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RESUMEN

Actualmente se buscan alternativas bioldgicas para el control de plagas que puedan
restringir el uso de plaguicidas quimicos. Dentro de estos agentes micrabianos se
encuentra Bacillus thuringiensis, quien tiene un especiro amplio de accion sobre
lepidopteros, hymenépteros, dipteros, coledpteros y ademas ofras clases de
invertebrados como nematodos, protozoarias, trematodos y acaros. En el presente
trabajo se analizaron 96 cepas nativas de B. thuringiensis, las cuales se cultivaron a
nivel de matraz Erlenmeyer, en un medio preparado & base de melaza, harina de
soya y liquido de remojo de maiz, posteriormente al extracto insecticida se recuperd
mediante el método de coprecipitacion lactosa-acetona; a continuacion se realizaron
bioensayos preliminares para evaluar la actividad insecticida hacia Trichoplusia ni,
empleandose dosis de 50ug/mi de dieta Shorsi mediante bicensayos contra tarvas del
primer estadio, y posteriormente se determind la concentracion letal media (Clso) de
las cepas mas toxicas. Para evaluar la actividad conira dipteros se realizaron
biocensayos preliminares con cultivo total contra Aedes aegypti, y posteriormente se
determin® la CLs al extracto seco de las cepas mas toxicas. Entre los resultados
obtenidos podemos mencionar que casi el 100% de las cepas probadas mostraron
actividad contra 7, ni en los bioensayos preliminares. Se realizé un analisis de
varianza que distinguidé 45 grupos estadisticos, dentro de los cuales encontramos
que el 2.8% de las copas presentd un 100% de mortalidad, dentro de estas se
encontraron la RV-1-7 y la RV-4-34 que presentaron Cls; de 7. 9 y 9.6ug/mi
respectivamente, y fueron  significativamente iguales en toxicidad, 4 cepas
preseniaron el 98% de mortalidad y 2 el 97%. En lo que respecta a dipteras,
aproximadamente el 23% mostro toxicidad contra A. aegypti a la dilucién de 10 de
cultivo total. £n los resultados de los bioensayos preliminares, solamente las cepas
RV-4-8 y la RV-1-8 presentaron una mortalidad del 63 y 66% respectivamente, ya que
el resto de ias cepas probadas presentéd mortalidad entre el 0 y el 33%. Ei andlisis
probit realizado determind Clss de 2.6 y 4.5mg/l, y una potencia de 52.88 y 30.09
UTl/img para las cepas RV-4-8 y RV-1-8 respectivamente, contra A. aegypti. Estas
cepas fueron mucho menos potentes que el estandar que mostrd una Cls, de
0.0093mg/l y potencia 15000 UTIKmg. Con los datos obtenidos podemos establecer
que fue posible el aislamiento de 2 cepas altamente toxicas para lepidopteros, sin
embargo para dipteros las cepas probadas presentaron baja toxicidad.



ABSTRACT

Nowadays in the world are seeked biological alternatives for control of
piagues that could reduce the use of chemical pesticides. Whitin these
microbial agents is Bacillus thuringiensis, which has wide spectrum of action
on lepidopteran, hymenopteran, dipteran, coleopteran, besides other
classes of invertebrates as nematodes, protozoon, trematode, and acarus.
in the present work were analized 96 native strains of B. thuningiensis, which
were cultivated in Erlenmeyer flask, in a medium prepared with molasses,
soybean fiuor and com steep liquor, after that the insecticidal extract was
recovered through the copprecipitation lactose-acetone method; then, were
achieved preliminary bicassays for evaluating the insecticidal activity against
Trichoplusia ni, using doses of S0ug/ml Shorsi diet, against 1* instar larvae
and after that were determined the mean lethal concentrations from the most
toxic strains. The obtained results showed that almost 100% of the strains
presented activity against 7. ni in the preliminary bioassays. An anova
analysis differenced 45 statiscal groups, within of these were found that the
2.8% strains showed a 100% mortality, were found the RV-1-7 and RV-4-34
strains which presented LCe of 7.9 and 8.6 ng/mi respectively, and were
significantly equals in toxicity similar to the most toxic strain GM-10 of uor
collection, which showed 8.4ug/mi; four strains showed 98% mortality and
two strains presented 97% mortality. Relative to dipteran, aproximately 23%
strains showed toxicity against Aedes aegypfi to 10* final whole cuiture, and
the results of preliminary bioassays, only the strain RV4-8 and RV-1-8
presented 63 and 66% mortality respectively, so, the rest of tested strains
presented mortality between 0-30%.



INTRODUCCION

En la actualidad uno de los principales problemas de contaminacion en el
ambiente es el uso indiscriminado de plaguicidas quimicos sintéticos, debido
principaimente a ventajas que estos ofrecen como son. un rango amplio de
accion sobre casi todas las situaciones de plagas, ia accion curativa rapida
para prevenir dafos y el efecto residual que tienen. Sin embargo, estos
plaguicidas han provocado un grave desequilibrio ecolégico, alta residualidad
en los suelos, rapida resistencia de las plagas a los productos quimicos,
destrucciéon de enemigos naturales, contaminaciébn ambiental, etc. En base a
esto es necesaria establecer altemnativas, como lo es &l control bioldgico,
basado en la utilizacién de microorganismos entomopatdégencs potenciales
(Ignoffo, 1971). Dentro de estos agentes microbianos se encuentra Bacillus
thuringiensis, una bacteria exitosa producida y distribuida ampliamente en el
mundo, empleandose como insecticida de alta especificidad (Dulmage, 1971).
Esta bacteria y sus variedades sintetizan 7 diferentes tipos de toxinas, de las
cuales las mas imporiantes son la a-exotoxina, B-exotoxina y la d-endotoxina,
esta Ultima es liberada durante el proceso de esporulacion en forma de un
cuerp;J paraesporal cristalino, de naturaleza proteica, con actividad insecticida y
especifica para lepidopteros, dipteros, coledpteros, toxicidad dual contra

lepidopteros y dipteros, protozoarios, trematodos, écaros, hymenopteros,



homopteros y nematodos (Feitelson, 1993; L. Quifiones, 1996). Algunos de los
trabajos reportados recientemente se han basado en el descubrimiento de
nuevos aislados que presentan alta toxicidad contra nuevos insectos blanco,
asl como la determinacion del modo de accién de ias toxinas (Aizawa, 1974;
Haofte, 1989). En el Departamento de Microbiologia e inmunologia de la
Facultad de Ciencias BiolGgicas, de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn,
se encuentra la Coleccion Internacional de Bacilos Entomopatogenos, donde
existe una serie de cepas nativas de B. thuringiensis recientemente aisladas
cuya actividad toxica no se conoce, por lo tanto nos proponemos determinar

esta actividad en base a la siguiente hipdtesis y objetivos:



HIPOTESIS

Es posible gue cepas nativas de B. thunngiensis oriundas de San Luis Potosi
muestren alta toxicidad hacia lepidopteraos y/o dipteros, comparables a los

usados comercialmente.

OBJETIVO GENERAL
Seleccion de cepas de B. thuringiensis obtenidas de muestras de suelo nativas
de Rio Verde, San Luis Potosi, con aita toxicidad hacia insectos lepidapteros y/o
dipteros.
OBJETIVOS PARTICULARES

1) Propagacion y obtencion de 96 cultivos totales y extractos insecticidas de las

cepas de B. thuringiensis bajo estudio.

2) Evaluacion de la toxicidad hacia lepidopteros ( Trichoplusia ni) y dipteros

(Aedes aegypt) de 96 cepas de B. thuringiensis a nivel de laboratorio.

3) Determinar la Concentracion Letal Media (CLso ) de los extractos insecticidas
producidos por las cepas de B. thunngiensis mas téxicas enconradas

contra T. ni.

4) Determinar la Clsy de los extractos insecticidas obtenidos de cepas mas

toxicas encontradas contra A. aegyph.



IMPORTANCIA

Debido a que en la actualidad existe un gran numero de insectos plaga que
atacan ia agricultura, asi como algunos dipteros que actan como vectores de
enfermedades afectando la salud humana, ademés de Ia resistencia que se ha
presentado con el uso frecuente del control quimico, la importancia de este
trabajo est4 basada en la evaluacion de cepas entomopatégenas de Bacillus
thuringiensis nativas, que no han sido estudiadas y que puedan ser utilizadas

coma agentes de control bicldgico como una alternativa al control quimico.



