores de enriquecimiento.

4.- B. thuringiensis GM-1 es altamente téxica a Trichoplusia ni (gusano falso

medidor} en todos los medios probados con excepcidén de los que contienen

subproductos de citricos sin hidrolizar,

5.- La cantidad de &-endotoxina producida por B. thuringiensis es variable de-

pendiendo del medio de cultivo utilizado, y su toxicidad no esta relacio~

nada con la cantidad de esporas producidas.

6,- B. thuringiensis® GM-1 posee una alta capacidad toxigénica para - - - ~

Trichoplusia ni y Heliothis virescens al cultivarse en medios con melazas,

harinade pescado y Agua de Cocimiento de Levadura (A.C.L.) y carbonato de

calcio (medics E-2 y E-3), siendo recomendable estos medios para la pro--

duccidn de este microorganismo,

7.- Es factible que B. thuringiensis GM-2 sea una nueva variedad, dado la

forma del cristal que posee y que hasta la fecha no ha sido reportada.
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CUADRO No. I
VARIEDADES DE Bac{llus thwiingiensis

et

Serotipo Nombre de la Serovariedad

(Antigenoc "H") (Biotipo)

i, thuringienais

2, fnLtimus

3a, alesti

3a3b, _ kuns taki

4a4b, soitto

4adhb, dendrolimus

4adc, kenyae

5a50, gatleriae

fa5e, canadensis

6, entomocidus

7, subtox{cus

Sabb, alzawal

§abe, morRis ond

7, ostriniae

10, tolwonthi

1allb, de.yums tadiens.is

Tlalle, toumano § 444

iz, kyushuensls

13, thompsoni

14, pakisiani

15, L8haelensis

16, Ldiana

17, dakota

18, {ahokuensis

19, kumamotoensis

20, tochigiensis

21, colmend
wuhanensis

Luthy, P. y Ebersold, H.R. {1981)
Krieg, A. (1980)
Dulmage, H.T. (1982)
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CUADRO No. V¥

FORMULACIONES COMERCIALES DE BACTERIAS PATOGENAS

BACTERIAS

NOMBRE COMERCIAL

COMPANIA

Bacillus popllliae

Baciflus thuringiensis

S-endotoxina + esporas

Baclllus thuringiens.dis

f-exotoxina

Baciflus monital

Doom, Japidemiz

Milky Spore Disease

Dipal
Thuricide
Certan

Bactur

Bactospéine
Plantibac
Sporeine

Biospor

Bathurin

Baktukal

Pendrobacillin
Entobacterin

Insektin

Biotoksybacillin

Eksotoksin

Toxobakterin

L]
Lavillus M,

Fairfax Biologi-
cal Lab. (U.S.A.)
Reuter Lab. Inc.
(U.8.A.).

Abhott Labg., =--
(U.5.3)
Sandoz-Wander, -
Inc.

Sandoz, Inc, =---
{U.S.A)
Thompson-Hayward
Cham. Co. Distri-
buidor (U.S.A)
Roger Bellon.
(Francia)
Procida. (Fran+-
cia)

LIB.E.C. {(Fran-
Cia)

Farbwerbe Hog+~--
chst. !
(Alemania del es
te).
Chemapol-Biokzrma.
(Checoslovaquia)
Serum Zavod Ka-
linovica. (Yugos
lavia).
Glavmikrobioprom
(URSS) .
Glavmikrobioprom
(URSS)
Glawmikrobioprom
(URSS)

All-Union Insti-
tute of Agricultu
ral Microbiclogy
(URSS) .
Glavmikrobioprom
{URSS)
Glavmikrobioprom
(URSS) .

Sumitomo Chem. Co.

Fuente: E., Kurstak,

- 39



- 40

yryuwayburimyy PUTIDIOVIOXOL sSNN
yyeudYburmyy au3IITUI ss¥n
e dcredi sutisloeqoaud SSUN

Uy youpuep BUTT T TovqoIpuad SSn
YY)D a1d ssun

[1-aH) Tyvrevny apToTINYY *ouy ‘zopueg '¥.sTn
(1-agH) Typrnmy Toa307d *oul ‘s3onpoxd SITTTIINN ¥s°n
{{-aH) Tyexsvmy T1°dTQ saTI03RIOqRT 33I0qdY "¥°s'n
:..E: rUyrmy swTy, bng "oy ‘s3onpold wsyootd eIOURIg
ﬁwﬂ:@..wmgﬁ xo3dag ‘o-y ’s3onpoid WaDOTH BvTOURII
grsyuayburnmyy sutadsoqjoed 9~y ‘s30npold wLayloTd eTouRlg
AQY¥AEIEYA TVIDIHROD AJ9IWON YINVAWOD SIvd

