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INTRODUCCION 

Los métodos para el control de insectos ploga han evolucionado a 
r 

través de la historia de la agricultura y continúan evolucionando 
en el pr esent e. En anos rec i entes se ha centrado un cons i derabl e 
interés en el uso de núcroory m i s m o s ent omopatogfnos p.-íra pste 
proposito y una gi an at< m i JII ha sido captada por I l us 
thur ircgiensi s; una especie .n'.tre las bacterias gi o aposi \ s /.>•>-
formadoras de espora, que produce un discreto crista! 

r s 

gli coproteico i ntracelular durante 1 a esporulación y el cual 
contiene una 6-cndotoxina que resulta toxica para larvas de 
Itpid-_.it rí os y Aj.9-.inas especies de dípteros CPeifdleton 1969; 
Schesser y Bulla Luthy 1980. 

B. thur i ngi&rcs i 5 es abor a el or i gen de 1 a entera aceptación de 
los insecticidas biológicos que se están utilizando en muchos 
países. En la actualidad, nías de dos millones de kilogramos del 
bioinsecticida son usados cada ano para controlar piagas de 
importancia agrícola y forestal. Diversas razones, entre las que 
destacan especificidad, virulencia y potencia contra insectos 
blanco, han convertido a estos agentes microbianos en candidatos 
cada vez mas atractivos para el desarrollo comercial. Incluso, 
tales preparaciones son compatibles con muchos insecticidas 

• / 
químicos, propiedad especialmente útil en programas de control 
integrado CSomerville 1973; Couch y Ross 1980; Rowe y Margaritis 
19875. 

A la fecha, existe una cuantiosa información concerniente al 
metabolismo de B. thuringi&risis, sus toxinas, geneiica y otros 
puntos importantes. Sin embargo, no se ha hecho publica una 
detallada descripción ecologica. El comportamiento y distribución 
de 3. t h-ur i rigieras i s en los ecosistemas, son aspectos poco 
conocidos pero que sin lugar a duda, es escencíal entendei 1 os 
para el esclarecimiento del o los factores involucrados en el uso 
apropiado del organismo. 



Bajo condiciones naturales B. th.uringis'ris i s rarairvite desempeña 
un papel significante en la regulación de pnblaciones. 
Sin embargo, el aislamiento de ciertos seroti pos a partir de 
insectos infectados, indica e1 potencial entomr »patógeno de la 
bacteria y la posibi] idad do que ¡ ppi esenle para t>us hospederos 
solo un factor enzooti co. 

Una parcial expl i caci on para las escalas epi zoot i as g&n.ji a das 
por 3. t rair i regí er sis es la i nhabi 1 i dad de 1 as es por as , a 
sobrevivir s=n superficies expuestas a la luz;. Estudios re-ñl'^r Jos 
sobre su persevoi ancia nivel foliar, han revelado que muei «sn 
muy pronto bajo luz ultravioleta y visible. De igual modo, al 
inci di rles 1uz solar directa 1a vi da medi a se ha r educi do a menos 
de 24 horas. En contraste, el cristal paraesporal conserva su 
acti vi dad toxica cuando se sujeta a si mi 1ar es condi ciones 
Ignoffo y Garcia 1978; Griego y Spence 1978). 

La persistencia de esporas en follaje difiere marcadamente 
de su permanencia en sue]o. La i nformacion r ef er ente al 
mantenimiento CSaleh et al. 1970 a; Pruett et al. 1980; West et al 
3 984 b3, asi como los datos obtenidos al investigar los factores 
que gobiernan su desarollo en tal ambiente CSaleh et al. 3 970 b; 
West y Burges 3 985; West et al. 1985 b3, hacen suponer que B. 

thxiringiensis puede ser un miembro estable de la comunidad 
microbiana. No obstante, un hecho contradictori o es la baja 
frecuencia de aislamientos a partir de este habitat CDe Lucca 
39815. Esta ultima aseveración puede resultar inexacta. Debido a 
que no se ha concertado un verdadero esfuerzo para determinar su 
ocurrencia normal, es probable que B. i ~¡ ur -.r.gi&ns i s se encuentre 
mas ampliamente distribuido de lo que imaginainos. Al abordar este 
argumento, es i nevi tabl e consi derar dos pl a ni eami e ritos sur gi dos de 
la contraposición de resultados obtenidos cuando se estudia la 
sobrevivencia de B. thurir^iensis. Por un lado, la aspersión de 



formulados comerciales en distintas regiones, quizas implique una 
condicion alóctona de los serotipos seleccionados CWest et 
al. 1984 a; West et al. 1984 bD. Por otro, 1 a conti nua 

/ 

recuperación de la variedad aplicada Cf)e Lucca et al. 3981) y la 
predomi na 21c i a de cier t as fp?s .?n d. •> + »r mi nadas 1 »cali da des C Ohba 
et al. 19795, sugiere que di »̂-.-i s u s ai si «»dos son capares de 
proli f erar en suelo bajo condic i ones propi cías. 