ANTECEDENTES

Actualmente se conocen mas de 100,000 especies de microorganismos
destacandose como entomopatégenos alrededor de 750 especies de hongos, 700
de virus, 300 de protozoarios y cerca de 100 especies de bacterias. - Estos
microorganismos se usan en el control microbiano de poblaciones de insectos
plaga de importancia agricola, forestal, omamental y en salud publica. La mayoria
son paco conocidos, mientras que algunas variedades de Bacillus y virus han sido
estudiadas con mas detalle (Galan, 1993). Dentro de los Bacillus, encontramos a
B. thuringiensis, cuya actividad biologica abarca distintas érdenes de insectos,
entre los que se encuentran lepiddpteros, hymendpteros, dipteros, homdptercs
coledpteros, ademas invertebrados de otras clases como nematodos y
protozoarios, acaros y trematodos, (Bonne y col. 1985, Thompson, 1992; Lorence

y col. 1996).

Entreé las plagas mas importantes encontramos a T.ni, quien ataca todas las
hortalizas de la familia de [a col, también la fechuga, espinaca, betabel, chicharo,
apio, perejil, papa, jitomate, etc. Estas plantas son generaimente acribilladas con
agujeros grandes de forma y tamafos regulares, tanto el tejido de la hoja es
devorado, que el crecimiento de la planta se interfiere seriamente, (Sifuentes,
1978; Metcalf, 1982). Se distribuye en Estados Unidos, desde el Canada hasta

México, en la zonas algodoneras de los estados de Baja Califomnia, Chihuahua,



Sonara, Coahuila, Durango, Tamaulipas, Morelos y Chiapas.

Dentro de las medidas de combate se utiliza la aspersiébn con toxina de B.
thuringiensis, esto resulta un combate efectivo y selectivo para los gusanos de la
col. Pueden requerirse tratamientos semanales de estos productos y se deben
hacer todos los esfuerzos posibles para destruir los gusanos adn cuando son
pequenos. Después de que e! cultivo s cosechado, los tallos viejos deben ser

destruidos y el campo barbechado (Metcalf, 1982).

En lo que respecta a A. aegypti, es un insecto doméstico de importancia meédica
debido a que es un vector de enfermedades virates tales como ia fiebre amarilla
urbana y los cuatro serotipos del dengue (Carrada, 1984). Originalmente se
criaba en depdsitos temporales de agua, en los habitats silvestres, pero debido a
la urbanizacién, ha cambiado sus patrones de conducta, enconiréndose en sus
estadios juveniles en recipientes que aimacenan agua, tales como jarrones de
cementerios, llantas abandonadas, etc. Estos depésitos se encuentran en areas
sombreadas, humedas y con temperaturas templadas, cercanas a hogares y a
veces en el interior de ellos (Sanchez, 1983). El mosquito adulto es de vida libre
alimentandose del néctar de las flores u ofro liquido dulce de alguna fuente
accesible para adquirir energia, y las hembras ademas necesitan sangre para
obtener las proteinas requeridas en la produccidn de huevos. Ademas de
transmitir enfermedades virales también ocasiona reacciones secundarias como

inflamacién, irritacion y sensibilidad del area picada y otras molestias que



repercuten en las actividades diarias del hombre (Carrada, 1984). Como medidas
de control se han utilizado diversos insecticidas quimicos ademas de
formulaciones con B. thuringiensis var. israelensis, quien resulta altamente
efectiva y especifica contra larvas de mosquitos y moscas negras, entre las
ventajas que presenta esta bacteria se encuentran su velocidad de accidn, su
ausencia de efectos sobre otros organismos no blanco, esto ha propiciado el
fortalecimiento del control microbiano de insectos vectores de enfermedades

humanas, en |os uitimos afios (De Barjac, 1989).

CONTROL BIOLOGICO

El empleo de insecticidas quimicos sintéticos ha generado problemas de gran
magnitud, entre estos se encuentran la contaminacion en agua, suelos y aire, el
desarrollo de resistencia a los ptaguicidas quimicos en insectos (Heitefus, 1989) y
los efectos negativas de los insecticidas quimicos en !a salud humana (Ortega y
col., 1994). A finales de los 80°s, se reportd que cuando menos 400 especies
diferentes de artrépodos se volvieron resistentes a plaguicidas (Heitefus, 1989);
aste numero crecid a mas de 500 especies (entre acaros e insectas) para 1992,
con muchos casos de resistencia cruzada (Lambert, 1992). Los productos
biolégicos no estan excentos de desarrollar resistencia, pero esto ha sido en
mucho menor proporcién ya que en 30 arios una sola especie de Plutella
xylostella se ha reportado como especie resistente a B. thuringiensis, (Kidd,

1984). Ante esta panoramica, es imperante la necesidad de desarrollar



estrategias alternas para el control de plagas. Durante la ultima década, los
productores agricolas han tomado conciencia de la importancia de las estrategias
relacionadas con el control biologico de insectos plaga en ila agricultura, en los
bosques y a nivet doméstico (Krieg, 1584; Cate, 1990). Falcon en 1971 definié el
control biolégico de plagas como el uso de microorganismos empleados para
control, que suceden naturaimente, agentes introducidos y la aplicacién de
microorganismoes y/o sus productos como insecticidas microbianos. Actualimente
se define como el uso de organismos vivos (nativos © modificados
genéticamente), o de sus partes o productos proteicos con actividad insecticida,
para reducir el efecto de las poblaciones de un organismo problema a un nivel
tolerable desde e! punto de vista econdrico y sanitario (Cate 1990; Lorence,
1996). La mayoria de las estrategias de control bicldgico constituyen alternativas
interesantes a los métodos convencionales de control quimico de insaectos plaga,
debido a que este tipo de estrategias naturales estan orientadas hacia el empleo
de productos compatibles con el ambiente y con la salud humana (Feitelson,
1890). Actualmente se canocen mas de 1500 microorganismos entomopatégenos,
como son las bacterias, virus, hongos, protozoarios y nematodos. En la
actualidad se emplean productos comerciales elaborados a base de estos
microorganismos que son disponibles en el mercado mundial (tabla 1). Entre los
mas estudiados se encuenira B. thuringiensis, cuyas preparaciones comerciales
han probado ser insecticidas ideales, debido a que carecen de toxicidad para el
hombre y animales domésticos, no fitotdxicos, de efecto no residual, etc. Como se

menciond ya anteriormente la actividad bioldgica de esta bacteria abarca distintas

10
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ordenes de insectos, entre los que se encuentran lepiddpteros, hymendpteros,
dipteros, homdpteros, coledpteros, ademas invertebrados de otras clases como
nematodos, protozoarios, acaros y tremstodos, (Bonne y col, 1985; Thompson,
1992; Lorence y col. 1996;). En la tabla 2 se muestran algunos productos

comerciales a base de B. thuringiensis disponibles en México.

B. thuringiensis
HISTORIA

B. thuringiensis fue descubierto en Japon en el afio de 1901 por Ishiwata al

aislarlo de larvas enfermas del gusano de seda Bombix mor, denominando a
esta bacteria B. soffo. Con este descubrimiento se inicia el desarrolla del control
biolégico de insectos plaga. En 1914, Berliner aisl6 esta bacteria de larvas
enfermas de la palomilla del Mediterraneo Anagasta kuhniella y en 1927, Mattés
la denominé B. thuringiensis. En estudios posteriores se demostré que esta
bacteria es altamente especifica para plagas del orden lepiddptera y es inofensiva
para insectos benéficos (Castro, 1982). Trabajos realizados por Hannay en 1953
sugieren que el cristal parasporal produce una sustancia toxica que induce a una
septicemia en larvas de insectos. En 1955, Hannay y Fitz-James, reporté que los
cristales son proteicos y que al ser ingeridos pueden causar la muerte a larvas de
insectos lepidépteros susceptibles. Steinhaus en Estados Unidos, entre
1951-1956, realizé pruebas con diversas cepas de B. thuringiensis, de las cuales

11 resultan ser toxicas para el gusano de la alfalfa Colia eurithemcen (primer
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reporte en América) y con los resultados obtenidos estimulé el uso comercial de
B. thuringiensis para uso como agente de control bioiégico contra algunas plagas
de lepidopteros (Aizawai, 1974; Duimage, 1989).

MORFOLOGIA

B. thuringiensis, es una bacteria del suelo, gram positiva, aerobia, esporogénica,
entomopatégena facultativa, su caracteristica principal es la produccion de un
cuerpo parasporal, cuerpo de inclusion o cristal compuestc de proteinas
insecticidas conocidas como 3-endotoxinas, que son altamente especificas contra
insectos plaga {Goldberg y Margaiit, 1977, Dulmage, 1981). Su tamario promedio
es de 2 a Su x ly, presenta flagelos peritricos y se reproducs por fisién binaria

(Pelczar,1981).