FYFURYBUIYYIYY INYYYOPg NI SOAYSYH

1A CON odavno

SOLONACHd



- 4

*(1261) dbewtng °"L°H @p EBpPRPUOT
*ugpoble 8p PTTTWas Sp eullep/e

"W 000l ©peLTIsep enby
£

o'l ol o't ooed
Zo°o Z0°0 ONE L* vomﬂN
zo0 z0°0 ONm L* vOmmm

€£°0 £°0 . o%n ¢ Yosbi

0"l Yoan®y
0°z euojdag-ojorg
02 0°¢ vINPRAST Bp 03oeIdXd

0 oL 0% ZIeul 8p ETno9g
0°s 0°sl 0°'g vEOI3XaJ
0°gl vAce ap eutaey

00t moauonm
0°0l1 vuoldrag,

g - € P -d vz - o
I a K SHINIITINONT

gyouYbuyymyy §ryyyorg 3d STIVISTED X SYN0dST Ad NOIOONACYd Y1 ¥M¥d OAILTND a0 SOIdaW

IIA

*ON Odavno



- a2

"eINpEA®] B OJULTWIZO) 3p wnby —*I°5°V

*zIed ap oloway ap opINbIT -‘W "I

*IezZTIOXPTH UTS S00Ti3I> sojonpoadqng /q
SOPeZTTOIPTH SOOTA3TD sojonpoadans /e

0°L TetoTUt HA

0*€ 0°¢t Q'€

0"z

L*0 L°0
0°¢ o't
0¥ 0"t
0°¢ 0°Z

“Tw Q0L epeTTassy enby

L°0 L0 1°0 L0 OIJIVD 2d OLYNOgUYD
“ID°¥

0"t c°t o't i - R §

0°v o'y o°l OAV¥OSHEd dH0 VYNIYVH

00TdIID 0IONAoNdans

0o°¢ 0z 0z oz SYZVIAW

% U2 sepesardxa sopepTiue)

v-av E-Y -v I-¥

z-d 1-a z-2 -2 £-d

Z-d (-4

8 ¢ I d 4 HW

SHLNA TAHSIDINT

2-Wo A o vrrwRYbunmyy snyyYovg
HA TYLSHD-YHO4dSd NOIDONaOEd ¥I YHYd OAILTIND dd SOIdHEMW

ITIA "CON OaQ¥aD



=43

*eInpeAv]

8p ojUaTWTO0D ap enby¥ = *I-D°Y
*XTAg_ QL B opeisnly = ®

. © ope3ysnle TetoTut HA

0°1 0L 0"l 0°L “1°0°¢
-0t 0°0L g0l evdog sp euTIEH -
0°02 0‘0z 0-0l 20EbY °p obnp
AI III 11 I
cI3 T /soueab

) o I ad q H

SHINITUIIONT

2-Wo srvweybuymmyy snyy¥ovg 3d TVISINO-WHOdSE YAIDIIOISNI OrFIdwoD Tad
NOTIOONAOUd ¥HVd ONOSMYD 80 FINANI ONOD HFAYOV Hd 0ONL NOO OAIXID Ed SOIAEW

XI

"ON Qua¥o



0L TeTOTUl 'HA

*eINPBAS] SP OJUDTUTICO dp Bnby ::°T°3°'Y

0°000L 0°000L 0°0001 0°000L *( TW) wpeTTaIssQ wnby
. . . . < . P

Z°0 z°0 z°0 (A OH L Osuz

[y Z°0 z°0 z°0 0% ¢ Yosea
. . . . Z I

2°0 Z°0 z°0 FA Y] O"H L* OSbW

o°l 01 0°L o°l moumoo

0°L o°t 0°1 o1l *1°20°¥

— 0°0L 0°0l o°0oL rvAog ap evutrael

0°0¢ 0°0¢ — QoL saeby ap obnp
IIA IIA IA A

ox3TT / souwezb

SOIdEHN SEINATTINONI

Z-WO YYYuRYGurimyy smyyYorg ad TYLSIYO-¥0dSE VAIDILOISNI OCdIdWod Tad
NOIODNAOYd WiV ONOEHVD 3d HINANS OWOO FAVOV EA ODAL NOO OAILTIND Za SOIAIW