Cier tamerite, se desconoce si 3. t <Vur irigi J s puede acumularse 
en suelo, y si lo hiciere, no se tiene idea J- la función que 
pudiese • cyiHi,¡i-r.ar. En un punto de vista, su ac u»,ul aci on 
reducirla la frecuencia de aspersiones en el sistema. En una 
perspectiva diferente, su integración y desarrollo en el ambiente 

- «-

implicarla la posibilidad de rana perturbación en la biocenosis. 
Por lo cual, en el interés de un uso responsable del patógeno y un 
control predecible de plagas, se requiere estudiar la factibilidad 
de que 1 a bacteri a se es tabl ezca como mi embro ac ti vo de la 
comuni dad. 



OBJETIVOS: 

1. Determinar el comportamiento en sue lo de d ive r sa? cepas 
de £aci l lus_ t i i u n e n g i e n s i s • 

2 . - Se l ecc iona r cepas con mayor capacidad para d e s a r r o l l a r s e 
en e s t e ambiente . 

3 . - Medir l a r e spues t a de l organismo a mod i f i cac iones ambiental 
de sue] o . 



ANTECEDENTES 

Es importante enf,itiz;ir que en la i ¡.cor porac j on de Be«: i l l i/s 
¡h'^riri^ieníis al suelo, el organisíw:¡ entra a un siste-na dinámico 
ctjya superviYencia ric-pí-rtdt? tanto del tipo co ro I "3 c níj cion del 
suelo al c u ? ! se aplica, asi c oí-k» de ^u l»al.»i lid.- d j a • <-.<-pir»t i r 
con otros reí <' r oorg.-r»' cr. "•s i . »^i , t ; -r, p! n! j - A r - f i 
1 os sUei os son i Pipoi i .-! d -s ¡ 3 la j. <j •.' »t t-nri a , • j * r i: " .i7 • 
B. th'ur i?'tgi£-r<s i s en la j¡ ii—s^t, ¡.i-r lo q..;- a i r;i)ir„-,ri -i 

consideraran algunos datos básicos sobre la investir,- i < >,-j 
relacionada ron este sujeto. 

¡., j -- ¡ r . -- - - os trabajos permitió el -.st '.'i o '. 
de B. en suelo, se ha atribuido a Sal eh et al. 
C1959), qui en desarrollo la técnica de frecuencia por dilucion en 
placa, para deterirrinar la presencia del organismo rn suelo, al 
usar como /nodeio B. thxw i ng te-rts i s var. í.v.u ir.í^'sis, El 
creci mi ent o compet i t i vo de 1 a bacteria se f avoreri o por el 
enriqueciffü enlo de agar nutritivo con sulfato de pol i —J xa r,a B a *> 
ppm y penicilina G a 4 ppm. La confirmación de colonias 
tipicas se obtuvo al examinar frotis de las mismas para 
detectar presencia de cristales paraesporales despues de 48 horas 
de i ncubacion a 37 grados centi grados. Los 1i met es de detecci on 
que se obtuvieron por este método f ueron de 600 a 3 000 propagulos 
por gr, dependiendo del tipo de suelo y la proporcion al nuijiero 
total de organismos presentes . A partir de esta investigación 
es posible reconocer el efecto que ejerce este ambiente 
incluyendo la fracción bi otic.a, sobre la distribución de B. 

thxiririgi&nsi s. 