CLASIFICACION

B. thuringiepsis es un miembro del grupo | del género Bacillus, el cual incluye B.
subtilis, B. licheniformis, B. megaterium y B. cereus, distinguible de este por la
presencia de un cuerpo parasporal y por antigenos flagelares especificos (Rowe y
Margaritis, 1987).

La clasificaciéon de B. thuringiensis esta basada en el antigeno flagelar H, y es
complementada con pruebas bioquimicas para determinar las variedades. (De
Barjac y Frachon, 1990). La primera clasificacion de la bacteria fue propuesta en

1919 por Smith y col., quienes basandose exclusivamente en las caracieristicas



13

morfolégicas de los aislados sugirieron que se consideraran como una variedad
de B. cereus , lo cual fue aceptado por un tiempo, ya que en 1951 Toumancaff y
Vago nombraron como 8. cereus var. alesti un aisiado que tenia las mismas
caracteristicas de las bacterias de Ishiwata y Berliner, y en 1952 plantearon que
todos los cultivos encontrados hasta la fecha eran variedades de B. cereus
(Rodriguez-Manray, 1991). La primera clasificacion valida nace con las
obsearvaciones de Heimpel y Angus en 1858 y 1959, al proponer una serie de
pruebas bioquimicas para identificar las variedades de B. thuringiensis. En 1962,
De Barjac y Bonnefoi publicaron un ensayo para la clasificacion de 24 cepas de B.
thuringiensis, mediante pruebas morfologicas, bioquimicas y serolégicas, esta
ultima de acuerdo a !as caracteristicas antigénicas del flagelo. Posteriormente
Hoéfte y Whiteley (1989) hicieron un esquema de clasificacion serologica en base
a las proteinas del cristal (Galan, 1893). Actualmente e! sistema oficial de
clasificacidn para B. thunngiensis es manejado por el Instituto Pasteur de Paris,
Francia (Lecadet, 1994), en donde han clasificado hasta la fecha 55 grupos
serolégicos de diferentes aislados de todo el mundo (tabla 3). Ademas,
Lorence y col. {1996), elaboraron una tabla de clasificacion en base a las
proteinas cry, que comprende hasta la fecha 15 tipos de proteina Cry
encontradas. Las toxinas Cry1, son las mas frecuentes, la mayor parte de estas
proteinas se producen como protoxinas y generalmente forman cristales
bipiramidales. Las proteinas Cry1 con diferente peso molecular son. Cryla y
Crylb, sus fragmentos tdxicos pesan entre 60 y 70 kDa, y se puede decir que son

activas contra lepiddpteros, aungue existen excepciones. Las toxinas Cry1Ab y




Cry1Ca son téxicas tanto para lepiddopteros como para diptercs; mientras que
Cryla tiene actividad toxica hacia coledpteros y lepidépteros. Para la toxina
Cry1Ba, se ha reportado actividad contra lepidopteros, colebpteros y afidos. Las
toxinas Cry2, presentan cristales de forma cuboidal, y sus fragmentos téxicos
pesan entre 50 a 60 kDa, son tdxicas para lepidopteros y diptercs, las toxinas
Cry2A y Cry2Ac es activa contra (epidopteros, solamente. La toxina Cry3,
produce cristales de tipo romboidal, y sus formas activas pesan alrededor de 66
kDa; son activas exclusivamente para coledpteros. Las toxinas Cry4, tienen
actividad contra dipteros, CrydAa y CrydBa esta clase des proteinas se ha
encontrado comUnmente en el serotipo israelensis, y sus fragmentos téxicos son
de 50 a 70 kDa. Dentra de las toxinas CryS se encuentran la Cry5Aa, Cry5Ab y
Cry5Ba, las dos primeras tienen actividad dual contra nematodos y écaros; la
ultima solo para coletpteros. Dos proteinas integran la clase Cry6, |a Cry6Aa y
la Cry6Ba, ambas son activas contra nematodos y acaros. La toxina Cry7, esté
formada por Cry7Aay Cry7Ab, presentan cristales bipiramidales, pesan 66 kDa y
son activas hacia coleopteros. Dentro de la clase Cry8 se encuentran los
subtipas: Cry8Aa, Cry8Ba y Cry8Ca, su peso molecular va de 130 a 134 kDa. La
primera se acumula en cristales esféricos; todas son activas hacia coledpteros,
pero Cry8Aa también es activa hacia acaros. Las toxinas de la clase Cry9 son la
CrySAa, Cry9Ba y la CrySCa, de 126 y 130 kDa. La primera y la tercera presentan
actividad hacia lepidopteros. Se desconoce el blanco de CrySBa. La toxina
Cry10, genera un fragmento activo de 58 kDa; es activa contra dipteros, fué

aislada de una cepa del serotipo israelensis. En la clase Cry11 se encuentra ia
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Cry11Aay la Cry11Ba, la primera presenta un fragmento de 30 kDa y la segunda
de 80. Ambas son activas contra dipteros. La toxina Cry12Aa, presenta toxicidad
hacia nematodos y acaros. La toxina Cry13Aa de 88 kDa es tdxica hacia
nematodos. La Cry14, es tdxica hacia dipteros y coledpteros. La toxina Cry15Aa,
presenta actividad téxica hacia el lepidéptero Manduca sexta. Sin embargo,
existen cepas de B. thunngiensis reportadas, que no estan incluidas dentro de la
clasificacion, ya que no han sido depositadas en los bancos de datos y portan
cristales con actividad téxica diferente, por ejemplo se aisié una proteina de 54
kDa a partir de una cepa del serotipo wuhanensis y que presenta actividad toxica
hacia coledpteros, acaros y afidos; y otra proteina de 133 kDa que tiene actividad
toxica hacia protozoarios (Lorence y col. 1996). Este sistema de clasificacion de

los genes Cry y cyt esta basado en la similitud de la secuencia de aminoacidos.

TOXINAS PRODUCIDAS POR B. thuringiensis

La habilidad que presenta B. thuringiensis para producir toxinas varia de una cepa
a ofra y la actividad presentada también depende de las condiciones del medio
de cultivo (Pendleton 1969, Dulmage, 1977). Entre las toxinas producidas por B.
thuringiensis se encuentran a-exotoxina, B-exotoxina, S-endotoxina, toxina abil,
toxina sciuble en agua, exotoxina “factor raton’, y una enzima no identificada que
puede ser no téxica (t-exotoxina) (tabla 4). Para la seleccion de una cepa se

deben tomar en cuenta ciertas caracteristicas que resulten ideales {tabla 5).
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a-exotoxina.

También conocida como fosfolipasa C 6 lecitinasa, se ha estudiado en las
variedades de B. thuringiensis y B. cereus (Krieg, 1969), afecta a los fosfolipidas
de membrana, causando lisis y necrosis, actua sobre la molécula de lecitina con
la formacion de un diglicérido y fosforilcolina. Se ha encontrado susceptibilidad
en algunos insectos como Gafleria mellonella y Plutella maculipennis (Faust,

1982).

B-exotoxina :

Fue descubierta por McConell y Richards en 1958 (Cantwell, 1964). EI
aislamiento y caracterizacion preliminar de la B-exotoxina los condujeron De
Barjac y Dedonder (1965- 1968) a partir del serotipo H-1 (Lecadet, 1975). Su
modo de accidon lo investigd Sebesta y Horska en 1968, quienes mostraron que la
exotoxina inhibe la RNA polimerasa dependiente de Escherichia coli “in vitro (De

Barjac, 1976, Johnson , 1978, Sebesta, 1968).

d-endotoxina :

Se le considera una de las toxinas mas importantes de acuerdo a su actividad
(Faust, 1982), es sintetizada en forma ds protoxina durante &l proceso de
esporulacion, dentro de la célula vegetativa y aparece como una inclusién
cristalina (Calberg, 1973), presentandose la mayoria de las veces en forma
bipiramidal, pero puede variar en forma y tamaiio, dependienda de los serotipos

de la bacteria, es diferente en cuanto a su composicion y cantidad de cadenas



polipeptidicas, es termalabil y soluble en soluciones alcalinas y es hidralizada a
una forma activa por snzimas proteoliticas intestnales del hospedero, la
susceptibilidad es dependiente de enzimas y serotipo, (Faust, 1982). Yamamoto
en 1981, realiz6 estudios bioquimicos del cristal y abtuva péptidos de diferentes
pesos molaculares, un péptido de 135 kDa, denominado P-1, el cud fue toxico
para lepiddpteros, y otro de 65 kDa denominado P-2, quien mastrd toxicidad hacia

dipteros, ademas de lepidopteras (Rowe, 1987; Youn, 1970).

