UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

RACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
DIVISION DE ESTUDIOS SUPERIORES

PRODUCCION DE CEPAS NATIVAS DE Bacitiug thuringiensis
Culexpipiens quiaquefasciatus Say,

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS
PRESENTA

Q.F.B. CATALINA RIVAS MORALES

DIRECTOR:
M.C. LUIS J. GALAN WONG

SEPTIEMERE DE 1988







0000000000



LEVEH L EQN
l} AUTONOMA Dl 1\(\ }C(]\S
D DE CIENCIAS OUIM
3"‘ r\j[
W" b

%ﬁm’ﬂiﬁmn b ;,m

I
™ I' r

l'

| o n

"|.".',. a:
|






N
A

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
DIVISION DE ESTUDIOS SUPERIORES

Produccidon de cepas nativas de Bacillus thuringiensis
y su actividad en Aedes aegypti Linnaeus y Culex = --
pipiens quinquefasciatus Say.

TESTS COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA
EN CIENCIAS ( ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL)

QUE PRESENTA: (Q.F.B. Catalina Rivas Morales

SEPTIEMBRE DE 1988 ;:ﬁ!

PRESIDENTE: M. en C. Luis J an Wong

SECRETARIO: M. en C . Cuevas Martinez

/

oy o™ .
YOCAL : Dr. Gabriel Gojon /orri



AGRADECIMIENTOS

A MIS PADRES:
Sr. Ignacio Rivas Flores (+)

Sra. Justina Morales de Rivas
Con amor y eterna gratitud.

A MI ESPOSO:
Q.F.B. Manuel Leos Leos

Can amar.

A MIS HIJOS:
Manuel, Catalina y Francisco Fernando

Con carifio,

A MIS HERMANOS:
Ignacio, Dalores, Francisco, Mercedes, Eguenia, Rocfo y

Justina.
Con carifio



AT M.C. Luis J. Galan Wong
Por su direccidn, orientacion y asesoria para el
presente trabajo.

A mis sinodales:
Or. Gabriel Gojon Zorrilla y M.C. J. Manuel Cuevas
Martinez por su acertada revision.

A mi maestro:
Dr. Jorge Valenzuela Pérez. Por sus ensefianzas

Al Biol, Ma. Luisa Rodriguez Tovar
Por 1a realizacion de los bioensayos

A 1a Dra. Cristina Rodriguez Padilla
Por la clasificacidn seroldgica

Al Laboratorio de Microbiologia Industrial y Suelo
Q.B.P. Marivel Gomez Trevifio, M.C. Gabriel Gallegos
Morales y Q.B.P. Luc7a Leticia Palacios Cortéz, por
su apoyo y colaboracidn.

Al Dr, Salvador Contreras B, a 1a Dra., Julia VYerde Star
al Q.F.B. Azucena Oranday C, al Q.B,P, Eduardo Martinez
Y, por su amistad y estimulo para culminar el presente
trabajo.

Al Ing. Jorge A, Rivera C,
Por 1a reproduccion de ésta tésis

A Ja Sra. Yolanda Castillo de Hernandez
por la mecanografia

Al Personal del Depto. de Bioquimica
por su compafierismo

A mis amigos,



Mi sincero agradecimiento a:

FACULTAD DE CIENCLAS BIQLOGICAS
U. A. N. L.

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
U. A. N. L.



METODOLOGIA . . . . . e e e e e e e
O RESULTADOS « « & v v v o . .
DISCUSION . . . i .
CONCLUSTONES . . + « .« « . . c e



TABLAS:

10

11

INDICE DE TABLAS

\

INGREDIENTES EN MEDIOS USADOS EN EL ESTUDIO DE Bacillus
thuringiensis var. israelensis.

CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS UTILIZADAS DE Bacillus - -~

thuringiensis.

PROCEDENCIA DE LAS CEPAS UTILIZADAS DE Bacillus - - - -
thuringiensis.

CLASIFICACION SEROLOGICA PARA LAS SIGUIENTES CEPAS DE -
Bacillus thuringiensis.

PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS PARA LA IDENTIFICACION -
DE LAS CEPAS DE Bacillus thuringiensis.

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZANDO MELAZA COMO FUENTE DE CAR-
BONG PROBADAS CON LAS CEPAS DE Bacillus thuringiensis.

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZANDQ GLUCOSA COMO FUENTE DE CAR
BONO PROBADAS CON LAS CEPAS DE Bacillus thuringiensis.

MEDIO DE CULTIVO Y TIEMPO DE FERMENTACION UTILIZADOS PA
RA LAS CEPAS DE Bacillus thuringiensis.

CINETICA DE FERMENTACION DE Bacillus thuringiensis.

RELACION DE CEPA, MEDIO DE CULTIVO, VOLUMEN FINAL, PESO
EXTRACTO Y CUENTA VIABLE DE FERMENTACION DE Bacillus --
thuringiensis,

PORCENTAJE DE MORTALIDAD Aedes aegypti CON Bacillus - -
thuringiensis.

35

38

39

43

44

45

46

47

48



12

13

14

FIGURAS:

PORCENTAJE DE MORTALIDAD EN Culex pipiens quinquefasciatus
CON Bacillus thuringiensis.

\

CONCENTRACION LETAL MEDIA ( LC50 ) DE Bacillus thuringiensis

PARA Aedes aegypti.

CONCENTRACION LETAL MEDIA ( LC50 ) DE Bacillus thuringiensis

PARA Culex pipiens quinquefasciatus. 2

FERMENTACION Y RECUPERACION DEL COMPLEJO ESPORA-CRISTAL DE
Bacillus thuringiensis

BIOENSAYOS DE LOS EXfRACTOS DE Bacillus thuringiensis CON -
LARYAS DE MOSQUITQ,

CINETICA DE FERMENTACION DE Bacillus thuringiensis GM-49 IV

CINETICA DE FERMENTACION DE Bacillus thuringiensis GM-50 II

49

50

50

23

24

33



ABREVIA I\U RAS

LCqq dosis letal media

RNA dcido rivonucléico

DNA acido desocirribonucléico
rpm revoluciones por minuto
P/Y peso/volimen

g/cm3 gramos/centimetro cibico
ppm partes por millon

wg/1 miligramos por litro

mg miligramos

esporas/ml esporas por mililitro

9/l gramos por litro

VM volimen a volimen de medio
Ulf;g unidades internacionales por miligramos
Ug/ml microgramos por mililitro
oC grados centigrados

% por ciento

win, minutos

hr., hora

Std. " estandar

1 litro



RESUMEN

Siete cepas nativas de Bacillus thuringiensis fueron aisladas de muestras de
suelo o mosquitos muertos, tres de ellas GM-7, GM-49 y GM-50 pertenecientes

a la var, aisawal, serotipo 7, mostraron diferencias en sus pruebas bioquimi
cas y toxicidad, indicando que el serotipo no esta relacionado con la toxici

dad. Los aislados se propagaron en once medios de cultvio distintos con la -
finalidad de seleccionar las cepas y medios de cultivo que favorecieran la -
taxicidad, SoTamente exhibieron toxicidad 1as cepas GM-49 y GM-~50 al culti--
varse en Tos medios a base de melaza, harina de soya, agua de cocimiento de
leyadura; al medio IV se adiciond carbonato de calcio. Los bioensayos con --
Aedes aegypti presentaron una dosis letal media de 102.1 mg/1, 69.68 mg/l1 y
8,05 x 107° mg/1 para GM~43 y GM-50 y el estdndar IPS-82 respectivamente, pa
ra Culex pipiens guinquefasciatus fué de 50,04 mg/1, 102.48 mg/1 y 1, 5 x --
10-2 mg/T para GM-49 y GM-50 y el estandar IPS-82 respectivamente.




INTRODUCCION

Los mosquitos Aedes aegypti Linneaeus y Culéx pipiens quinquefasciatus - -
Say, transmiten las enfermedades de Dengue y Filariasis, respectivamente; - - -
13,534 casos de Dengue clasico se presentaron en el pais, en 1985, segin repor-
tes realizados por la Secretaria de Salubridad y Asistencia; 130 millaones de ca
sos de Filariasis se presentaron a nivel mundial, en 1982, reportadas por la or
ganizacion mundial de la salud.

-

Los datos anteriores muestran la importancia de encontrar una medida efec-
tiva y complementaria, para controlar los vectores que transmiten estas enferme
 dades. Estos mosquitos son plagas domésticas; se crian en cisternas y tode tipo
de recipientes, gque se encuentran al rededor de donde vive el hombre. Los mos--
quitos presentan resistencia a diferentes insecticidas quimicos, cuyo almacena-
miento y uso inadecuado de ellos, son factores que bajan su eficiencia, surgien
do problemas ecolégicos ( 7,65).

Los problemas anteriores despiertan un gran interés en utilizar microorga-
nismos, para control bioldgico de insectos plaga. Los biginsecticidas de - - --
Bacillus thuringiensis presentan grandes ventajas, respecto a Tos insecticidas -
quimicos, como: especificidad, efectividad, selectividad e -inocuidad para el hy
mano. Bacillus thuringiensis produce una delta endotoxina o cristal que se uti-
Tiza como agente entomopatégeno ( 7 ).

E1 laboratorio de Microbiologia Industrial, FCB-UANL cuenta con un cepario
de Bacillus thuringiensis, del cual se seleccionaron siete cepas, para el pre--
sente trabajo. La toxicidad y forma de la toxina de Bacillus thuringiensis de--
penden de la variedad y medio de cultivo; debido a esto, se considera de vital
importancia, determinar que variedad y medio de cultivo producen mayor toxici--
dad.

Objetivo General: Producir y determinar la toxicidad de siete cepas de Bacillus
thuringiensis, crecidad en once medios de cultivo diferentes, probdndolas en --

larvas de Aedes aegypti Linneaeus y Culex pipiens quinquefasciatus Say.