Los mismos autores C Saleh et al. 3 970 a ) han utilizado 3 a 
técnica de frecuencia por dilución en plat.a desarrollada por 
ellos, para evaluar el destino de B. í'urinfif;.-;? en suí-Jo, 
despues de aplicar los productos comerciales Thuriciüe y Biotrnl a 
cultivos de repollo y lechuga. A partir de tajes ecosi st&Hias, F<. 

thur-irigi&Tisis se recupero en números que f 1 uc.tuaron de 7, S00 a 



170,000 propagulos, prínci pal ph*nt & en forma do esporas, por gr de 
un su^lo limo-arci i loso y de dos suelos lim-isos, p'"'ro dv* un suelo 

y 
orgánico, no se lograron ¡ w upt-*rar est.^s «,-s t i un;« . s jct.rianas, 
Bajo condi ci Orĵ -s de 1 =>iku . . t i o, la •'i -»bilí r ? de •-snoras 
inocul-d^s al -.«fio, r. « n t.<»„a l. >• r»d"/K i-i y « j " i i''" - de 
tres nr^sfs <1.-* ¿ i-o ,i U,s * i.—-] li, »--. j . i 1 i . > • ¿ r.3 y 

li moso con |•!f de t>. 2. En Lá-.wn r-n s u¡j1 o or g.\»r«i o, j esuli aron 
viables por un i-.-»s. En base a estos resultados, los autores 
h=n es pecul ado que 1 as esporas de B. ír.ur i oís - .'en 
p'-r • - , ..• * r viables sin gemir.ar, por largeos I u'laz- >' - : 

*. oe u r tivo con diversas texturas y pH. 
i 

Se ha investigado la distribución natural de i^^r ¿rt£"iens ¿ s en 
literas de granjas para sericulíivas y suelos de Japón C Ohba y 
Aízawa 3 

978, Oí ib a et al» 1379 5. Los ai s 1 ad.~»s cris t al i f k o s 
nías íreruenl enante encontrados, pertenecen a 1 s^r ot I pe »s 
4a: 4b, 7 y 8. Mientras que los serotipos 1, 3a: 3b, 4a: 4c y se 
aislaron raramente. En la prefectura de Ehime donde se realizar orí 
ulteriores estudios sobre distribución de ia bacteria, los 
serot ipos mas comunes resultaron ser el 4-a: 4fc>, 4a: 4-c, 7 y 10. 

/ * 

En este ultimo caso, fue ecológicamente notoria Ja presencia del 
serotipo 4a: 4c, encontrado escasamente en Japón, y del serotipo 10 
que no habia sido aislado de otras regiones. De los anteriores 
resultados se sugiere que la predominancia en serotipos de 
B. í<Vurtngien5"is, difiere consi derabl emente dependiendo de la 
localidad, lo que permite entrever la posibilidad de que bajo 
condiciones permisivas del suelo, el organismo sea capaz de 
mantenerse viable por largos periodos de tiempo y quizas de 
proli ferar. 

De Lucca et al. <.398l>, también han indicado que el "status 
varietal" de B. íh-uringi ensi s, es una característica estable en 
el suelo. En un estudio que involucro dos anos de trabajo, estos 
investigadores colectaron muestras de suelo de 115 carr»p:»s de 



cultivo que no hablan sido ti atados previ aírente con í oí »».al a Jos de 
la bacteria y los cuales estaban fi.uy alejados de cualquier tipo de 
insectario p^i a 1 epi dup teros o aroas de r̂-'-üi. hf o de .iranos, 
Se examinaron un pr r»? M i ó de A-OO ai- I -- ' «-'••» --d-* ir-lri, y de un 
total dfc? "W'3 .•'¡•"i-rí t-TO ('(„ ; , f- J» ¡ f f Í "ódos 
cono 5. '' • . i , d- " c-̂  » . J ~, a .. . i. iO no 
pert enecieron a la vaiif-d^J - ¿ .J : . Ja u;>j c.ú 1 ii .i id que se I.s 
usado cPii-vrcj alíente Estarlos Una dos en c ó s í 10 a>nos. Ln 
"S4 e «>isp«"> 4 r 5 j o , se ha notado que el crrliivo presente en los 
<• >- ' - r •--" > r i uc'c. a» i p < 5 e t »->r v.ú n^r«* f-tj 1« i a 
"'e 'a ; -- : i"í'; -1, ya que ta :» ~ aislo a jn^u^ ' c< .r» di s' j nt a 
íreci.'^pria, ci» • tropos se»?«brados con soya, algodon, cebada, avena, 
trigo y cacahuate en determinadas localidades, pero en otras áreas 
no se detecto, aun con los mismos cultivos plantados. De campos 
que se tratai on con forrau]aciones de la variedad Á^rstaMi y 
gal ler t ce. i r>di st i nt airv̂ nt e i a var i edad api i cada se r ecuv«er o meses 

R 
despues. I>e la evideücia presentada aqui, es posible tratar de 
establecer un perfil de confortamiento de la bacteria en suelo, 
que puede resumirse de la siguiente? inaiisra: el organismo se 

encuentra naturalmente presente, quizas debido a la relativa 
capacidad para mantenerse viable. Es probable que la baja 
f r ecuenci a de ai siami entos, sea f unci on de sus def i ci entes 
mecanismos de di spersion en tal ambiente. 