MODO DE ACCION DE LA 3-ENDOTGOXINA

Para que ejerza su accion la toxina debe ser ingerida por el insecto susceptible,
después, debe ser hidrolizada por las proteasas del intestino del insecto y
descubrir la fraccién toxica. La mayoria de los estudios estdn de acuerdo en el
hecho de que después de que la protoxina ha sido activada, la toxina liberada o
fraccidn téxica, se une a raceptores especificos localizados sobre 1a superficie de
la célula, como podria ser una proteina de membrana, (Knowles y Ellar, 1986). En
1982, Héftte, sugiere que la toxina induce la formacion de poros en la membrana
de las células epiteliales del intestino, causandc un incremento en la
permeabilidad, esto determina una lisis celular y rapida paralisis, eventualmente
la larva deja de comer y muere (Hdéfte, 1982, Stanier , 1988). Una invasion
secundaria puade acelerar la muerte de la larva infectada (Hofte, 1989). La
combinacion de pardlisis intestinal y septicemia, en un tiempo de 24 a 96 horas
después de haber ingerido fos cristales paraesporales y la endoespora, pueden

provocar la muerte de la larva (Lambert, 1992).
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AISLAMIENTOS DE CEPAS DE B. thuringiensis

Entre los mas importantes descubrimientos sobre B. thuringiensis se encuentra el
reportado por Dulmage, en 1969, quien aislé del gusano rosado Pectinophora
gossypiella una cepa de B. thuringiensis que resulté ser entre 20 y 200 veces mas
potente que (as cepas conocidas hasta entonces, a esta cepa la denomind HD-1,
que corresponde al serotipo 3a3b de B. thuringiensis var. kurstaki y actuaimente
esta cepa es la base para los productos comerciales en todo el mundo contra
diversas plagas de lepidopteros de importancia agricola {(Duimage, 1970,
Duimage y Rhodes, 1971). Entre otras aportaciones relevantes de Dulmage se
encuentra: la recuperacién de mas de 60 cepas de B. thuringiensis israelensis, la
produccion de 102 extractos de fermentacién, la elaboracion de una guia
intemacional para la produccion de esta bacteria, asi como el desarrolio de un
bicensayo estandar para medir foxicidad a los extractos producidos; Ila
determinacion de una efectiva concentracion para los formulados elaborados y el
establecimiento de la cepa HD-968-S-1983 como estandar primario de referencia
para la determinacién de la potencia de los extractos de Bti, (Galan y col. 1996).
En 1970, Thompson aislé de larvas enfermas de G. melloneila, una nueva
variedad de B. thuringiensis, la cual fue clasificada dentro del serotipo H-12 como
var. thompsoni, quien resuitd téxica para Piens brassicae (gusano europec de la

col) y.T. ni (falso medidor), (Rodriguez Padilla y col., 1996).

En 1977, Goldberg y Margalit aislaron un bacilo de larvas del mosquito Cufex sp. ,

el cual fue identificado por De Barjac como B. thuringiensis, var. israelensis.
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Ademas, la bacteria presentaba un nuevo antigeno flagelar al que se le denomind
H-14. Esta variedad se caracterizG por presentar cristales de diferentes tamarios y
formas, y sobre todo por su patogenicidad hacia larvas del mosquito A. aegypt, lo
que dio la pauta para considerario (til en salud publica para el control de vectores
de enfermedades fropicales (Garcia, 1986; Gharib, 1988; Rodriguez Padilla y

col., 1996).

En 1981, los japoneses reportan los serotipos de B. thuringiensis H-17 var.
tokohuensis., H-18 var. kumamotoensis y H-19 var. fochigiensis, las cuales
resultaron no toxicas para diferentes especies de larvas de insectos lepiddpteros
y dipteros, cepas que fueron aisladas del suelo en distintas prefecturas

(Radriguez Padilla y col. 1996).

En 1985, Pérez-Orona y col. probaron 3 cepas de B. thuringiensis del suelo
GM-1, GM-7 y GM-13, contra larvas de A aegypti y C. pipiens var.
quinquefasciatus, las concentraciones letales medias obtenidas a las 72 horas
fueron de 1410 y 316 mg/l para la cepa GM-1 contra Aedes y Culex
respectivamente, mientras que GM-7 mostré actividad sélo contra Cufex, con una
Clso de 1258 mg/l, en tanto que GM-13 no tuvo efecto en ninguna de las

especies probadas.

En 1987, Rodriguez-Tovar y col. reportaron mas de 100 cepas nativas aisladas

de B. thuringiensis a partir de muestras de suelo y de insectos, 59 de estas fueron
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propagadas en un mismo medio de melaza y probadas contra larvas de A
aegypti resultando 5 de los aislados con actividad téxica, (GM-21, GM-23,
GM-25, GM-34 y GM-50) quiean resulté mas tdxica de éstas fue GM-34,
identificada como B. thuringiensis, serotipo 3. En el mismo afio, Galan Wong y
col. aislaron cerca de 100 cepas de B. thuringiensis de |las cuales se identificaron
bioquimica y serologicamente 32, estas se propagaron en un medic de cultivo a
base de melaza y posteriormente cada uno de los extraclos fue obtenide por
coprecipitacion con lactosa-acetona y probados contra Spodoptera frugiperda y
Heliothis virescens, encontrdndose que la cepa GM-10 identificada como la
variedad aizawai, presentd una Cls de 19.3 pg/mi de dieta mientras que para el
estandar fue de 21.16 pg/ml en H. virescens; sin embargo, para S. frugiperda el
mismo aislado resultéd 110 veces mas toxico que el estandar, con una Cls de 59

pg/ml, mientras que la del estandar 6491.2 ug/mi.

En 1989, Ohba y Aizawai reportaron 2 nueévas serovariedades pertenecientes al
grupo serolégico 3, subespecie sumiyoshiensis, 3a:3d y la subespecie
fukuokaensis 3a:3d:3e; quienes resultaron toxicas para tres especies de
lepidépteros. En 1990, se describid la variedad neoleonensis como el serotipo
H-24, quien se caracteriza por presentar un cristal inusual de forma triangular,
actualmente esta clasificada como H-24 a 24b (Lecadet, 1994; Rodriguez Padiila,
1996). En 1992, Oivera Carranza analiza 24 cepas nativas de B. thuringiensis de
las cuales siete fueron toxicas para insectos del género Spodoptera con

porceniajes de mortalidad arriba del 80%, a la dosis probada de 500 ug/ml,
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ademas todas las cepas resuitaron ser pertenecientes a la variedad aizawai.

Chilcott y Wigley en 1992, obtuvieron un total de 690 cepas de B. thuringiensis,
las cuales fueron aisladas de 455 muestras de suelo, larvas y habitats de
insectos en Nueva Zetanda. Se probd la toxicidad contra insectos de tres ordenes:
lepidopteros (FPlanotortix octa), dipteros (Culex pervigilana) y coledpteros
(Tenebrio molitor). Algunos aislados fueron téxicos para ambos lepidapteros y
dipteros, otros resultaron no téxicos para ninguno de los insectos estudiados. Por
otra parte estudios realizados mediante slectrofaresis en gel con dodecil sulfato
de sodio, indicaron una diversidad de proteinas con diferente peso molecular

(kDa) de los distintos grupos de cristales toxicos.

En 1993, Pascale y col. aistaron cepas de B. thunngiensis de residuos de tabaco
y de abejas muertas (Lasioderma serricorne; Coleoptera: Anobiidae) colectadas
de diversas partes del mundo. Se realizé la identificacion serolégica de los
aislados , caracterizacion de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida
y analisis de inmunoblot. Las cepas que producian cristales romboidales se
asociaron con el patotipo especifico de coledptera (grupo Cry i} y fueron el
grupo mas abundante (59% de los aislamientos). Los resultados sugieren que la
actividad no es restringida a aislamientos relacionados con el grupo especifico de

coledptera.
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Kawalek y col. en 1995, aislaron una nuesva cepa de B. thuringiensis subsp.
jegathesan en Malasia, purificaron las inclusiones cristalinas y realizaron
bioensayos contra larvas del cuarto estadio de Culex. quinquefasciatus, A.
aegypti, A. togoi, A. albopictus, Anopheles maculatus y Mansonia uniformis. Las
Clso delas ipclusiones cristalinas para cada especie fueron de 0.34, 8.08, 0.34,
17.59, 3.91, y 120 ng/ml respectivamente. Estos valores muestran que las
inclusiones parasporales de esta nueva subespecie tienen toxicidad insecticida

comparable con la subespecie israelensis.