ANTECEDENTES

HISTORIA: A
Las primeras observaciones de una bacteria, con las caracteristicas de --

Bacillus thuringiensis, se realizaron por Ishiwata en 1901-1902, quien aisld

la bacteria de una oruga enferma del gusano de seda ( Bombyx mori ), denominian
dola Bacillus sotto ( 31 ).

[

Bacillus thuringiensis se aislo originalmente en Berlin en el distrito de
Thuringen, de orugas enfermas de 1a palomilla del Mediterraneo Anagata - - - -
kunniella, por Berliner, en 1909-1912, quién descubrid el bacilo y su patogeni
cidad ( 41 ).

Berliner, en 1911, ais1d una bacteria de palomillas enfermas de 1a harina
Ephestia kuhniella; a.la cualdenomind Bacillus thuringiensis en 115, ésta bac
teria la describid como: un bacilo esporulado, Gram (+), flagelar; observd que
el bacilo en esporulacion, contenia una inclusidn, aparte de la espora, desig-
nandolo como Restkorper o cuerpo de desecho; sugirid que este cuerpo, estd for
mado por material, el cual no es utilizado en el proceso de esparulacion, este
cuerpo de desecho primero es esférico, luego cambia a forma romboidal, Mattes,
en 1922, confirma esta observacidon, agregando que la posicion de la espora cam

bia con el crecimiento del cuerpo ( 12,30 ).

Metalnikov y Chorine, en 1929, reportaron que Bacillus thuringiensis es -
fuertemente patogénico para la palomilla gitana ( Porthetria dispar ) y larvas
de Aporia erataegi y Vanessa urticae; los mismos investigadores observaron que
su patogenicidad era especifica para larvas de lepiddpteros ( 63 ).

Smith y col., en 1946, describieron a Bacillus thuringiensis como una va-
riedad de Bacillus cereus por su especificidad para ciertos insectos, asi como
su morfologia ( 1,28,29 ).

Steinhaus, en 1951, reportd por primera vez, el uso exitoso de B. - - - ~
thuringiensis en Estados Unidos, contra la oruga de la alfalfa Colias philodice

eurytheme Boisduval. Realizé aplicaciones en campo con B. thuringiensis, obtu-
vo una reduccidn rapida en la poblacion de insectos { 11,29 ).




Hannay, en 1953-1956, encontrd en esporulados de Bacillus thuringiensis,
cristales libres en forma de diamante, depomindndolos cuerpos paraesporales,
los cuales estaban constituidos quimicamente de proteinas. Sugirié que los --
cristales, probablemente se relacionaran con una substancia téxica, inductora
de 1a septicemia de orugas de insectos (11,29).

Angus, en 1954-1956,demostro que el cristal contenfa una toxina soluble
en alcali y téxica para los insectos, probdndolo experimentalmente ( 19 1y,

Steinhaus, en 1951-1956, motivé con sus publicaciones el uso y explota--
cién comercial de B. thuringiensis, como agente microbiane, contra algunas --
plagas de lepidfpteros en Estados Unidos. La Pacific Yeast Products en 1957
fué la primera, en producir preparaciones comerciales a base de Bacjllus - -
thuringiensis ( 37).

v

En la actualidad varios pafses elaboran productos a base de Bacillus - -
thuringiensis ( 49 ).

Barjac y Bonnefoi, en 1962-1973, propusieron que Bacillus thuringiensis
fuera clasificado en variedades de acuerdo a las reacciones antigénicas del -
flagelo ( Antigeno "H" ), éste lo presentan las células vegetativas moviles,-
de estas especies; este antigeno es estable y especifico, en algunos casos se
complementa con pruebas bioquimicas especificas. Los aislados de Bacillus - -

thuringiensis son 1lamados Serovariedades ( 23 ).

HABITAT

Bacillus thuringiensis es un pardsito facultativo de insectos, se encuen
tra también como sapréfito en suelo, sus endoesporas permanecen latentes en -
condiciones adversas, por anos; si este encuentra un medio propicio, germi- -
na cuando el huésped es un insecto, favorece su multiplicacién y al esporular
produce el cuerpo paraesporal, el cual resulta téxico ( 1 ).

Smirnoff y Mac Leod, en 1961, demostraron que B. thuringiensis no presen

ta efectos tdxicos en aves y mamiferos. La ausencia de toxicidad en estos ani.
males, confiere a l1a bacteria importancia como insecticida bioldgico y Ta po-
sibilidad de diseminarlo en la naturaleza, ( 20,51 ).



Tony de Lucca y col, en 1981, realizaron un estudio, sobre la persisten-
cia de B. thuringiensis en el medio ambiente de suelos agricolas de U.S.A., -
estos no habfan estado en contacto con formilaciones de este tipo y en suelos
que se encuentran lejos de criaderos de insectos lepiddpteros o granos almace
nados; de 46,373 colonias de bacibos que encontraron sole 230 (0.05%) pertene-
cfan a B. thuringiensis, de las variedades que existen, aislaron 5 de ellas: -
galleriae, kurstaki, indiana, damstadiensis y dakota ( ¥° ).

Samples y Buettner, en 1983, descubrieron una cepa de B. th;ringiensis,
aislada de una iélcera de cérnea humana, que presenta tres cuerpos paraespora-
les y una espora, manifestando un desacuerdo con las publicaciones realizadas
anteriormente ( 57 ).

ATSLAMIENTO: il
a) Método fisico .
b) Método quimico

a) Método fisico:

Aizawa y col., en 1961, desarrollaron un método basado en la " Termo- --
rresistencia " de Bacillus thuringiensis, el cual consiste en suspender

un gramo de tierra en 10 ml de agua estéril, agitando por 5 min; el so--
brenadante se transfiere a tubos que se calientan a 65°C, por 30 min, se
realizan diluciones en agua destilada o solucion salina, se sembrd en --
agar nutritivo ( pH 7.4 ), se incubd de 4-7 dias a 28°C y se realizaron

observaciones microscdpicas de las colonias {48,50).

b) Método quimico:
Saleh y col., en 1969, utilizan la selectividad de los antibidticos, en
placas de agar nutritivo, que contienen sulfato de polimixina B (5ppm)
y penicilina G (4ppm), se inoculd con una serie de diluciones y se in-
cubé a 37°C, por 48 hrs.; se confirma con microscopfa, la presencia del
cristal paraesporal caracteristico ( 56 ).

Una combinacion de ambos métodos fué realizada por Ohba y col., en 1980,
quienes aislaron dos nuevas subespecies, Bacillus thuringiensis subsp. - - --
kumamotoensis { Serotipo 18 ) y Bacillus thuringiensis subsp. tochigiensis --

( Serotipo 19 ) ( 49 ).



TOXINAS:

Bacillus thuringiensis produce varios ‘metabolitos téxicos activos:

§-exotoxina,- Es una protefna, termoldbil, producida por = -« - - - - - -
Bacillus thuringiensis y Bacillus cereus, en la fase logaritmica de su creci-
miento a pH 6.0 - 9.0, esta enzima actda afectando los fosfolipidos de 1a mem
brana, causando 1isis 0 necrosis.

g-exotoxina.- Es un nuclegtido, termoestable, producido por ciertas va--
riedades de Bacillus thuringiensis ( Serotipo 1, 4a, 4c, 8, 9 y 10 ), durante
la fase vegetativa y soluble en agua. Farkas y col., en 1969, determinan su -
estructura quimica, compuesta por adenina; ribosa; glucosa y ac. aladrico con
un grupo fosfato. Este nucledtido produce deformacién y muerte durante Ta fa-
se pupa; actda interfiriendo 1a RNA-polimerasa dependiente del DNA, bloquean-
do Ta formacidn del RNA ( 26 ).

]

y-exotoxina.- Es una enzima no identificada, responsable del aclaramien-
to del agar yema de huevo; su toxicidad no estd determinada ( 26 ),

8-endotoxina.- Es un cristal protéico, que proporciona la principal ac--
tividad insecticida a los extractos de Bacillus thuringiensis, s formada éen
el proceso de esporulacidn, se deposita en forma cristalina, dentro del espo-
rangio. Es una caracteristica que permite diferenciar a Bacillus thuringien--
sis { 29 ).

ET cristal de la g-endotoxina al ser ingerido, se hidroliza por enzimas
proteoliticas, que actlan en el proceso de digestidn.

Efectos de la g-endotoxina. Esta cuando es ingerida por larvas de lepi--
dépteros, mosquito y mosca negra, produce toxicidad (6,12 ),

E1 cristal protéico es una protoxina, que es hidrolizado por enzimas que
intervienen en el proceso de digestifn, en combinacidn con el pH alcalino del
intestino medio, donde actda y causa destruccién del epitelio ( 12 ).



La accidn especifica de 1a &-endotoxina de Bacillus thuringiensis depende
de:
a) La variedad de B. thuringiensis, 1a cual produce cierto tipo de cris--
tal.
b) La activacion por proteasas del jugo intestinal.

c) E1 tipo de células epiteliales del intestino donde actda la toxina ac-

tivada ( 40 ).

Cooksey y col., en 1969, reportaron que la conduccidon nerviosa es bloquea
da por los cristales de proteina en Periplaneta americana, produce un rompi- -
miento en la regulacion del idn potasio en la sindpsis, afecta Ta conduccidn -
de impulsos. Estos investigadores sugirieron que el cristal actda disminuyendo
la permeabilidad de 1a membrana, por rompimiento en 1a regulacién del idn pota
sio ( 10,53 ).

Harvel y Wolfersberger, en 1979, demostraron en larvas de Manduca sexta,
dos mecanismos de accidén propuestos para la toxina, estos pueden ocurrir simul
tdneamente; encantraron un polipéptide, proveniente de la hidrolisis de la - -
toxina capaz de inhibir el transporte de potasio, provocando desacoplamiento -
primario en la fosforilacifn oxidativa ( 34 }.