Se ha intentado desglosar por Saleh et ai. 15 970 b>, los 
factores intrínsecos de suelo que rigen el "status" poblacional de 
B. th'aringie-nsis, asi como los factores que norman la germinacion 
de esporas y crecimiento competitivo de sus células vegetativas. 
Las interpretaciones resultantes a partir de enriquecimientos 
del suelo con materia organica y variaciones de pH > n el mismo, 
han sido la factibilidad de que las esporas permanezcan viables 

/ 

por largos periodos de tiempo en ausencia de esli muí antes de 
germinación. Cuando se ha favorecido el crecimiento de los bacilos 
del suelo, mediante la incorporación de materiales p r o t ó n i c o s y 



ajuste del pH al rango neut r o, S. thuz i r.^ie-rts is es capaz de 
germinar, co>vj>j< ir vegeiativanante con organismos nativos y 
esporular df̂  tn^nera exitosa hasta alcanzar pUv.vJns ni ve] t̂ s de 
poblací on. Fn c<*r.hi o, «1 '-tí or i-ct o ; 10 s í? I • *i >»•*- -r v; si ol 
organis"o rn] rv,a -> n <c.-!ici' r, . i -T -••_, ; 
creci >K Jos ' - »-lo. 

Al utilizar la { k nica de i nir.unof .1 uore-sr-fencia, Vfesí - t «1 
0 ^ 8 4 c3, encontro que las células vegetativas de B. th'^.rirc ' ' i s 

d-ei\r .-r ̂ c«-r> -uelrj a tasas. e*>:por¡£-».ci¿l«*s; en e^lc- ^ I 
•f̂ l' 1 - se- auí ol: 2a; , "ti entras que las ce} ."i ¡»¡j- : * 
par ralor lije-ron digeridas por microorganismos de suelo. El 
numero de esporas resulto inalterado durante 91 dias de incubación 

/ < 
a 25 grados centígrados y no se detecto germinación de las 
mismas en este periodo. En contraste a los anlerioí es resultados, 
Petras y Casida Jr. C3 985), han ir »cubado esporas de B. 

thxLTingie-'nsis en suelos no esteriles, bajo condiciones de 
laboratorio y campo, encontrando que la cuenta inicial de 
esporas decreció apr oximada/riente 1 logaritmo en las prim&ras 2 
semanas, despues de lo cual, el nu-.;¿ro se mantuvo constante 
durante 8 meses. En estos experimentos, se logro notar una 
sobrevivencia similar entre esporas proven:on*es de preparariones 
comerciales y obtenidas de 1 aboratorio. Sin e,..bsrgo, un hal Iazgo 
interesante fue el hecho de que las esporas producidas en suelo 
medíante la multiplicación de células vegetativas añadidas, 
Sobrevivieron poco tiempo. A excepción del rehumedecimiento y 
desecación del suelo, las variaciones de pH, pretratami ento de 
esporas, enriqueciment o nutricional y desecación, t uvieron poco o 
ningún efecto en la persistencia de la bacteria. Según los 
autores, es probable que la exitosa sobrevivencia de las esporas 
de B. Lhxiringi&nsis despues de la primeras 2 sf ir^nas de 
incubación, sea el resultado de la incapacidad para g e m i n a r en 
suelo. Asimismo, Pruett et al. C39803, ha encontrado que B. 

th\xrir>gi€irtsts var. ¿a l l &r i ce, inoculado a un suelo li no-aT ci 11 oso, 



decreció gradual iunnt-e la densidad de esporas viables, hasta 
alcanzar vm 24 % del numero inicial después de di as. En el 