¥ TON Cua¥nd



- 45

"eINpPEAY] 9P OJUaATWTIODOD 8p ENby ="7I°D°'¥

*zTem dp clowsx 9p opinblT ="W-¥y*1

0°¢ @ opeisn(e 9ny sOTpaw SOT SOpO3I =P TeTOFUT HA TH

Tw Q00L epe[Tisep enby
£

0L 0l 0L 01 —=—- e 00®d
0°0€ —— 0-0¢ —— 0°Of —— *“T*D°¥
——— 00t ——— 0'oE — 0°0g WUECT
-—= - o°“ob 0-ov 0° oy 0°or vA0oS Sp BUTIPH
0°0e 0-0¢ 0°0¢ g*oe 00z 00z SezZeTu
ATX ITIX IIX IX X XI

0x311/sourxh

OIddH SALNA TATION T

*2-W9 v¥YvuaYburyryy IMyyYorq Ed TYISIHO-WIOdSE Fa
NOTIOONA0Hd W1 ¥HYd ONOSNYD dIQ JINENI ¥OINN OWOD SYZWISW NOD OAILIND Hd SOIQEW

T1X "ON O¥avnd



- 46

0L rerotur Hd 0,0f eanieasduag A/A) %6°Q oTnogul -u-d+x g0z uotoelthy
NOIOVINAWEES 30 SOUILIAWYHYJ
00 0°0 0°Q Q°0 Q Q Q0 2°0 [45
. 0° - . . . .
(AN ] (A L6 £°9 L°6 L7€t mva.ﬁsoo—\mﬁv STOL
L€l L*6 8°'8 60t £°EE ¥ 0s g 6t Y7 -DNAAE STEYONZY
v 9L o-LeZ 0°LZ 6°8v L°LO 0°0LE 0°¥S - 0
0ttt 0"zt 0~ESL I 4 4) 96
0°sSl 0Ll 0's 0'6 082 088 0°'89 zZL
0°s 0¥ 0°€ QL o~9L 0"9t 0° Ly 8y -OdHYD Mo
0°0 00 0°0 02 00 oz 00 ve STFIVISIYD 3d
OdYW ‘a
00 00 0°0 00 0°0 00 00 o 1X0¥gY "ON
L'L 9°L i 8 08 26
T L S°L P L 0°8 6°L 9°L LL L
d
oL vL £°L 9°L S°L oL S°L 8y H
6°9 L*L 2L 2L oL 99 0L 144
0L 0°L 0L 0L 0°L o L 0°L 0
£-3 z-d L-3 p—ay X4 -¥ =¥ {*8aH)
OAILIND 3d SOTAIW OdWIIL CHILANTHYd
SVZVTIH OAIZIND 30 SOIUEW Na ¥@OmdD TY L-Wo  reWeYBuymyz ynggrovg

TIX *ON OdJ¥N0



XIIX

CUADRO No.

Bacillus thuringiensis GM-2 AL CRECER EN MEDIOS DE CULTIVO CON MELAZAS

MEDIOS DE CULTIVO.

TIEMPCO
{Hrs.)

PARAMETCR

E-1

-4

A=-3

A-1

7.0

7.0
7.2

7.0

7.2

7.0

7.0
7.2

7.3

2
7.7

7.1

24
48

8.3

7.5

7.9

7.5 7.4 7.6

7.5

PH

8.0
8.1

7.9

7.9
8.2

7.7
8.0

72
96

0.0

0.0 -

0.0
0.0

0.0 0.0

0.0

0.0
0.0

0
24

NO APROXIMADO
DE CRISTALES
POR CRMPO.

1.0
B.0
17.0

0.0

3.0 3.0 15.0
11.0 14.0

4.0
70.0
143.0

5.0
37.0

48
72

28.0

3.0
8.0

35.0

33.0

62.07

96

20.7 25.2 18.5

54.0 41.9 39.2

37.0

12.4

3.7
0.0

7.5
1.8

0.0

11.7 12.9 17.4
4.1

24
48

AZUCARES
RECUCTORES

{ {mg/m})

4.8
0.0

8.8

4.1

10.6

0.0

0.0

72

PARAMETRO DE CRECIMIENTO

Agitacion 200 r.p.m.

Temperatura 30°C pH inicial 7.0 (V/V)

Indculo 0.5%

47
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FIGURA IV. Bacillus thuringiensis GM-1 al microscopio —--

electrénico de transmisidén aplicando la técnica de Tin=--
cién negativa con Acetato de Uranilo (18,512 Aumentos).
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FIGURA V. Corte longitudinal de Bacillus thuringiensis

GM-1 observado al microscopio electrénico (30,000 aumen

tes ).

FIGURA VI. Corte longitudinal de Bacillus thuringiensis

GM-2, al microscopio electrénico de transmisién (30,000
aumentos).
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