De Barjac, en 1978, realizd un estudio histopatolfgico en larvas expues--
tas a 1a toxina; observd que el epitelio del intestino medio es afectado, pre-
sentando hinchamiento tfpico y sequido de una destruccidn del tejido ( 31 ).

BIOSINTESIS:

Hannay, en 1953, estudid la formacion de esporas en Bacillus sotto, por -
medio de Microscopio Electrdnico, observé un cuerpo paraesporal, el cual es un
pequeiio cristal en forma de diamante, constitufdo de protefna, presentd aten--
cidn a su naturaleza e importancia como agente microbial ( 47 ).

Norris, en 1969, observé el cristal de proteina, por microscopia electrd=
nica, contraste de fases y técnicas inmunoldgicas; dicho cristal no se sinte--



tiza en forma soluble antes de la cristalizacidn, originalmente el cristal se

empieza a formar inmediatamente después que se presentan las proteinas en la -

célula en esporulacidn ( 53 ). A

Betchel y Bulla, en 1976, estudiaron la esporulacidn y formacidn del - -
cristal paraesporal, encontraron que no existe relacion del exporium con el
cristal protéico, se determind que el cristal, es formado durante el envolvi-
miento de la espora, concluyeron que €l cristal de Bacillus thuringiensis se
forma en el citoplasma, sin intervencion de los mesosomas, septo de la fores-

pora o exosporium ( 4 ).

Mikkola, en 1982, determind que los serotipos 5, 10, 11 y 14, presentan
- inclusiones pleomdrficas, ausentes de toxicidad sobre Tepidopteros; estas ce-
pas empiezan a formar sus inclusiones, antes de la formacidn del septum, en -
el estado I de la esporulacién, durante 1a formacion del filamento axial y --
cerca de la membrana celular; se sugiere que Bacillus thuringiensis se subdi-
vida en 2 grupos entomopatdgenos y la toxicidad se relacione con la morfolo--
gia de las inclusiones, resultando inadecuado asociar Ta toxicidad con sero-
tipos a base del antfgeno "H" ( 43 ).

METODOS PARA ESTUDIAR EL CRISTAL:

a) Microscopia de 1uz
b) Microscopfa electrénica
c) Difraccién de rayos "X"

a) E1 cristal se observd ficilmente con microscopio de Tuz, mediante la fija-
cifn con calor y tefiido con colorantes fuertes como fuchsina, negro de -
naftaleno, giemsa, cristal violeta, azul victoria; Tos cristales se ti--
fien y las esporas quedan libres de pigmentos.

Hannay, en 1953, utilizd microscopfa de fases, con nigrosina para facili-
tar la observacidn dentro del esporangio { 28 ).

b) Se utilizé microscopfa electrénica.



Hannay, en 1953, observd que los cristales de Bacillus thuringiensis - -

--/son bipiramidales, con estriaciones prominentes en la superficie de 2,9 -
\

nm aproximadamente.

Labaw, en 1964, utilizé una técnica de réplica al carbdn, indicd que Ta
subunidad de proteina bdsica tiene 8.7 nm ( 47 ).

c) Holmes y Monro, demostraron por difraccién de rayos "X", que el cristal es
una subunidad proteolitica cilfndrica o bola acampanada de 4.7 nm de ancho y
11.8 nm de largo aproximadamente ( 47,53 ).

METODO DE PURIFICACION:

En Bacillus thuringiensis resulta dificil separar espora y cristal, por
su similitud en tamafio y caracteristicas superficiales ( 45 ).

Para estudios analfticos del cristal se requiere alta pureza. Cuatro pro
piedades se utilizan en la separacidn de espora y cristal que son: densidad -
relativa, propiedades de superficie, solubilidad y germinacién de Ta espora
(54,58). Los primeros métodos probados para separar el cristal, se basan en -
sistemas difasicos, empleando varios solventes orgianicas y polimeros de alto
peso molecular ( 45 ).

Angus, en 1954, desarrollf un método para separar espora y cristal, en -
una fase 17quido-1Tquido, dando origen a muchas variaciones. Hannaig utiliza
un método para la separacidn de esporas y cristales, combinando carga de su--
perficie y densidad con electroforésis continua ( 10 )

Vankova, en 1957, utilizd centrifugacion con gradientes de densidad de -
sucrosa ( 45 ), Pendleton y Marrison, en 1966, propusieron un método que se -
basa en 1a hidrofobicidad de las esporas, las cuales son separadas por espuma
y flotacidn, removiendo 60% de esporas y recuperando 76% de cristales ( 52 ).

Fast, en 1972, purifico el cristal con ultracentrifugacidon isopignica, -

utilizd gradientes de CsCl a una conc. 40% p/v v 50,000 rpm, durante 16 hrs.
en rotor 5W 65, obtuvo 4 bandas, una de cristales puros 1.30 g/Cm3 y la de es



poras 1.35 g/cm3.

Ay

\
Sharpe y col., en 1975, encontraron que los cristales, pueden separarse

de Tas esporas a velocidades moderadas de centrifugacion ( 10,000~12,000 rpm )
en gradientes de renografin, presentd para esporas 1,30 g/cm3 y para los ¢ris-
tales 1,27 g/cm3. en diatrizato de sodio 1.32 g/cm3 y 1.27 g/cm3, para esporas
y cristales respectivamente ( 45, 58 ).

Ang y Nickerson, en 1978, utilizaron centrifugacion zonal con gradientes
de NaBr, encontraron banda de cristales 1.32 g/cm3 y de esporas 1.38 g/cm3. La
produccion de cristales tuvo un rango de 15-20%, la densidad difiere de la ob-
servada en CsCl y renografin, aunque las densidades no son comparables en dife
rentes tipos de gradjentes (45).

Nishitsutsuji-Wwo Makisaka, en 1975, probaron con mutantes no esporulados
para facilitar la purificacion ( 45, 66 ).

Rao y Shethna utilizaron una técnica, basada en la propiedad preferencial
de agregacion de cristales y subsecuente separacion de esporas, en columna con
NaH2 P04; NaCl y glicerol pH 5.5, obtuvieron 99% cristales puros ( 54 ).



" MEDIOS DE FERMENTACION:
La actividad insecticida de Bacillus thuringiensis se determina por la pre
sencia de la &-endotoxina producida durantesla fase de esporulacion, su produc-

cign y toxicidad dependen del medio de cultivo en que es producido.

Dubois, en 1968, cultivd Bacillus thuringiensis mediante un procedimiento
Batch de laboratorio en un medio constituido por: glucosa 2.0g; Bactopeptona --
( Difco ) 2.0g; ( NH4)2 504 3.0mg; KZHP04; MgSU4 0.03g; CaC]z. HZO 18 mg; FeSO,.
7H20 0.75mg; Cu504. 5 H20 7.5mg; ZnSOa. 7 H20 7.5mg; MnSO4. 4 HZO 40.0mg; por -
1itro de agua destilada; de este medio obtuvo 2 x 108 esporas/ml ( 2 x 107 espo

ras/ml termorresistentes ) ( 16, 27 ).

Pendleton, en 1969, probd un medio a base de 2% de harina de pescado; 1% -
de almidén; 0.1% Cacos; 0.001% de niacina y mezcla de sales ( 51 }.

Dulmage, en 1970; aislé Bacillus thuringiensis var. kurstaki y obtuvo con-
centraciones altas de -endotoxina, en un medio a base de triptona 10.0g/1; dex
trosa 5.09/1; almidén 5.0g/1; extracto de levadura 2.0g/1; KZHPO4 1.0g/1: KH2P04
1.09/1. Este investigador recomienda utilizar sustratos baratos, como: harina
de soya ( 15¢/1 ) y harina de semilla de algodén { 10g/1 ) ( 20 ).

Norris, en 1971, comprobé que Bacillus thuringiensis, se desarrolla en me-
dios especificos y esporula en presencia de sales ( Singer 1966 }, su produc- -
cidn es mejorada por la adicidn de aminodcidos en un medio constituido por: glu
cosa 0.1%; extracto de levadura 0.2% ( NH4 )2 504 0.02%, KHZPO4 0.05% y sales -
minerales, 1a glucosa se utiliza en la primera fase exponencial cuando Se produ

ce dcido acético y pirlvico, los cuales producen un descenso en el pH 5.0; el -
dcido acético posteriormente se metaboliza y eleva el pH 7.0 ( 2-3 hr ); algu--
nos agentes que interfieren en el metabolismo del acetato previenen la esporula
cion de Bacillus thuringiensis e inhiben la sintesis del cristal, un ejemplo es

el fluoroacetato, el cual impide el metabolismo del acetato, por inhibicidn; la
aconitato hidratasa es un inhibidor efectivo de formacidn de esporas y cristal;
otro inhibidor es el acido picolinico ( Yousten 1969 ), La eritromicina a bajas
concentraciones inhibe el crecimiento de bacterias, impide el desarrollo de es-
poras maduras y permite la formacidn del cristal.

<



E1 esporangio no se 1isa en presencia de antibioticos y el cristal perma-
nece en el interior de las paredes celulares ( Arescaldino 1969 ). La sintesis
de una enzima proteolitica extra celular, es indicio de la iniciacion en la es
porulacidn { 47 ).