• f 
mismo periodo, la pat ot<r>nicidad del formulado íi'.ví, • i f o a tiranos 

del 1 % , lo cual sugiere que los cristales fueren d jr ̂«i » ios mas 
rapiiíai • -rJ c> uu-? las .s p.jr ,-ri.»s ¡,j>iv<^ - ' I •">. Lo 
an' h¡ i c»r s e ¿¡.u/a en la j e l ; . i . íi - x i i,' • í i í i p " l . it ; 
potencia y i nc; r->,ier'to &n la d^.-^i d**d üe- fi a.:¡ i ~ ¡ ti. ,a 

Para conocer nías ^c^rtada¡8e:.te el efecto de los componentes J- 1 
su^-] o, c-o'»re la p •"* -í'ci a y viabilidad de B. ¡̂ .jri'r:. ;=:ígir.. 3 
añadido cr. ^ics y espo; as ce rutant es rejisi-r.-2tí es ^ 
estreptomicina a suelos no esteriles y autoclaveados con pH de 
5, una disponibi1idad de agua de -0.30 MPa y una temperatura 
de incubación igual a 25 grados centígrados. Para este caso, la 
recuperación de células viables, se obtuvo en medios de cultivo 
conteniendo estreptomicina. En ambos tratamientos de sre-lo, las 
poblaciones de S. th'-jringte-r.sis sufrieron tasas exponenciales de 
mortalidad, pero una mayor perdida de organismos se registro en 
suelos naturales que en autoclaveados. Aunque este misino efecto 
se observo para la potencia, pudo notarse una pobre corre] 'icion 
entre esta y la tasa de mortalidad de B. ihuring'i&risis qui zas 

debido, a que la perdida de potencia no i ue una í unción 
exponencial. Los resultados sugieren que la presencia de 
organismos en suelos naturales, acelera la mortalidad y disminuye 

/ 

la potencia de la bacteria en cuestión CWest et al. 19S4 b>. 

/ / f s 
A través de la técnica de producción de dioxido de carbono, **est 

C 1984 ~>, investigo la persistencia del cristal proteico 
paraesporal marcado radiactivamente con C-l 4, en un suelo arable • con y sin suplemento orgánico. Mediante bioensayus con larvas 

s 

de insectos suscepti bles, mi dio la acti vi dad insecticida resi dual 
en suelos suplementados oí ganicamente con y sin carbonato de 
calci o. 



El grado de «jf-scowposicion microbiana dal cristal paraesporal, 
se redujo sinnificativamente por la adición al suelo de 
supiefl»ent os 01 >j<-ni r u s 1 »1 ublf»s, y3 qua pos i M ; ydf? o > tos actuaron 
como sustratos alternos |ara la población r M. r L.r ] 1 ,¡te del 
crist al . La i i -•í tE %-i I . •„ * : <- í di d •• - y»_> r. pí -i. - í f.- a t •. »s 
expors^^c i < «̂ s es» f • d' s ] < s li í.-t.'hñ V -io. L.> 5 • ^ 
per di da de ¿rt ivuiad nu c{¿ f i r i o si gni í i ' = i i ̂'Pj > • nte p h í re ± j l > s 
con y sin carbonato, peí o si ejAre los t rata ̂ ú fc-ntos con su['3r'-K 
orgánico y carbonato + s j¡-J er.^nt o -<r »/a ni co. Sin ĥ'-ar-. c, • » 
''^pues de 23 oías, ]a i i vi dad, ia •irr-ínarrTic'o •- ~ ̂  ̂  
t otal ;?-e;>te. 

En una serie de modificacior»es ambi ental es, se ha investigado 
la influencia del pH, humedad, disponibilidad de nutrientes y 
presencia de microorganismos nativos en el suelo, sobre el 
crecimiento y sobrevivencia de B. ; íxurirtg-i erif! s- y B . 

Bajo condiciones naturales, el factor mas critico fue la 
disponibilidad de nutrientes. B. ihxjxirtgi&rcsi?- r»c> pudo crecer 
en muchas condiciones, a diferencia de B. z-í-re-us que se 

• / 
desarrollo 1 entansente. La esterilización del suelo y la adición 

/ 

de nutrientes, estimularon un rápido desarrollo de ambas 
especies inoculantes. A pH bajo C5.2) y con regimen de sequía 
C-0.30 a -3.00 MPa), se redujo el crecimiento de los Bcxc i ll-us, * 
en comparación a pH neutros C7«3.") y condiciones de humedad alta 
CO a -O. OI HPa). Á partir de los anteriores datos, es claro que 
B. tfruringi&nsis puede competir adecuadamente con organismos 