En 1987, Lonc y col. aislaron 24 cepas de B. thuningiensis y examinaron su
serotipo, su composicion proteica, el contenido de plasmidos, y su actividad
insecticida. Las cepas PO1-PO11 y PO14-PO15 fueron reconocidas como B.
thuringiensis kurstaki H3a3b3e, mientras que los aislados PO12 y PO13
mostraron un determinante antigénico nuevo el H47, y se denomind
serovariedad wratislaviensis. Otras investigaciones maostraron que las cepas
tenian plasmidos diferentes (por ejemplo 6 plasmidos diferentes largos en la
cepa PO12) y cristales compuestos de dos diferentes proteinas, 135.8 y 66.2
kDa (cepas PO1-PO11 y PO14-PO24) respectivamente, 0 una proteina de 66.2
kDa (PO12 y PO13) . Las pruebas de toxicidad preliminar con suspensiones de
esporas y cristales mostraron baja actividad (menos del 50% de mortaiidad)
contra larvas de moscas de la fruta y ninfas de cucaracha y aitos efectos toxicos

contra larvas de mosca doméstica {(mas del 90% de mortalidad).
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En 1998, Bravo y col. aislaron 496 cepas de B. thuringiensis de 503 muestras de
tierra colectadas de 5 macroregiones de México, y caracterizadas para establecer
un patrén de distribucién ecoldgico para los genas y desarrolio de agentes de
control  biolégico. Las cepas se analizaron con PCR cen primers capaces de
detectar un rango de genes Cry y Cyt. En particular las proteinas cry 1 y 9 son
toxicas contra insectos lepidopteros; Cry3, Cry7 y Cry8 contra coledpteros y
Cry11, Cry21 y Cyt contra dipteros. Las cepas que poseen el gen Cry1 fueron
las mas abundantes en la coleccion (49.5%), con 33 diferentes tipos de Cry1. Ei
gen Cry3 se encontrd en el 21.5% de las cepas, Cry11 y genes Cyt se mostraron
en el 7.9% mientras que Cry7, Cry8 y Cry9 estuvieron enel 06, 2.4y 2.6% de
las muestras respectivamente. Los genes del tipo Cry5, Cry12, Cry13, Crytd y
Cry21 no se encontraron en ninguna de las cepas, en tanto que el 14% de los
aislados no respondieron a esos primers. En el mismo afdo Johnson y col.
probaron varios aislamientos naturales de B. thuringiensis, contra larvas de
Musca domestica y larvas de la familia Calliphondae y determinaron que la
toxicidad se debia a la protoxina de la clase Cry I1B. La presolubilizacion de la
toxina no fue necesaria para inducir mortalidad en ninguno de estos insectos,
mientras que la adicién de esporas a la d-endotoxina fue esencial para inducir
mortalidad significativa en larvas de Chysomya albiceps y potenciar la mortalidad

de otras especies estudiadas.

En 1999 Chang y col. aisiaron cepas de 8. thuringiensis STB-3 de tierra coreana

que mostraron alta toxicidad contra Spodopfera exigua. El cristal es de forma
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bipiramidal con un peso molecular de 130 kDa. €! serotipo H de STB-3 fue
idéntico a B. thuningiensis serovariedad kenyae (H4a4dc). Sin embargo, en
analisis de PCR usando genes Cry especificos contra Spodoptera mostraron que

STB-3 tenia solo el gen Cry1E difiriendo de la serovariedad kenyae con Cry1Ab,
CrylAcy Cry1E.
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Tabla 1 . Insecticidas microbianos disponibles en ¢l mercado mundial S
Grupo Organismo Producto Pais

—
Virus Virus de a Poliedross Nuclear Vio-Eosh, Vinn-ABB, Vinn-EKS, Vinn-Diprion, URSS
Vime-HS, Vinn-GYAP
Vine-LS  Vinn-KHS, Vinn-O8

Elcar Gypcheck TM-Buocontrol EU
Manestrm, Hafantrin Bulgana
Momsarmmo-Virus Finlandea
Virox Ingistema
VPN 80 VPN 82 Guatemala
Virus de la Poliedrosis VEC Japoa
Cnoplasmmca
Bacterias Baciilus popiilae Doom, Japadenuc, Milky Spore EU
phaericus ABG-6185 EU
B thuringienas Agree Méxco
Dxpel, Javeln, Buotrol, Ferl, M-1. Bactomos, EU
Tecknar Vectobac, Larvo-Bt, Thuricide
Bactospene Bélgica
Bathurm, Moskstur Checoslovaquia
BIP, Exterobacienn-3, Thuringm, Bitoksibacilim, URSS
Exotoksin, Gomelin, Inseckzin, Lepidocin,
Bacillan, Thunidan Polonia
Thurmdbhem, Tunntoks Rumama
Biobst Dansinarca
Bactutal Yugosiavia
Hongos Beauveria bassiana Biotrol FBE, ABG-6178 EU
Boverm URSS
Boverol, Boverosl Checoslovaqua
Hirsutella thompsom Mycar EU
Metharhiztum amsopliae Biotrol-FMA EU
Mataquino Brasil
Metarrhazin URSS
Vernciliium lecan Vertelpac, Myootol Inglaterra
Vertectllm URSS
Vertiooa Checoslovaquua
Nemdétodos S feinae Seelc. Spear Neowide, Crop Patrol. Pest patrof EL

—
———
—_——————

Adaptada de Rodnguez-Monroy. 1991



Tabla 2. Productos comerciales a base de B. thuringiensis disponibles en

Meéxico.

Nombre comercial Distribuidor

Agree* Ciba-Giegy

Baxil B.T. Agrofarma Mexicana
Biobit Agricultura Tecnificada
Javelin W. G. Sandoz.

Thuricide Sandoz.

Dipel (Polvo humectante, granulado y Abbott

suspension acuosa)

Adaptada de SARH, 1990. “ccpa tramsconjagante
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Shurmigienas
2 Sumttens
Jake ales
3a3b3c Ik
3a3d aoSenss
3a3d3e fukuohaenns
4e4b sotto
dadc kewvar
S=5h pallonae
Sasc canadenus
[ enromncdue
7 -7
Sash MeorrisevR
8alc ostrvnss
Bbsd mpenmns
9 tolwortisi
19 darmatadiensis
11a11b tosmenoffi
11a11c Kysahu ensig

is dakots

16 ndiana

17 tokokuenss

i8 lnonematoenzis

19 higiens
20a20b Jyunnonents
20228¢c pondiacherienss

21 colmen

n shandogronns
23 Jjapomensis

Beriimer, 1915; Helsupel & Angms, 24 Aeoleonenss Rodrigucr-Padiiin, Gatin-Wong, de

1958 Berjac, Duiraage, Tamer-Guerra &
Resman Calderea, 1988

Hezmpe) & Angus, 1958 28 coresnoums Lew ot sl (ne pahlicado)

Toumancff & Vagn, 1951, Heampe! & 26 wlo de Basjac & Lecadet (mo publicads)

Amms 1958

de Barjac & Lemille, 1978 b2 mencesesy  Redrigum-Paditls & Galsn-Wang,
1988

Ohbs & Alzswa, 1989 2% monzerrey (us pablicada)

OChba & Alexws. 1989 29 amagicnms (we pubticade)

Ishpreta. 1905; Helmpel & Angus, 30 medellin Ovduz, Rejns, Corres, Montoys &
de Barjuc, 1992

Boauefei & de Bariac, 1963 31 soguchini (mo pablicade

et o

de Barjac & Beanefol, 1572 lacsis Lew ¢ al. (na publicads)

HFeinapel & Angus, 1958

kordukian Lee ot al (ne poblicads)

Benmefol & de Barjac, 1963 33 aeoulenns Shize ne publicads)

Beenefol & de Basjac, 1963 36 malaynenny He (o¢ publicads

Getxin, Ketien, Misghwe & 37 andalounenns  Sestisge-Alvares ot al

Xingmin, 1975

Rajagepsian et al (no publicado) 3 oswaldocruzs  Rablmervitch etal

Nerris, 1964, do Barjac & 39 branhenns Rabipevitch etal.