Goldberg y col., en 1980, optimizaron la produccidn del complejo espora --
-endotoxina de Bacillus thuringiensis, a escala piloto ( 500:1 ), en un medio

de: glucosa 30.0 g; peptona de soya 2.0 g; extracto de levadura 4.5 g; Tiquido
de remojo de mafz 5.0 m1; ( 76% de sélidos ); KC1 3.0 g; ( NH4 )2 SO4 3.0 g; -
H3P04 7 ml; MgSO4 2,0 g3 CaC]z. HZO 36.0 mg; FeSO4. 7 H20 13.5 mg; Cu504. - -
5 H20 7.5 mg; ZnSO 7 H 0 7.5 mg; MnSO 4 H 0 40 mg por cada Titro de agua -
destilada; incubé a 32°C con aereacion de 0. 3 VVM agitacion de 120-150 rpm, a

pH 6.2 - 7.4, de donde gbtuvieron 4 x 10 UFC/ml en 60 hrs. aproximadamente --

(26 ). hdlij

Dulmage, en 1971, recuperd los complejos de &-endotoxina de 16 aislados -
de Bacillus thuringiensis var. alesti ( serotipo 3a ) y 2 aislados de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki ( serotipo 3a, 3b ), los cuales fueron producidos
en 3 medios a base de sales minerales, diferentes fuentes de carbono y nitrdge
no, tales como: triptona, proflo, harina nutrisoya, almidén de maiz, extracto
de Tevadura y bactopeptona. Con esta investigacion se reenfatiza que 1a produc
cion de la &-endotoxina, es un problema de fermentacidn; para medir la poten--
cia de la &-endotoxina, se realizd una cuenta de esporas viables presentes en
la preparacidn, para determinar la actividad insecticida. La cuenta viable de
esporas se generalizd como método para medir la potencia de las formulaciones
de Bacillus thuringiensis, esta determinacidn resultd inadecuada ( 20 ).

Scherrer y col., en 1973, cultivaron Bacillus thuringiensis, en diferentes

concentraciones de glucosa determinaron que a mayor concentracifn de glucosa, -
se obtiene cantidades mayores de la §-endotixina, con alto contenido de protei-
na y actividad insecticida. La mdxima produccidn de &-endotoxina, se obtuvo en
un medio semisintético con 6-8 g/1 de glucosa; a esta concentracidn de glucosa
los cristales alcanzaron un tamafio de 2.0 um de longitud aproximadamente; a nive
les mayores de glucosa la produccién de la &-endotoxina aumenta; se requiere de
9,000 cristales para inhibir Ta alimentacidon de la Tarva; en ausencia de gluco-
sa, esta se redujo a 8,000 cristales en un medio que contenia 1.0 g de glucosa
por Jitro; las condiciones optimas se alcanzaron con 8.0 g de glucosa por litro



y se requirid de 2,200 cristales para frenar 1a toma de alimento del insecto -

(2).

AN
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Gouch y Ross, en 1980, recomendaron fuentes naturales de nitrdgeno, tales
como: harina de pescado, harina de semilla de algodén, 17quido de remojo de -~
maiz, harina de soya, levadura autolisada y caseina. Entre las fuentes de car-
bong se incluyen productos de maiz hidrolizados: almiddn y dextrosa; éstas - -
fuentes permiten bajar los costos ( 11 ).

Salama y col., en 1981, utilizaron varios subproductos industriales y - -
agricolas, como: harina de pescado, harina de semilla de algoddn, levadura de
forraje, sangre de res, subproductos secos de ave, Tiquido de remojo de maiz,-
suero de queso, 17quido de 1a centrifugacion final en la produccidn de almidén
de maiz; leguminosas como: habas, frijol de soya, garbanzo, judias, cacahuate
y lentejas; estas se incorporarcn a un medio a base de glucosa 6.0g/1; extrac-
to de Tevadura 2.0 g/1; KH PO, 4.3g/1; CaCO4 2.0g/1, y sales minerales 2.0g/1.
Estos medios se utilizaron para producir Bacillus thuringiensis, variedades --
kurstaki y entomocidus; se encontrd que la produccidn de esporas en estas pro-
ductos, es diferente en ambas variedades, se obtuvo que las mezclas con levadu
ra de forraje, dieron cuentas mas altas, cuando se afiade sangre de res; tuvo -
actividad insecticida apreciable contra Heliothis armigera y la variedad ento-
mocidus presentd buena actividad sohre Spodoptera littoralis ( 48 ).

Maldonado, en 1981, reportd la actividad insecticida de Bacillus - - - - -
thuringiensis GM-1, en un medio constituide por: jugo de agave, harina de soya

al 1%; presentd una potencia de 10,900 UI/mg; Dulmage, en 1970, reportd para --
Bacillus thuringiensis HD-1, una potencia de 18,000 UI/mg, 1a de mayor activi--
dad hasta 1a fecha ( 42 ).

Smith, en 1982, determind ei efecto de 1a cepa y variacion del medio de -
cultivo, en la produccion de toxina por Bacillus thuringiensis variedad israe-
lensis ( serotipo H-14 )}, observd variacion en la produccidn de la toxina, le-

tal en larvas de mosquito, dependiente de la cepa y medio de crecimiento ( com
posicion de medios, Tabla 1 ). En medios amortiguados no se observé mejor toxi
cidad, que en medios sin amortiguar; el rango de pH 5.7-8.1 en el cultivo. Con
cluyé en este estudio, que es inadecuado depender de un conjunto simple de cri



terios cuando se valaran nuevas cepas, donde el producto de interés es una -
toxina para el insecto; el indicador principal de toxicidad es la habilidad -
de causar 1a muerte a la larva. Es interesante sefialar que la variacidn de la
produccion de toxina es una respuesta a la compesicion del medio por aislados
naturales; considerd que la produccion in-vitro de Bacillus thuringiensis var.
israelensis ( serotipo 14 ) es prometedora ( 62 ).

ESTANDARIZACION: i

Dulmage y col., en 1971, propusieron una estandarizacidn de bioensayos
para las formulaciones de Bacillus thuringiensis, basada en unidades interna-
cionales utilizando el rizador de coliflor ( Trichoplusia ni ), el producto -
es incorporado a una dieta a base de harina de alfalfa, para larvas de 15-25
mg; se alimentan por 5 dias; se determind LC50 de la formulacién a prueba, se

compara con una prepa;acién estdndar, la toxicidad se expresa en UI/mg. En el
Coloquio Internacional de Patologfa de Insectos y Contral Microbial en Wege--
ningen, en 1966, 10s Paises Bajos recomendaron que E-61, una formulacién del

Instituto Pasteur, Francia, se adoptard como estdndar internacional, asignidn-
dole una potencia de 1,000 IU/mg. Sugirieron, preservar el mantenimiento de -
la E-61 y que cada Taboratorio prepare sus propios estdndares secundarios; de
terminar la potencia en IU/mg en bioensayos comparados con E-61 y utilizar --
este estandar secundario para todos los bioensayos de rutina ( Burges 1967 )

(19 ).

Dulmage, en 1973, obtuvo una formulacidn de §-endotoxina producida por -
Bacillus thuringiensis var. kurstaki aislado HD-1, este fué adoptado como el
estdndar primario de referencia en Estados Unidos, se determiné HD-1-5-1971,
asignandole una potencia de 18,000 IU/mg comparado con el estdndar internacio
nal E-61 ( 22 ).

_ BIOENSAYO:

E1 hombre desea controlar las plagas de insecto, sin riesgo de envenena~
miento del cultivo y otras especies o causar dafios secundarios. Los insectici
das quimicos carecen de estas caracteristicas. E1 uso y almacenamiento inade-
cuado de los insecticidas afecta su eficiencia, surgiendo prohlemas de conta-
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minacion ambiental, de agua y alteraciones ecoldgicas { 6,8 ).

Los mosquitos son insectos-plaga abundantes, se alimentan de sangre calien
te, causan molestias al hombre y otros animales; ademds, son vectores de muchas
enfermedades; entre el1o0s se encuentra Aedes aegypti Linneaeus, cominmente cono
cido como Mosquito Tigre, transmisor de 1os virus del Dengue y fiebre amarilla
y Culex pipiens quinquefasciatus Say, denominado Mosquito casero del norte, es-
te 01timo se alimenta de sangre de aves, ocasionalmente pica al hombre, la hem-
bra de este mosquito puede transmitir el virus de Encefalitis y Tas filarias --
Wuchereria bancrofti y Dirofilaria immitis ( 92,33,36 ).

Debido a estos problemas, se buscan alternativas para controlar los vecto-
res transmisores de estas enfermedades. Los insecticidas biolfgicos a base de -
bacterias, producen. enfermedad y muerte de los insectos, logréndo asi el con- -
trol de dichas plagas. Las bacterias formadoras de esporas tiemen ventaja sobre
otro tipo de bacterias, debido a que producen esporas, que sobreviven en almace
namiento por largo tiempo y tienen larga vida después de 1a aplicacién.

Las enfermedades san mas efectivas contra insectos que viven bajo stress,
como alimentacidn pobre o condiciones de sobrepoblacidn.

Bacillus thuringiensis produce una protoxina que se divide en fragmentos -
toxicos por proteasas en el jntestino medio del insecto, intervienen importan--
tes factores como: proteasas presentes en intestino y pH.

Los insecticidas de contacto matan todos los estadios de un insecto por --
contacto con sus superficies corporales, a diferencia de los insecticidas biold
gicos a base de Bacillus thuringiensis; 1a infeccifn se presenta principaimente
en el estadio larval, por ingestidn con el alimento. Los cultivos esporulados -
de bacterias, pueden ser secados y formar un polvo fino durable, que es aplica-
do como suspensidn; se utilizan técnicas desarrolladas para quimicos, como apli
cacidn con adhesivos, agentes humectantes, emulsificadores diluyentes y acarrea
dores, 1os cuales estdn 1ibres de efectos bactericidas y bacteriostaticos. Se -
encontraron compuestos satisfactorios para Ta aplicacidn de los insecticidas --
bioldgicos tales como: leche en polvo descremada, lacas de vinil, mezclas de --
aminoestearato, agua, aceite y algunas arcillas.




Para el diagnostico de Bacillus thuringiensis se utilizan 3 métodos que -

san: \
\

1) Pruebas bioquimicas

2) Pruebas seroldgicas

3) Analisis de estearasas de las células vegetativas por electroforésis en

gel de almidén ( 7 ).