Bounefal, 1968

Krieg, de Barjac & Bommcfol, 1968 & huczhongenns Yo Zinda

Krieg, 1969 41 s00ncheon lee . H (mo pwblicads)

Otiba and Alzawa, 1979 < Juighongenns  Roog Sea Li (po publicada)

de Berjac & Thoopeon, 1976 <o gunvangienss RqSuU(-plﬂe-h)

de Barjsc, Cesmso Duwsazpelr, 44 Jogo Ohba (na publicada)

Shafk & Yiviaad, 1977

de Barjac, 1978 45 roghidiensns Hinrinschen & Haneen (ow
pablicads)

De Lucca, Sumensem & Larsem, 46 chanpans Chanpa:sang 1o publicada

1979

De Locca, Simonsen & Latsen, 47 wratslaviensis Lonc ct al, no pubhicada

1979

Obbe, Alzswa & Shimixa, 1981 43 bateanca Caballen et a), no publicsda

Obba, Omo, Axswa & bvanami, ® oy Seung Hwan Park et sl no publicada

1981

Ohba, Ono, Alzawa & Iwanaml, 50 navasrenss Cabaliero et. al., (no publicada)

1981

Wan-Yu, Qi-Faag Xwe-Piag & s xaguongrenny 1an Png Y an (por publicarse

You-Wei, 1979

Rajagopaian et 2l (no publicade) 52 Km Kim &t al., 1996

De Lucce, Palmgren & de Barjac, $3 astunenns Sanhisgo-Alvarez et al (por publicarse

1984

Ying, Jie & Xichang, 1996 54 polomenns Damgaard et al.  no publcada

Obtha & Atxaws, 1986 45 pabnanyolenns  Sartiago-Alvarezet al no publicada

NB Cepa sm movitdad. s

(Huba b

of Microteology, 976)

De Baojac & Frachon, S0 MM Letadet y o0l Instoso Pesteur Pans Froancm, 996
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Toxinag producidas por cepas diferentes de B.

Tabla 4.
thuringiensis.
Serotipo Biotipe Variedad
H
1 I_= thuringiensis
2 I Sinitimus
3 I 1 alesti
38, 3b Tz kurstalad
43, 4b Vi sotto
4a, 4b wi dendrolimus
4a, 4¢ 1v2 kenyae
5a, 5b Vi galleriae
Sa, 5S¢ V2 canadensis
6 Vi subtoxicus
6 A%\ entomocidus
T VII aizawai
8a, 8b VIII 1 morrisoni
81, 8¢ v ostriniae
9 X totworthi
10 X darmstadiensis
1ia,11b XI1 toumanaffi
I1a, 11c X2 kyushuensis
12 X thompsomni
13 Xm pakistani
14 xXw israelensis
15 XV dakota
16 Xvi indiana
- - wuhanensis
17 . Xvao tohokuensis
18 XVIl  kumamotoensis
19 XTX tochigiensis

+

+

J&bil

a—exotoxina B-exotoxina y—exolodna 8-endotoxing toxina toxina factor
soiuble ratén

+

+

+

+

Ref. Faust and Bulla 1982.



Tabla §. Caracteristicas y estrategias para seleccionar cepas
de B. thuringiensis.

No ser téxico para plantas, animales, humanos e insectos benéficos.
La produccién a escala masiva sea facil a nivel comercial.

Tiempo de almacenaje por un largo pericdo sin afectar su actividad.
Accesibilidad para trasiadarlo a cualquier lugar del mundo.
Después de su aplicacion en el habitat natural ser persistente.

La eliminacién de insectos blancos que sea eficaz y eficiente.

Los costos de produccion se requiere que sean bajos.

Manipulacién y estabilidad genética.

La produccidon en g/l debe de ser alta.

Que la cepa esté libre de fagos.

De Banac y col. 1989
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MATERIAL Y METODOS

1.- OBTENCION DE LAS CEPAS BACTERIANAS
Un total de 96 cepas nativas de B. thuringiensis obtenidas de la Coleccion
Intemacionat de Bacilos Entomopatégenos del Departamento de Micrabiclogia e

Inmunoclogia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, U.A.N.L. fueron estudiadas.

2.- MEDIO DE CULTIVO UTILIZADO

El medio de fermentacién estuvo constituido por los siguientes materiales (en
g/l) ;. Harina de soya como fuente de nitrégeno, (15); melaza como fuente de
carbono, (20); liquido de remojo de maiz como factor de crecimiento, (10);

carbonato de calcio, (CaCO;) como amortiguador de pH, pH del medio 7.0.

3.- ACTIVACION DE LA CEPA

Las cepas de B. thuringiensis se sembraron en tubos con agar nutritivo

inclinado, pH 7, se incubaron por 24h a 30°C.

4.- PREPARACION DEL INOCULO

En matraces de 250ml| se colocaron 50ml del medio de fermentacion ya
mencionado y se sembrd una asada de cada una de las cepas activadas. Se

colocaron en agitacion a 200rpm, 30°C por 12h.
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5.- FERMENTACION

a) Para lepidépteros :

Se tomé el 1% de inéculo para sembrar en matraces de S00m! con 100mi del
medio de fermnentacion.

b) Para dipteros :

Se tomé el mismo voltimen del indculo (1%) y se colocaron en matraces de 50
ml, con 10mi del medio de fermentacion.

Los matraces se mantuvieron en agita'cién a 200rpm, a temperatura de 30°C,
durante 72 horas aproximadamente, se realizaron observaciones microscopicas
diariamente para verificar esporulacion y formacion de cristales, hasta la
formacion de un 80% de esporulacion.

Al terminar la fermentacién, los cultivos totales abtenidos, en el caso de dipteros
se congelaron hasta ia realizacién de bioensayos preliminares para determinar

toxicidad.

6.- RECUPERACION DEL COMPLEJO ESPORA-CRISTAL
Una vez terminada la fermentacion, en el caso de lepiddptercs, se procedid a la
extraccién del complejo espora-cristal, mediante el método de coprecipitacion

lactosa-acetona (Dulmage 1970).
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7.- PRUEBAS DE TOXICIDAD PARA LEPIDOPTEROS

El insecto blanco empleado en los bioensayos fueé Trichoplusia ni.
Se evaluaron los extractos insecticidas mediante el procedimiento descrito por

Dulmage (1976), utilizando una dieta modificada de Shorei (tabia 6).

a) Bicensayos preliminares:

Estos se realizaron para seleccionar cepas toxicas contra 7. ni usando como
factor de seleccion la dosis de 50ng/ml de dieta. El procedimiento a seguir fué
el siguiente:

Se pesaron 250mg de| complejo espora-cristal, el cual se aforé en 50m| de agua
destilada para formar una solucion stock.

Posteriormente se tomé un valumen de 1.25ml de la solucion stock y se agregd
a 11.25ml de agua destilada, para obtener una concentracion de 50ug/ml. Esta
concentracion se realizé tomando en cuenta el volumen total al mezclar con
112.5ml de la dieta de Shorei para insectos en cada copa utilizada. De esta
forma se agrego la dosis de toxina; la mezcla se vacid en copas de plastico, se
dejaron reposar por dos horas y posteriormente se infestdé cada copa con una
larva del primer estadio de 7. ni, incluyendo 25 copas por cada extracto, par
triplicado y como conirol se emplearon 100 copas con dieta de Shorei sin
toxina, por cada 500 copas. Finalmente se tapd cada copa y se incubé por 7
dias a 25°C, y humedad relativa del 79-80%, al cabo de los cuales se determind

el porciento de mortalidad, (Dulmage, 1976).
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b) Determinacion de la Concentracion Letal (CLs):

A los extractos que presentaron una toxicidad mayor al 50% a la dosis utilizada
de 50pug/ml se les realizaron nuevos bioensayos para determinar la Cle,
utilizando siete concentraciones en el rango de 50 a S5ug/mi de dieta, con 25
larvas por concentracion y por triplicado y 100 larvas como control, registrando
el nimero de larvas vivas y muertas. En todos los biocensayos que se
realizaron se utilizd la cepa de referencia GM-10, crecida en el mismo medio de
fermentacion, para comparar la concentracion letal media de nuestras

muestras y determinar la potencia de las mismas.

8.- PRUEBAS DE TOXICIDAD PARA DIPTEROS

a) Bioensayo preliminar con cultivo total.
Los cultivos totales obtenidos se descongelaron y se sometieron a bicensayos
preliminares contra larvas de A. aegyph de tercer estadio tardio 0 cuarto

temprano (OMS, 1982), esto se realizé de la siguiente manera :

1) En un vaso de plastico se colocaron 25 larvas del tercer estadio tardio de A.
aegypti.

2) Se llenaron con 148ml de agua destilada, para completar 150m! de volumen
de agua.