Dulmage, en 1970, recupero el complejo espora cristal, de caldos produci--
dos por 12 variedades de Bac¢illus thuringiensis, se encontrd que es inadecuado
predecir la actividad por: variedad, cantidad de crecimiento del organismo y --
medio de fermentacion. La cantidad de s-endotoxina y concentracion depende de -
la variedad y 105‘dps medios utilizados.

Para determinar Ta potencia de las formulaciones de s-endotoxina, se re- -
quiere de un bioensayo; serotipo, medio de fermentacion o cuenta de esporas.

Los primeros trabajos de Sternohous y Jerrel, en 1950, enfatizan que se --
considere lo siguiente:

1.- Especificar la variedad y aislado usado como las condiciones de produc
cion de Ta s-endotoxina.

2.~ Medir 1a actividad por medio de un bioensayo, es inadecuada la cuenta
de esporas, por lo tanto es inconveniente hacer estandarizados por - -
cuenta de esporas.

3.- Estudiar la produccion de la é-endotoxina de Baci]fus thuringiensis --
como un problema de fermentacion ( 18 ),




Hall y col., en 1977, probaron 127 extractos de 16 variedades re--
presentativas, mas dos extractos sin identificar, todas fueron cultivadas en
un medio estandarizado y probadas contra larvas de mosquito Aedes aegypti, A.
triseriatus, Culex tarsalis, Culex pipiens y Culex quinquefasciatus, La mayo-
ria de los extractos fueron moderadamente patogénicos a una concentracifn --
1,100 ug/ml, Formulaciones de 26 extractos presentaron efecta con -
A.triseriatus , Culex tarsalis y A. aegypti con LC;, baja/l ug/ml; Tas formu-
laciones mas patogénicas comparadas, HD-169/R-567B y HD-96/R547D, presentaron
una LC50 de 0.04 y 0,06 pg/ml, reSpéctivamente, contra A. triseriatus, Culex
pipiens y Culex guinquefasciatus; 23 formulaciones causaron 50% de mortalidad
a concentraciones entre 4 y 10 ug/ml { 22 ).

Hornby y col., en 1981, estudiaron la persistencia y actividad larvi
cida de Bacillus sphaericus 1593, se compard el hdbitat natural del mosquito,
en agua dulce y varias. concentraciones de agua de drenajej los niveles inicia

Tes de Bacillus sphaericus fluctian entre 4.0x104 a 7.1x105 esporas/ml en - -
agua dulce, con 100% en el cantrol de larvas de Culex quinquefasciatus Say; y
Culex nigripalpus Theobald por 30-50 dias en agua de drenaje, 100% de con---
trol por 80-90 dias, a una concentracidn de esporas de Bacillus sphaericus de
7.5x104 esporas/ml. E1 estadfo de pupa se presentd cuando Ta concentracidn de
esporas, era de 100 esporas/ml o menor. Por medio de estos resultados conclu-
yeron que la actividad larvicida de Bacillus sphaericus, depende de la concen
tracion de esporas y su persistencia se relaciond con 1a calidad del agua --
( 32).

Klowden y col., en 1983, estudiaron 1a toxicidad de Bacillus - - -
thuringiensis var. israelensis, sobre mosquitos adultos Aedes aegypti; deter-

minaron que la hembra adulta de mosquito Aedes aegypti, muere por los crista-
les paraesporales de Bacillus thuringiensis var. israelensis ( O NR-60A }, es

tos cristales se introducen por drenado intestinal, Ta dosis letal media - --
para cristales intactos fué de 0.021 pg/mg de mosquito ( peso himedo ) y para
cristales solubilizados 0.04 ug/mg., estos valores se compararon con larvas -
de mosquito de alimentacidn libre, con désis de 0.018 ug/ml y 1.28 ug/ml para
cristales intactos y cristales solubilizados, respectivamente. Demostraron --
que las preparaciones probadas resultan infectivas para larvas y mosquitos --
adultos; estos investigadores recomiendan un bioensayo en mosquitos adultos,-



como medio directo para seleccionar la potencia que controle los mosquitos - -
(37 ).

\

Cheung y Bruce, en 1985, observaron que el cristal de la §-endotoxina, --

producido por Bacillus thuringiensis var. israelensis, es mas t6xico sobre lar

vas de Anopheles freeborni, que en larvas de Aedes aegypti, cuando el cristal

se solubilizo; las larvas de ambas especies mostrarcn sensibilidad similar, --
consideraron que este efecto, se debe a diferencias entre el comportamiento de
alimentacidn de las larvas de 1os 2 mosquitos. La toxina fué emulSificada con

un adyuvante completo de Freund, este solubilizd 1a toxina a bajo nivel, de na

nogramos, posteriormente se fracciona la toxina con material lipolitico, alte-
rando 1a fluctuacion de la toxina, respecto a 1a sensibilidad de la larva de -
los 2 mosquitos; esta diferencia en suspensidn, fué determinada por una enzima
inmunoabsorbente eSpeciflca para péptidos téxicos. Los resultados obtenidos in
dicaron que econdmicamente es factible desarrollar formulaciones de suspensio-
nes de cristales de Bacillps thuringiensis var. isralelensis ( 13 ).

Mulla y col., en 1985, experimentaron con larvas del 42 estadio de Aedes

aegypti y Anopheles albimanus, y demostraron que Bacillus thuringiensis var. -
israelensis, puede crecer vegetativamente, esporular y producir toxina; en - -
Aedes aegypti la cuenta de esporas fué de 2 x 102 por cadaver, en 4 hr y en --
Anopheles albimanus de 2.2 x 10 por cadaver, en 4-24 hr, incrementdndose a --
3.2 x 105 por cadaver, en 72 hr post-tratamiento. Estos resultados demostraron
que bajo condiciones apropiadas Bacillus thuringiensis var. israelensis, puede
utilizar sustratos disponibles en caddveres de larvas ( 44 ).
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METODOLOGIA
1.- AISLAMIENTOQ: 3

Se recuperaron 3 cepas nativas de Bacillus thuringiensis de muestras de -
suelo; las cuales se identificaron con las claves GM-7, GM-18 y GM-20; las dos
primeras provienen de Guanajuato y 1a otra de Nuevo Ledn; las 4 cepas restan--
tes se aislaron de cadaveres de mosquito Aedes aegypti; las cuales se identifi
caron con las claves GM-47, GM-48 y GM-50 ( caracteristicas de las cepas. Ta--
bla 2 ). Las cepas fueron seroldgica y bioquimicamente identificadas ( Tabla 3)
la identificacién serolégica se realiz6 mediante pruebas {nmunoldgicas, utili-
zando antigeno flagelar H con sus respéctivos antisueros ( 38 ). Las pruebas -
hioqu?micés, Tabla 5, se 1levaron a cabo por la metodelogia tradicional amplia
mente conocida ( 5 ). Estas determinaciones se efectuaron en el Depto. de Mi--
crobiologia e Inmuhologia, en el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas,UANL.

2.- CONSERVACION DE LA CEPA:
Se cultivé en tubos inclinados de agar nutritivo, se incubé a 32-34°C, por

72 hr, fueron posteriormente almacenados a 4°C, se realizaron resiembras para -

su conservacion.

3.- PREPARACION DEL INOCULQ:
a) De las cepas conservadas en agar inclinado a 4°C, se toma una asada que
se transfiere a una caja petri, con agar nutritivo, se distribuye en 3
campas, se incuba a 30-32°C, por 24 hr; de una colonia aislada se reali
z6 un frotis, posteriormente se utiliza la misma colonia para preparar
el indeculo.

b} En matraces Erlenmeyer de 250 ml se depositan 50 ml de caldo triptosa -
fosfato { Difco ), esterilizados a 121°C, por 15 min, se inocula con --
una asada de la colonia aislada, en agar nutritivo, se incuba a 30-32°C,

por 6-8 hr, a 250 rpm.



4.~ FERMENTACION:

En este trabajo se probaran 11 diferentes medios de cultive, cuya composi
cion en g/1 se encuentran reportados en las Tablas 6 y 7. Las fermentaciones -
se realizaron a nivel de matraz Erlenmeyer de 500 ml; se colocaron 100 ml de -
medio de cultivo ( I al XI ), esterilizados a 121°C por 15 min., se adiciona--
ron 0.5% del indculo, previamente preparade en caldo triptosa fosfato ( Difco)
se incubaron a 30-32°C, por 40-72 hr, a 250 rpm, durante el periodo de fermen-
tacidn, se tomaron muestras a diferentes periodos de tiempo 12, 23, 36, 40, 48
y 72 hr, para determinar la cinética de fermentacidn.

5.- PARAMETROS PARA DETERMINAR LA CINETICA DE FERMENTACION:

a) Medicidn del pH

b) Observacidn de cristales.- Para detectar la presencia de cristales du-
rante el curso de la fermentacidn, se realizaron frotis, tomando una -
asada del cultivo cada 12 hr ( posteriermente a las 24 hr )., para la
observacidn se hizo una tincidn al Gram.

¢) Consumo de aziicares.- De 1as muestras tomadas cada 12 hr (5m ), se
centrifuga a 3,000 rpm/15 min, en el sobrenadante se determinaron azi-
cares reductores por el método de 3, 5 DNS acid, se tomdé 1a lectura a
540 nm ( 60 ),

d) Cuenta de esporas viables.- De los extractos finales se tomaron 50 mg,
los cuales se suspendieron en 50 ml de agua destilada estéril, se pas-
teurizé a 65°C, por 10 min; posteriormente se efectuaron diluciones de
1 x 10" 31 x 1077, se tomaron 1 ml de cada dilucién, se depositaron
en una caja petri estéril, se adicionaron 15 ml aproximadamente de - -
agar nutritivo ( Merck ), mezclar en forma de ocho, se solidifica e in
cuba a 37°C por 24 hr ( 20 ).

6.- EXTRACCION DEL COMPLEJO ESPORA CRISTAL:

Para obtener este complejo se utilizd el método de coprecipitacion lacto-
sa-acetona propuesto por Dulmage en 1970 ( 24 ). De los cultivos producidos en
los diferentes medios de cultivg, se combrueba que el 80% de cristales son libe
rados ( observacidn en fresco ); se suspende la incubacidn, se mide el voliimen
final, se ajusta el pH a 7.0, se centrifuga a 5,000 rpm por 30 min a 4°C ( Cen
trifuga refrigerada Beckman 52-21 ), el precipitado se resuspende en lactosa -

20



al 5%, utilizando un vol(men de 10:1, respecto al voldmen final de Ta fermenta
cion, se agita por 30 min, se adiciona 5 vol. aproximadamente de acetona, res-
pecto al voldmen de lactosa, se agita nuevamente por 30 min, se deja reposar -
por 15 min, se filtra con vacio sobre papel Wathman # 1, se deja reposar toda
la noche, €1 residuo final se muele en mortero hasta obtener un polvo fino, se
pesa y es utilizado para el bicensayo.

7.- BIOENSAYO:
Se realizd con larvas de mosquito del 42 estadfo Aedes aegypti y Culex --

pipiens

quinquefasciatus

a)

b)

c)

d)

e)

Los mosquitos se obtuvieron de 1a propagacidn de larvas, colectadas en
la regidn de Nuevo Ledn e identificadas de acuerdo al manual del Depar
tamento de ‘Egucacidn y Salud de los Estados Unidos.

Dieta para larvas.- Estas se colocan en un recipiente de 7.5 x 20" con
una solucién de agua destilada y agua declorada ( 50% ), se adiciond -
5,000 ppm de NaCl, las larvas se alimentaron con una mezcla de 50% de
levadura en polvo y 50% de kroketas Apican, se coloca una larva por --
cm2 de superficie del recipiente ( 34, 62 ).

Infestacion.- Las diluciones de los extractos y estandar IPS-82 son --
preparados con solucidn buffer ( NaCl 0.85%, KZHPO4 0.6% KH2 PO4 0.3%);
para cada dilucién se utilizan 25 larvas, en recipientes inaividuales
se jinfestan con una larva de 4 dias, de un peso 15-25 mg aproximadamen
te, si las muestras son diffciles de humectar, se agrega 25 ml de solu
cion tween 80 al 1% para 10 ml de solucidn salina ( 24 ).

Incubacion.- Después de la infestacion, los recipientes se incuban a -
30°C, con 50-60% de humedad relativa.

Cuenta de mortalidad.- Se toman lecturas a 0.5, 1, 8, 12, 24, 48 y 72
hr, se observd durante 5 dias, en caso dudoso de muerte de la larva, -
se toca con 1a punta de una aguja, si hay respuesta, por débil que és-
ta sea se considera viva. Se calcula el porciento de mortalidad y la -
potencia para cada extracto a prueba. ( Resultados en Tablas 11-14 ).
Esta determinacién se 1levd a cabo en el Departamento de Zoologia de -
Invertebrados. Laboratorio de Entomologia. Facultad de Ciencias Biolg-
gicas, UANL.

~~
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Potencia de la LC50 del std. X Potinﬁ}a/dﬁé §td.
Muestra ( UI/mg ) = LCy de Ta muestra

u.1 Unidades Internacicnales
Lc50 = Dosis letal media
std. = Estdndar

En la figura 1, se presenta un diagrama de flujo de los puntos 2«6 y en la figu
ra 2 el punto 7.
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Fig I-FERMENTACION Y RECUPERACION DEL COMPLEJO ESPORA -CRISTAL
DE Bacillus thuringiensis
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ACTIVACION 24 Nrs. Thr 30°C
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fig 2-BIOENSAYOS DE LOS EXTRACTOS DE Bacillus thuringiensis CON
LARVAS DE MOSQUITOS.
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RESULTADGOS

AISLAMIENTO: .
Las cepas de Bacillus thuringiensis que se utilizaron tienen diferente --

procedencia; dos de las cuales provienen de Irapuato, Guanajuato, otra de Gua-
dalupe Nuevo Ledn y las tres restantes de Tapachula, Chiapas ( Tabla 3). Estas
cepas se aislaron de diferentes fuentes: GM-7, GM-18 y GM-20, a partir de mues
tras de suelo; GM-47, GM-48, GM-49 y GM-50 de larvas de mosquito muertas.

Las caracteristicas generales de Bacillus thuringiensis, respecto a morfo
logia, citologfa, colonia y metabolismo, son iguales para todas las cepas en -
estudio, excepto en tamafio, borde y suspensidén de la colonia; el tamafio de la
colonia para GM-7 y GM-18 es de 5-12 mm; para GM-20 es de 3-7 mm; para GM-47 y
GM-50 es de 3-5 mm y finalmente para GM-48 y GM-49 es de 2-3 mm; el borde de -
la colonia es crenado para todas 1as cepas a excepcidn de GM-20 que es ondula-
do; la suspension de Ta colonia es difici] para todas las cepas ademas es gra-
nular para GM-20 ( Tabla 2 ).

La clasificacion seroldgica de 1as cepas en estudio se reporta en la Ta--
bla 4; tres de ellas pertenecen a la variedad aizawai y serotipo 7.

Las pruebas bioquimicas realizadas para la identificacion de las cepas, -
se muestran en 1a Tabla 5. Las cepas GM-7, GM-49 y GM-50 pertenecen a la misma
variedad y serotipo; en ellas existe diferencia en sus pruebas bioquimicas: al
gunos aziicares son metabolizados solamente por alguna de las cepas, xilosa por
GM-49; celobiosa por GM-50; sorbitol por GM-49; m-inusitol por GM-50; fructosa
por GM-49 y en GM-7 no se determino; la caseina es desdoblada por todas las ce
pas, esta es mayor en GM-47 y GM-48; la arginina y salcina solo se determing -
en GM-7, la cual es positiva; 1a esculina es desdoblada por todas las cepas, -
es mayor en GM-20, GM-7 y GM-50; la proteolisis se produce en todas las cepas,
es mayor en GM-20, GM-47 y GM-48; treosa y maltosa son metabolizadas por todas
las cepas, en GM-7 no se determind; la amilasa es producida por todas las ce--
pas, €s mayor en GM-18, GM-20, GM-47 y GM-48, es media en GM-50 y menor en - -
GM-7 y GM-49; 1a ornitina y quitina solo se determind en GM-7, es positiva; la
formacion de pelicula es positiva en todas las cepas excepto en GM-7; la leci-
tinasa es producida por todas las cepas excepto por GM-20; Voges Poskrawer es
positiva para todas las cepas, excepto para GM-2D. Las pruebas bioquimicas res



tantes son iguales en todas ellas.

CINETICA DE FERMENTACION:

En 1a produccion de las cepas de Bacillus thuringiensis, se utilizaron on
ce diferentes medigs de cultivo, en los cuales se varid la fuente de carvbono,-
nitrdgeno y la adicion de sales; para los medios I-VII se utilizé: melaza, ha-
rina de soya, 1Tquido de remojo de maiz, agua de cocimiento de Tevadura y sa--
les; para los medios VIII-XI se utilizd: glucosa, harina de soya, harina de --
mafz, extracto de levadura, agua de cocimiento de levadura y sales. La composi

cidn de estos medios se muestra en las Tablas 6 y 7.

De los 77 cultivos que se realizaron, se obtuvo el complejo espora-cris--
tal de 29 de ellos, el resto se descartaron por no llegar a esta fase final. -
En 1a Tabla 8, muestra una relacién de cepa, medio de cultivo y tiempo de fer-
mentacion de estos 29 cultivos; en 19 de ellos se utilizd melaza como fuente -

de carbono, el tiempo de fermentacidn es de 38-56 hr aproximadamente, excepto-
GM-50 requirid 72 hr en los medies I y XI.

E1 complejo espara-cristal se recuperd de todas las cepas de Bacillus - -

thuringiensis, en alguno de los diferentes medios de fermentacién a excepcion
de V y VIII.

MEDICION DE pH.

E1 pH de 7.0 permanece constante durante las primeras 12 hr, se incremen-
ta ligeramente a 7.3-7.5 a las 24 hr, posteriormente sigue aumentando 3 8.4 --
8.5 a las 38-56 hr, dependiendo de 1a cepa y medio de cultivo; en este tiempo
las cepas liberan un 80% aproximadamente de los cristales. E1 comportamiento
en la variacion de pH es muy similar para todos los medios. En la cepa GM-50
el tiempe de fermentacifn se prolongd a 72 hr en los medios I y XI. En la Ta--
bla 9 y fiquras 3 y 4 se presenta la variacién de tiempo, pH y azicares re--

ductores, para las cepas GM-49 y GM-50 en los medios IV y II, respectivamente;
estas cepas presentaron accidon toxica.

OBSERVACION DE CRISTALES:

De los cultivas se toman muestras a diferente tiempo, de las cuales se --
realizaron frotis, tifiéndolos al Gram; se observd: bacilos Gram (+), esporas
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sin tefiir, 1o cual facilita la observacion de Tos cristales, los primeros cris
tales se presentan a las 36 hr aproximadamente, para algunas cepas, continuan-
do 1a fermentacidn hasta la liberacién de 80% aproximadamente de los cristales
a las 38-72 hr, dependiendo de Ta cepa y medio de cultivo.

CONSUMO DE AZUCARES:

La cuantificacion de azlcares reductores se realizé en los medios IV y II,
donde fueron producidas Tas cepas GM-43 y GM-50, respectivamente; en ellos se
utilizo melaza como fuente de carbono; estas cepas fueron las qdé presentaron
toxicidad. En la Tabla 9 se presenta la cuantificacién de azilcares de estas ce
pas, y se esquematizan estos datos en las grdficas I y I[. Para Ta cepa GM-49
el consumo de azicares se incrementan respecto al tiempo, esto se observa de -
0-24 hr, la concentracién de azicares, baja de 1.35 g/l a 1.05 g/1, después de
este periodo el comsumo es minimo; en las 12 hr posteriores es de 0.02 g/1, --
después de este periods los aziicares no son metabolizados, permanece constante
la concentracidn hasta la fase final de la fermentacion. En GM-50 el comporta-
miento es similar a esta cepa. ( figura 3y 4 ).