3) Se agreg6 la cantidad correspondiente del cultivo total, o diluciones de este
(107, 102 6 10°°) en cada vaso, para dar concentraciones finales de 107, 10%,

10® y 107 cada una con tres repeticiones.
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4) Se preparé como control cuatro vasos sin toxina, cada uno con 25 larvas.
Después de que se agregaron los microlitros 0 ml corraspondientes de cultivo
total, las larvas se mantuvieron a una temperatura de 25+2°C y 70-80% de

humedad relativa, durante 24 horas, posteriommente se registré la mortalidad.

b) Determinacion de la Concentracion Letal Media (Clso):

Se seleccionaron aquellos cultivos que presentaron mortalidad entre 10* a 107
diluciéon del cultivo total, se realizaron nuevamente bioensayos pero en este
caso usando extracto insecticida con un total de 7 concentraciones en el rango
de 1 a 6mgA con tres repeticiones y 100 larvas como testigo, también se
realizaron bioensayos con el estandar IPS-82 contra el mismo insecto de
prueba con el fin de determinar su Cls y obtener la potencia de nuestros

extractos mediante la siguiente férmula:

Potencia desconocida del extracto (UTl)=____ ClLsy IPS-82 X 15000

CLs, desconocida del extracto
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8) ANALISIS DE BIOENSAYOS

A partir de los registros de mortalidad, los datos se sometieron a analisis de
varianza de un factor para obtener posibles diferencias entre las cepas vy
posterior comparacion de medias de mortalidad por ef método DMS. Mediante el
programa computarizado probit se determiné la Cls de nuesiros extractos mas

toxicos
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Tabla 6. Ingredientes de la dieta de Shorei (Dulmage, 1976).

Componentes — @
Harina de 303;1 - - - 71 1_=— -
Germen de Trigo 31.1
Sal Wesson 10.6
Sacarosa 13.6
Ac. sérbico . 1
Metii-d-hidroxibenzoato 16
Ac. ascérbico 426
Agar-agar 15.7
(el
Ac. acético al 25% 12
Formalina al 10 % 44
Cloruro de colina al 15 % 73
Agua destilada 1,000
Solucién vitaminica® 3.5

* pamtoteato de calcio, 12 ml; niacina, 6ml; riboflavina 3ml; acido folico, 3ml, tiamina, 3ml; piridoxina, 1.5ml; biotina, 0.12ml; vitamina B12,
25mL
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RESULTADOS

Los resultados de los bioensayos preliminares contra T. ni fueron muy alentadores, ya
que obtuvimos mas de 20% de las cepas con una toxicidad mayor al 80%. En la figura
1 se muestra la distribuciéon de frecuencias de mortalidad mostradas por cepas de B.
thuringiensis nativas de Rio Verde, San Luis Potosi, evaluadas contra 7. ni, en la cual
se observa que la mayor frecuencia encontrada fue de 16 cepas, correspondientes al
rango entre el S0 y el 100% de mortalidad. En segundo lugar estd la representada por
15 cepas , cuya mortalidad se encontré en el rango del 10 al 20%. La frecuencia
menor observada fue representada por dos cepas que mastraron una mortalidad entre
el 60 y 70%. Solamente una de las cepas, la RV-10-8 mostré 0% de mortalidad hacia

larvasde T. ni.

Estos resultados de mortalidad mostrados por cepas de B. thunngiensis se sometieron
a Analisis de Varianza de un factor, en el cual se obtuvieron diferencias estadisticas
entre las cepas a nivel de 0.05, mientras que la comparacion de medias de mortalidad
por DMS, dio como resultado un total de 45 grupos diferentes. Dentro del primer grupo
obtenide (grupo A), s€ encontraron las cepas con mayor toxicidad para lepidépteros, la
RV-1-7 y RV4-34, presentando una mortalidad del 100%; en el grupo AB, se
encontrz;ron las cepas RV-3-16, RV-4-42, RV-1-9, RV-4-26 que presentaron un S8%
de mortalidad; en el ABC, la cepas RV-2-8 y RV-1-4 presentaron un 37% de

mortalidad; en el grupo ABCD, las cepas RV-1-1, RV4-58, RV-1-12, RV-2-7, RV-11-2,



38

RV-1-13, RV-104 presentaron de un 92 a un 96% y en el ABCDE, la cepa RV-1-13
mostré un 90% de mortalidad. Dentro del grupo BCDE, la mortalidad obtenida fue de
un 89% presentada por las cepas RV-13-1 y RV-1-20; en el grupo CDEF se abtuvo
una mortalidad del 88% para la cepa RV-1-24; en el grupo DEF, hubo un 84% cepa
RV-1-25y en el grupo EFG se obtuvo una mortalidad del 81% para las cepas RV-3-1
y RV-10-9. Las cepas restantes presentaron mortalidades por debajo del 80% y se

distinguieron en los 36 siguientes grupos, (tabla 7).

En |a tabla 8 se muestran las primeras 10 cepas de B. thuringiensis que presentaron
elevada toxicidad contra 7. n/ y su forma de cristal; cabe mencionar que las 2 cepas
gue presentaron el 100% de mortalidad formaban cristales bipiramidales y cuadrados,
al igual que casi el resto de las primeras 10 cepas mas toxicas, solo 2 de las cepas

mencionadas presentaron cristales bipiramidales tnicamente.
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Tabla 7. Comparacion de medias de mortalidad de cepas de B. thuringiensis bioensayadas
comra 7. »i a concentracion de 50pug/ml de dieta.

CEPA GRUPO % DE CEPA GRUPO WDE CEPA GRUPO % DE
ESTADIS- MORTALI- ESTADIS. MORTALL ESTADIS- MORTALI.
TICO DAD TICO DAD TICO DAD
RV-14-5
RV434 A 100 RV-I-2 KLM “ RV-4.39 w 20
RV-1-7 RV-4-21
RV.1.8
RV-2-18
RV.3-16 RV-1.28 RV47
RVA442 AB o8 RV-310 KLMN L vl RV-133 WX 18
RV-1-9 RV-435
RV-4.36
RV-28 ABC 97 RV4-11 KIAMNG 8 RV-32 WXY 17
RV-14 RV-2-5
RV-1.1
RV4%0
RV-1-12 ABCD 92-96 RY-5-18 KLMNoOP 4 RV4-60 WXYZ 1416
RV-27 RV-B RV4-40
RV-1L.2 RV-5.7
RV-1-18
RV-104
RV-13 ABCDE % RV4.45 KLMNOPQ 8 RV-5.5 WXYZa 13
RV-I-16
RV-131 BCDE 2 RV-33 © LMNOPQR 36 RV-147 WXYzab 12
RV-1-20 RV413
RV-1-24 CDEF 88 RV-4-56 MNOPQRS 34 RYV-106 Ky Zahe 10
RV-2-1
RV-1-25 DEF % RVA438 NOPQRST 13 RV.521 YZahe 9
RY-24 RV-26
RV 444 RV-10-5
RV-3:1 EFG 81 RV-4-57 OPQRSTU 2 RV-36 Zabed ]
RV-10-9 RV-1-21 RV-10-10
RY-149 RV-3-12
RV.117 FG 7™ RV.12 PQRSTUV 30 RV-1-34 abod 5
RY-35
RV-3-15
RV-11-5 RV-53 bod 4
RV-1-30 G 7476 RV-10-3 QRSTUVW 2
RV-1.11
RV-1-26 H " 6062 RV2-14 RSTUVW 28 RV-3.9 od 2
RV-10:2 RV-5-9
RV-1-31 H 56 RV-16 STUVW 25 RV-103 d 0
RV-113
RV-1.10
RV4.56 HII 54 RV-15-1 TUVW %
RV-5-19
RV-132 RV-1.15 b
RV-2.12 UK a3 Uvw
RV-10-1
RV-5.26 RV-1-14 W 21
RV-1-18 JKL 45 RV-42
RV.13.2 RV-1.5
RV-11.6

Letras chfrrentes indics que son estadisteamente dustmites
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Tabla 8. Cepas de B. thuringiensis mas tdxicas encontradas contra T. ni probadas a
cancentracion de 50ug/mi y tipo de cristal presentado.

Cepa Forma de cristal % de mortalidad
RV-4-34 Bipiramidal y cuadrado 100
RV-1-7 Bipiramidal y cuadrado 100
RV-3-16 Bipiramidal y cuadrado a8
RV4-42 Bipiramidal y cuadrado 98
RV-1-8 ' Bipiramidal y cuadrado 98
RV-4-26 Bipiramidal y cuadrado o8
RV-2-8 Bipiramidal y cuadrado 97
RV-1-4 Bipiramidal 97
RV-1-1 Bipiramidal 96
RV-4-59 Bipiramidal y cuadrado 94

Solo s& muestran resuitado obteniics de las 10 primeras cepas de B. thunngiensis que prasentaron mayor moertalidad (de un total de
96 cepas). Resultado de 3 repeticianes.

En la tabla 9 se muestra la toxicidad comparativa de cepas de B. thuringiensis que
resultaron altamente tdxicas contra T. ni y la mostrada por B. fhuringiensis cepa
GM-10. Los valores de ClLsy presentada por las cepas RV-1-7 y RV-4-34 estudiadas
fue similar a la toxicidad presentada por una de las cepas mas tdxicas de nuestro

laboratoric (GM-10).