CUENTA DE ESPORAS VIABLES:

Esta se determind en las cepas GM-49 y GM-50 en los medios IV y II, res--
pectivamente; el ndmero de esporas es de 2.5 x 106 para GM-49 y 2.8 x 106 para
GM-50, que presenta mayar nimero.

BIOENSAYO:

Las larvas colectadas se propagan bajo l1as condiciones establecidas en la
metodologia, seleccionando larvas del 42 estadio de mosquitos Aedes aegypti --
y Culex pipiens quinquefasciatus para el bioensayc. E1 porcentaje de mortali--
dad en Aedes aegypti es de 60% y 90% con GM-49 y GM-50, en los medios IV y II
respectivamente, a una concentracion de 120 mg/1, a las 48 hr; para Culex - --
pipiens quinquefasciatus es de 73% y 71% con GM-49 y GM-50 en los medios ya --
mencionados, a una concentracion de 120 mg/1 a las 48 hr ( Tabla 12 ).

La concentracion letal media (LCSO) de las cepas de Bacillus - = = = - -
thuringiensis para Aedes aegypti y Culex pipiens quinquefasciatus, se reportan
en las tablas 13 y 14. La L050 para Aedes aeqgypti es de 102.1 mg/1 y 69.98 - -
mg/1 para GM-4% y GM-50 en los medios IV y 11, respectivamente, a las 48 hr, y
de 8.053 x 1073 mg/1 para el estindar IPS-82, a las 24 hr; para Culex pipiens
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quinquefasciatus de 50,04 mg/1 y 102.48 mg/]zpara GM-49 y GM-50, en los medios
ya mencionados, a las 48 hr y de 1.508 x 10°~ mg/1 para el estindar IPS-82, a
las 24 hr. \

DISCUSIONES:

Las cepas GM-7, GM-49 y GM-50 pertenecen a 1a misma variedad y serotipo,-
sin embargo hay variacién en sus pruebas bioquimicas y toxicidad; la cepa GM-7
se ais1o de suelo, no presenta toxicidad, las otras dos se aislaron de cadiave-
res de mosquito, y presentan toxicidad; la cepa GM-48 también fué aislada de -
cadiveres de mosquito; pertenece a otra variedad y serotipo, la cual no presen
ta toxicidad.

Las cepas en estudio presentan las caracteristicas generales de Bacillus

thuringiensis, con variacién en las caracteristicas de sus colonias; GM-20 pre
sentd mas diferencias respecto a 1as demas cepas.

Las pruebas bioquimicas de las cepas de igual variedad y serotipo, difie-
ren en e] metabolismo de algunos carbohidratos, como: xilosa, celobigsa, sorbi
tol, m-inasitol y fructosa; presentaron diferencia en las cantidades produci--
das por algunas enzimas para las diferentes cepas; todas las cepas presentaron
pelfcula a excepcidn de GM-7

La produccion del complejo espora-cristal caracteristico de Bacillus - --
thuringiensis, se logrd en todos los cultivos, excepto en los medios V y VII,-
estos carecian de harina de soya y/o agua de cocimiento de levadura, en VIII -
ademas Cacog; a las 72 hr de fermentacidn, se obtuvo un bacilo delgado sin es-
porular, ni formacion de cristal, descartando los cultivos de estos medios, --
por no lograr la produccién del complejo.espora-cristal.

La cepa GM-20 utilizé favorablemente 8 de los 11 medios de cultivo; con -
ciclos de 38 hry Tas otras cepas requirieron de 40-72 hr; los medios I, Vy ~ -
VIII no se logré Tlegar a la fase final; en los medios I y IIl de igual compo-
sicion, ademas CaCO3 en el d1timo; en el medio 1 nd se completo el ciclo, a di
ferencia del medio III, si se concluye su ciclo. En el medio II carece de - -
CaCO3, ¥ se Togrd obtener el complejo espora cristal; este medio contiene agua
de cocimiento de levadura, probablemente en su composicidon contenga presentes
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estos iones, concluyendo su ciclo metab&ﬁico; en el medio V carece de harina de
soya y agua de cocimiento de levadura ( autolisada ) y no se obtuvo el complejo
espora-cristal ( 11 ). E1 medio VIII contiene harina de mafz, carece de harina
de soya, agua de cocimiento de levadura y CaCO3. en este no concluyé su ciclo -
metabdlico del bacilo ( 48 )., la harina de mafz, no se puede considerar que sa
tisfaga sus requerimientos nutricionales, porque este medio carece de CaCO3 y -
se observé que en medios de igual composicidn con ausencia de CaCO3 no hubo de-
sarrollo y en el medio que To contenfa se desarrol1d; en el medio X, contiene -
harina de mafz, harina de soya, extracto de leyadura y CaCOS, se obtuvo el com-
plejo espora-cristal, en este a diferencia del VIII se adiciond harina de soya,
Caco3 y otras sales.

E1 medio XI carece de glucosa y/o melaza, pero contiene harina de soya, --
agua de cocimiento de-levadura ¥ CaCO3, recuperando el complejo espora-cristal,
en ausencia de una fuente directa de carbono ( 48 ]. En medios que se adiciona-
ron otras sales, no se obseyys diferencia respecto & los que carecfan de ellas,
debido a que se utilizaron constituyentes complejos, como: harina de soya, mela
za, agua de cocimiento de levadura y otros, las contienen como constituyentes;-
en los medios que contienen glucosa y melaza como fuentes de carbono, ademds de
otros complementos nutricionales, estas cumplen con las necesidades nutriciona-
Tes ( 2, 48 ), aunque desde el punto de vista econdmico, es mas conveniente uti
Tizar melaza por su menor costo. Los medios de cultivo que presentaron toxici--
dad son II y IV, cuya composicién es: mejaza, harina de soya, agua de cocimien=
to de levadura, ademis CaCO3 en el IV, con GM-50 y GM-49, respectivamente. El -
medio de cultivo debe brindar 10s requerimientos nutricionales del bacilo, ade-
mds es de yital importancia que presenten toxicidad Tos complejos recuperados -
de estos medios ( 62 )

La vartactén del pH es similar en todos los medios sin importar la fuente
de carbono o nitrSgeno que se disponga; en la fase final de Ta fermentacidn se
tuvo precauci6n en el control de pH, si la fermentacién se prolonga para lograr
mayor liberacidn de cristales, y el pH se incrementa por arriba de 8.5, los - -
cristales son solubilizados en este medio alcalino, descartando estos cultivos,
pues la accifn téxica se basa precisamente en la presencia de estos cristales.

E1 consumo de azlicares se 1leva a cabo las primeras 24 hr, donde toma la -
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proparcién necesaria para completar su ciclo metab6lico; las cepas utilizan fa-
vorablemente Ta glucosa y melaza como fuente de carbono; las cepas que presenta
ron toxicidad fueron producidas en un medio con melaza.

La cuenta de esporas viables en GM-50-I1I es mayor 3 x 105 esporas/ml res--
pecto a GM-49-1V; el extracto de GM-50-I1 de mayor cuenta viable, presenta ma--
yor porcentaje de mortalidad con LC50 menor contra Aedes aegypti que GM-49-1V;-
este mismo extracto con Culex pipiens presenta menor porcentaje de mortalidad
con LC50 mayores que GM-49~1Y, con menor n@mero de esporas,

E1 bicensayo es la culminacidn de este estudio, proporcionande el fallo o
aceptacifn para que una cepa de Bacillus thuringiensis sea utilizada como agen-
te entomopatdgeno.

SRS




Del

CONCLUSIONES
presente trabajo se concluyd lo siguiente:

La toxicidad de Tas cepas de Bacillus thuringiensis, no depende de la fuen

te donde es aislada, ni de la variedad, se requiere hacer una subclasifica
cién mds de acuerdo a su toxicidad.

Los medios V y VIII(Tablas 6y7), no proporcionan los requerimientos nutri-
cionales para el cultivo de Bacillus tAuringiensis.

Se requiere la presencia de carbonato de calcio para el desarrollo dptimo
de Bacillus thuringiensis.

s

Los medios que carecen de harina de soya y agua de cocimiento de levadura
no satisfacen las necesidades nutricionales de Bacillus thuringiensis.

La harina de maiz no satjsface las necesidades nutpicionales del cultivo
de Bacillus thuringiensis, pere el media carece de CaC03 y en otros medios
con igual composicidn ausentes de este no hubo desarrollo.

La harina de soya y, el agua de cocimiento de levadura proporcionan los re
querimientos nutricionales de Bacillus thuringiensis.

E1 medio II y IV proporcionan las necesidades nutricionales de Bacillus --
thuringiensis y provocan toxicidad.

determinada sobre una es-

Extractos de Bacillus thuringiensis con una LC50
pecie, cambia la toxicidad al variar la especie.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere hacer una clasificacién de Bacillus thuringiensis, respecto
a su toxicidad.

Continuar estos ensayos, donde se utilicen otros nutrientes, factor que
contribuye a determinar la toxicidad de Bacillus thuringiensis.

Aislar y probar otras cepas de Bacillus thuringiensis contra larvas de
mosquitos culicidos, estos presentan un problema para los habitantes, -
en donde tienen la capacidad de desarrollarse.

Realizar pruebas de campo, para determinar la efectividad de los extrac
tos de Bacillus thuringiensis, en el habitat del mosquito.
T T Ao
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TABLA # 1

A\

INGREDIENTES EN MEDIOS USADOS EN EL ESTUDIO
DE Bacillus thuringiensis var. israelensis, cantidades en g/1 (60).