Tabla 9. Toxicidad comparativa de cepas de B. thuningiensis bioensayadas contra
T.ni que resuitaron altamente toxicas y la mostrada por B. thuringiensis GM-10.

Cepa pg/mi de dieta % de mortalidad® Cle ug/mlde dieta
RV-1-7 50 100 7.9
Rv-4-34 50 100 83
GM-10 50 100 *8.4

a: pramedio de 3 repeticiones
“Monsivais, 1997,
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Por ofra, parte estas cepas de B. thuringiensis probadas contra A. aegypfi en
bioensayos preliminares, presentaron mortalidades entre 0 y 30% a dilucién 10+
valores muy por debajo de las consideradas altamente tdxjcas comparando con
resultados de cepas estudiadas en el laboratoric que presentaron una mortalidad de
42% pero a una dilucion de 10° (Maldonado Blanco,1994), dUnicamente la cepa
RV-1-8 que presenté mortalidad de 66% y cuya forma de cristal es bipiramidal y
redondeado y la cepa RV4-8, presentd un 63% de mortalidad y su forma de cristal
es cuadrado (dilucion 10%) (tabla 12). La ClLsy, de ambas cepas fue mayor en
comparacion con la Cls del estandar, lo que indica mucho menor toxicidad. Se
muestra [a potencia de [as cepas mas toxicas y la del estandar IPS-82, en la cual se
observa que nuestras potencias son muy bajas comparadas con la del estandar (tabla

10).

Tabla 10. Cepas de B. thuningiensis , bioensayadas que presentaron toxicidad hacia
larvas de A. aegypti y su forma de cristal.

Cepa % de Cls* Forma de Potencia
P montalidad cristal (UTWmg)
RV-1-8 66 4.5050 Bipiramidaly 30,096
redondeado
RV-4-8 63 2.6376 Cuadrado 52,888
: 100 0.0093 15,000
PS-82

Resuftado de tres repeticiones



42

En la tabla 11 se muestran las cepas de B. thuringiensis que presentaron mayor

toxicidad hacia lepidépteros y/o dipteros, la mayoria de ellas present¢ cristal

bipiramidal a excepcién de la RV-4-8, que posee solamente cristal cuadrado.

Tabia 11.

Cepas de B. thuningiensis que presentaron actividad dual hacia

lepiddpteros y dipteros, y su forma de cristal

Cepas ~ Tipo de cristal % de mortalidad

Lepidopteras (T. ni)* Dipteros (A. aegypti)®
RV-4-34 Bipiramidal y cuadrado 100 10
RvV-1-7 Bipiramidal y cuadrado 100 10
RV-3-16 Bipiramidal y cuadrado 98 20
RV-1-9 Bipiramidal y cuadrado 98 15
RV4-42 Bipiramidal y cuadrado 98 5
RV-4-26 Bipiramidal y cuadrado 98 0
RV-4-8 Cuadrado 33 63
RV-1-8 Bipiramidal y redono 20 66
X Trovder  Sovgr

B Ensavades a 10* dilucidn de cultvo total
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En la tabla 12 se muestran los resultados de mortalidad hacia A. aegypfi mostrados
por cepas de B. thburingiensis en la cual podemos observar que la mayoria de las
cepas presentaron mortalidades bajas (hasta el 33%), la cepa RV-13-1 present6
valores de 46.6% y solamente la RV4-8 y la RV-1-8 mostraron un 63 y 66%

respectivamente, a la dilucién 10 de cultivo total.

Tabia 12. Cepas de Bacius thuringiensis bicensayadas contra A. segypti a dilucién 10 de cultivo total

Cepa % de mortatidad®
RV-3-9

RV-36 0
RV-24

BRV-4-2

RV-3-1

RV-10-5

RV-1-30

RV-5-26

RV-5-18

RV-3-12

RY-4-26

RV-3-2

RV-5-3 33
RV-1-9

RV-2-1

RV-$-S
KV-14-5
RV-5-23
RV-2-15
RV456

RV-5-19

RV-1-7
RV24 66
RV-3-5
RV-2-7
RV-3-16
RV-3-10
RV-l-16
RV-1-34

RV-4-34
RV-1-19 10
RV-1-20

RV-2-6 133
RV-10-6

RV-a4

RV-4-42 166
RV4-57

RV-33 2

RV-3-13 33
RV4-59

RV-G-8 313
Rv-13.3

RY-13-1 4465
Rv4s 633

RV-1-28 66.6

Freamdio & lre repetsyoncs”
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las cepas aisladas mostraron una amplia diversidad de farmas de cristal; variando
desde la clasica forma de cristal bipiramidal, hasta cuadrada, redondeada, y otras
amorfas; la mayoria presentd dos formas de cristal. Por otra parte el total de las cepas

formaron cristales y esporas en el medio de cultivo utilizado, aproximadamente en 72h.

Los extractos insecticidas probados mostraron porcentajes de mortalidad variables en
T. ni . Sin embargo, la mas aita frecuencia encontrada (16 cepas) estuvo en el rango
mayor de mortalidad que fué del 90 al 100%; también encontramos solamente una
cepa gque mostr60 0% de mortalidad contra el mismo insecto. Mas del 30% de las
cepas (22) presentaron mortalidades mayores al 80% a concentracion de 50ug/ml y los

restantes (74 cepas variaron entre 0-80%).

El andlisis de varianza para un factor establecié diferencias significativas de toxicidad
entre las cepas y los resultados de la comparacion de medias de mortalidad
determinaron que hubo 45 grupos, en el primero se encontraron dos cepas, RV-1-7 y
RV-4-34 que registraron 100% de mortalidad contra 7. ni a la dosis establacida de
S0ug/m| .de dieta y fueron las mas téxicas para el insecto mencionado, mientras que
para A. aegypli también mostraron toxicidad, aunque solo de un 10% a la dilucion 10

de cultivo total, que fué la mas alta concentracion probada.
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La mayoria de las cepas presentaron actividad dual, aunque las cepas altamente
téxicas para lepidopteros, en el caso de dipteros su toxicidad fué muy baja, y las
cepas mas toxicas para dipteros presentaron también toxicidad baja para lepidépteros.
Ademas una caracteristica que todas las cepas presentaron es el cristal de forma

bipiramidal a excepcion de la RV-4-8, que presenta cristal de forma cuadrada.

Las cepas mas toxicas para dipteros RV-4-8 y RV-1-8 mostraron también toxicidad
contra 7. nide un 20 a un 30% de mortalidad. Esto pudiera hacemos pensar que las
proteinas producidas por estas cepas sean del tipo Cry2Aa que tiene actividad dual
para lepidopteros y dipteros. Para comprobar esto lo indicado es caracterizar las

proteinas de estas cepas, asi como los genes que las producen.

Las Clsy de los dos extractos mas toxicos para 7. ni fueron comparados con el
extracto obtenido de la cepa de B. thuringiensis GM-10, cultivada en las mismas
condiciones que las cepas probadas. Las cepas RV-1-7 y RV-4-34 mostraron Clsg de
7.9 y B3pug/m de dieta respectivamente, similar a la cepa GM-10 que presentd

8.4ug/ml de dieta.

En el caso de las cepas mas téxicas encontradas para dipteros (RV-4-8 y RV-1-8) la
mortalidad registrada (63 y 66% respectivamente) con 10 dilucidn de cultivo total
indica que a esta concentracion la toxicidad mostrada es bastante baja, ya que los
valores de la Cls fueron de 4.5 y 2.6mg/l, para las cepas RV-1-8 y RV4-8

respectivamente, cerca de 100 veces mas baja que otras cepas probadas en nuestro
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laboratoric previamenta, que mostraron Clg de 0.0317mg/l (Maldonado Blanco y col.

1998),

El porciento de aislados obtenidos con toxicidad sclo contra las larvas de
lepidopteros  fué de 11%, solo contra dipteros no se encontraron y contra ambos
(lepidopteros y dipteros) fué de 89%; de éstos, un 32% de los aislados mostrd
toxicidad mayor al 80% contra T. ni a la dosis probada; por otra parte la toxicidad
contra dipteros fue baja, con solo unas pocas cepas mostrando mortalidades entre 30

y 60% a altas concentraciones del cultivo total.

En conclusion, se obtuvieron dos cepas nativas de B. thuringiensis altamente toxicas
para T. ni y dos cepas con baja toxicidad para larvas de A. aegypti, las cuales podrian
ser probadas contra otras especies de insectos asi como caracterizarlas en cuanto a

sus proteinas toxicas y los genes que las producen.
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