INGREDIENTES

Quccss 10.0 |100 |[100 15.0 | 10.0
Ac. casamino 10.0
Herina de soya 18.0 5.0
Harina de mafz 5.0
Caldo rutritivo 8.0
Proflo il 10.0
Extracto de levadwa - 2.0 2.0 | 1.0

Bacto peptona 2.0

(“*4)2 S0 A 2.0

KHZPO A 0.5 5.0

Ké-l PO A 0.7 5.0 2.0

5@04‘ 7'120 0.2 0.3 .06 0.3 0.3
MRSO 0.05

N

0.5 1.0 0.3
0.01 0.01
FeSO « 7 H20 0.02
0.01
zsoa o7 l-120 0.02
Citrato de sodio 3.0

Foefato amino de sodio ' 1.5

Hidroclorhidrotiamina 0.0002

5K

hgb




TABLA # 2

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CEPAS UTILIZALAS
DE Bacillus thri_ng&'e"sis*

me
Foama Bacilo
fgrupamiento Cadena
CITOLOGIA
Tinsién Grem +
Movilidad Positiva
Espora Sub-terminal
(Elulas Unicelular
COLONTA
Medio Agar nutritivo
Temperatura 30°C
Tamaiio 3-5 mm (7-12 mm)
Forma Cireular
Elevacién Aplarade
Borde Crerado (ondulada)
Molor Crema
Pigrento Sin pigrento
Capacidad Opaca
Suspersidn Diffeil (gramilar)
METABOLISMD
Aereaciin Aerdbico
Tenp. crecimiento 27-37°C
Temp. Gptima 30°C
Fangp pH &5 - 8.0
H Sptimo 7.0

La variacién del patrén general, me indice entre paréntesis.




TABIA # 3

PROCEDENCIA DE LAS CEPAS UTILIZALDAS DE
Ba:il]mthriggiasis

CEPA PROCEDENCTA
-7 Irspuato, Gto.
@18 Irgpuato, Gto.
@20 Guadalupe, N.L.
Q447 Tepechula, Chis.
aM-48 Reg. Soocousco
@-49 Tepachula, Chis.
M50 Tapachula, Chis.




TABIA # 4

CLASIFICACION SFROLOGICA PARA LAS SIGUIENTES
CEPAS TE Bacillus thuringiensis.

CEPA VARTEDAD SEROTIFO -

-7 aizawai

@418 i neclemensis

@420 ) . ostriniae 8A-8C
GM-47 tolwoethi 9

@-48 tohdlaensis 16

@29 aizawai

o o

* Nueva variedad y serotipo

Reparte en trémite identificado en el Leboratorio de Innunologia, Depto. de Micro-
- biologfa e Immrologfa, Facultad de Ciencias Binl6gicas ,UANL



TABLA # 5

PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS PARA LA ITENTIFICACTION

CEPAS

DE LAS CEPAS DE Bacillus thuringiersis.

-7

@418

@420

g

Dulcitol
Sarbitol
M-inucitol
Fructosa
Caseina

Salicina
Esculina
Proteolisis
7% NeCl

KON Muller

Maltosa
Almidn
Catalasa

Omitina
Fenil alanina

+ 4+ o+ o+

'glg‘+$++3_at++g_a¢+n

! + &%

tp v g g

'a'a+$++aa'¢¢aa$||-..-...+.1+|+




CONTINUA TABLA # 5

=7

M-18

Pelicula
Lecitina
M.R.
V.P.

+ + + +

nd = no determinado




CEPAS

TABLA # 5

DE LAS CFPAS [E Bacillus ﬂm‘ingiensis.

M489

PRUEBAS BIOQUIMICAS REALTZADAS PARA LA IDENTIFICACION

M-50

Arabinosa
Xilosa
Celcbicea

Rafinosa
Adoni tol
Menitol
Duleitol
Sarbitol
Meinucitol
Fructosa
Caseina

Salicina
Esculina
Proteolisis
7% NeCl

KON Muller

Maltosa
Almidén
Catalasa

Ornitina
Fenil alanina

+ +

I
+

I+¢aat+l

'3.'3-+I++3.3.'¢+3.3.$+'
E + + + + 3 &

4+

B+t *+ i ad F $TIRIR 14

B

4]



CEPAS

OONTINUA TABLA # 5

Pelicula
Lecitina
MJ.

V.P.

+ + + + + g

+

-+

+ + +

nd = o determinado
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TABLA # 6

MEDICS DE CULTIVO UTILIZANDO MELAZA OOMD FUENTE DE
CARBOND PROBADAS OON TAS CEPAS DE Bacillus theringiensis, centidades en g/100 ml.

M E 1) I 0 s

My u I v v VI VII
Melaza 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
H. de soya 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
L-R.M¢ 1.0 - 1.0 - 1.0 = 1&0
A.C-L. = 3-0 C 3.0 - 300 —;
Ca00, 4 - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
(M) 50, - = = - 5 - o 0.2
[.c'l.[zpo‘1 = - s - = = 0.05
Mg S0, 7 HO - - - - - . 0.2
SO, - . | )\ A - 0.06
CaC2,, - = - = = = 0.008
K0, - - - B - B 0-2
H dest./100 ml. - = — ~ - - -
L.R.M. = ( lfquido de remjo de mefz )
A.C.L. = ( Agm de cocimiento de levadra )



TABLA # 7

MEDIOS [E CULTIVO UTTLIZANDO GLUOOSA COMD FUENTE DE CARBONO PROBADOS OON LAS
CEPAS DE Becillus thuringiensis, cantidedes en g/100 ml.

-

VITI X X XI
Glucosa 1.0 1.0 1.0 -
H. de soys - 1.8 0.5 1.0
H. de mafz Al 0.2 = 0.1 -
E.L. : 0.2 - 0.1 =
A.C.L.* - = 3.0
(net,) S0, - - - -
R0, 005 - - -
¥eSO, THO 0.02 0.03 0.08 0.02
WSO, 0.05 = - .
CaCL,, 0.008 = " =
KJ¥0, - 0.07 0.2 =
Ca®), - 0.05 0.03 0.1
FeSO, = 0.001 - -
20, - 0.001 - €
FeSO, 0.02 - - -
H,0 dest./100 md. = - - -

A.C.L.* Agun de cocimiento de levadura
E.L. Extracto de levadura



TABLA # 8

MEDIO [E OQULTTVO Y TIEMPO DE FERMENTACION UTTLIZADOS PARA 1AS

CEPAS IE Becillus thuringiensis.

CEPA MEDIO TIEEO (hr)
M7 X, XI 8
@418 ; I,II,IV,IX,XT 56
Q20 11,111, IV, VI, VI, IX, X, XI. B
M7 I, IIT, VI p)
Q448 II, IV, VIII, IX _ ©
@20 I, v o
=50 I, XI 72




TABLA # 9

CINETICA DE FERVENTACION [E Becillis tharingiensis.

G-49-1IV
Tiempo pH Azlcares
Reductores
en
0 7.0 1.35
12 7.0 1.05
24 7.3 0.56
36 7.5 0.53
20 8.4 0.53
G-ED-1T
Tiempo pH Aziceres
Feductores
741
0 7.0 1.34
12 7.0 1.01
24 7.5 0.5
36 7.8 0.53
40 8.5 0.53

HyIVnediodeaﬂtivo'
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TABLA #10

RELACICN DE CEPA, MEDIO DE CULTTVO, VOLIMEN FINAL, PESO EXTRACIO Y
CUENTA VIABLE DE FERMENTACICNES DE Bacillus thuringiensis

MEDIO VOLLMEN PESO FINAL CUENTA VIABLE

CEPA QULTIVO FINAL (ml) EXTRACTO (£) ESPORAS/ml

a7 X 87.70 0.40 =

X1 87.90 0.55 e

Q18 I 89.2 0.60 -

pu 86.64 0.71 -

X 88.04 0.92 -

o Ly £5.90 0.% —

Q20 I 89.15 1.10 -

I 88.43 1.12 -

v 87.25 1.09 -

£5.10 1.10 —

vII 87.20 0.95 —

X 86.10 0.90 -

X 85.15 0.7 —

XT 84.10 0.73 =

as-a7 I 79.80 0.97 a

ITI 81.12 " 0.5 =

v 8.0 0.8 —

@20 I 85.40 0.90 -
v 84.90 0.95 2.5 x 100

VII 86.90 0.80 -

X 86.87 0.9 -

M50 I 81.63 1.10 —
o 8.5 1.01 2.8 x 16°

v 81.70 0.90 —

XT 2.0 0.89 —




TABLA # 11

PORCENTAJE DE MORTALIDAD EN Aedes aegypti COON
Bacillus &wigg:imsis.

o

8wg$§8§>

DOSIS M 0 R T A L

&

8 >
)

BEBEgsgsan
S REER B

88 RB 3B B

IO y IV medio de feamentacifn
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TABLA # 12

PORCENTAJE DE MORTALIDAD EN Culex pipiens quinquefascistus
CON Bacillus Ywringiensis.

G@4-40-1V

DOESIS M O

g

-3
>
e
-
=

g
o

BEE'88a (€
B &8 BB BIN =

J 2R A RIB

DOSTIS M 0 R T A L I .D

48. I

E@seea.@
B98N b6 o

A8 8RRBE&

II y IV Medio de fermentacin
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TABLA # 13

OONCENTRACION LETAL MEDIA ( lﬂm) [E Bacillus ﬁ'u!'iIEiErsis

PARA Aedes aegypti. ]
I.I:m en mg/1
CEPA 24 hr & hr.
QH-d0-TV 2068 102.1
@4-50-TT 88.46 60.98
s 8.0 x 10°°
TARLA # 14

OONCENTRACION LETAL MEDIA ( wso) DE Bacillus thuringiensis

PARA Culex pipiens aquinguefasciatus.

u:w en mgA
CEPA 24 hr £ hr.
@20-TV 181.24 0.04
M-50-IT 20543 102.48
S © 1.5Bax10°

II y IV medio de fermentacifn
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