/ 
autóctonos de suelo. A di f ere-ncia de lo asentado por Sal eh et al. 
C1970 a), en el sentido de que la exitosa persistencia de las 
esporas de B. th.wrin<£ie-ri^is radicaba en la falta de geminación, 
en este trabajo se sugiere que la muerte del organi smo «̂ n suelos 
naturales, se debe a al inhabilidad de las esporas para germinar, 
mas bi en que a 1 a i ncapaci dad para obt ener r»ut r i c-n* es decpup»s de 
1 a germi nación C Ws>st et al • 3 ̂<--5 b) . 



MATERIAL Y METODO 

Cepas bacterianas: 
Las cepas de Bacillus t h x u r i n g i & n s i s empleadas en la presente 

investigación, perteneci er on a di sti ntas vari edades y seroti pos, 
entre las que se encontr aban a.i z a-'u/cii , 7; so t t c, 4a 4 b; tol u>or Lhi, 

9; os tr in.ia.G-, 8a8c; n-ig-r->'ue-, SaSd; ne-olc-T^ 'csis, 24 . De dos 
cepas, solo se ha obtenido su serotipo C fiaftb D, /.iiejit ras que de 
una, se desconocen ambas caracler isticas. La morfologi a del 
cristal paraespor al, f ue vari a ble entr e las jnisinas , de tal f orma 

/ 

que se pudieron reconocer facilmente estructuras bipiramidales 
rectangulares, c i rculares, cuadr angulares o de formas i rr egulares 
< Tabla 3 3. De 1 a mi sma manera, existe diferencia en el or i gen 
de las diversas cepas de B. thxir ingi&risis; todas han sido 
aisladas de suelo, aunque de distintas regiones fi siograficas 
en el pais. Como organismos de referencia se utilizo la 
cepa HD-1 de BCLCÍIIXLS thur i RIGIE-NS I s var. KX^rsta.KI ser otipo 3a3b, • 
Bacxllxts sxLbtilis (cepa BS-FCB-1D, un bacilo heterotrofo aerobio 
Ccepa NXD nativo de suelo tipo xerosol cuyo criterio de selección 
fue la predominancia en el mismo, asi como una cepa asporogenica 
de B. t ?vj.r t ng i ens ¿ s CA S~>. Las cepas se mantuvieron en agar 
nutritivo inclinado hasta su uso en los diversos experimentos de 
esta i nvestigaci on. A excepción del organi smo na ti vo y la cepa 
asporogenica todas las cepas empleadas fueron obtenidas de la 
coleccion de c ulti vos del Laboratora o de Mi crobi ologi a 
Industrial y del Suelo, F. C. B. , U. A. N. L. 

Suelosí 
Se empelaron 1 os dos ti pos de sue.l o mas r epresentat i vos del 

< / 

estado de Nuevo León; xerosol CpH 7.3 , 3.0 de materia organica) 
y 1 i tosol C pH 7. 5 , 2. 5 5£ de materia organica? , cuya superf ici e 
conjunta constituye aproxi Diadamente el 63 3S de territorio C 35 y 30 
Sí) r especti vamente. El suel o del pri mer ti po se col ect o en campos 
de cultivo del municipio de Anahuac, mientras que el segundo se 
obtuvo de Villa de Santiago. Caracterisicas fisicoquimicas 
adi ci onales para ambos se consultaron de Buri ng , 1 979. 



Muestras de s u J ü pata añJ>as Jocalidr.<i,"-s, s<? c Ltuvicron ai 
colectar porciones del mismo a una profundidad de 3-35 ero en 
distintos puntos d^l ar^a de mués t reo y co«i>i mirlas t>ntr © si, para 
fori;<ar una snla, Tales nuestras se colocaron en bolsas osruras de 
pol i i 1 <-*r o -• ti f -is al l."3.w>i í rio, .¡r-pin- se rw-c^ron al 
al r>¿< e* y ¡ol < ¡ ->•} a t í. i tas.-^uo L¡ •• ] < ? r r.t, para 
als'í.^ c-'iŝ-i fc-ii rui -d a * r-;r:(jt¿3 a' uj a de i -̂fj : -^cion J^sl-a su 
uso. Los análisis nú erólo ol ogi eos y f isici.¡i::riicos de estos 

/ 

suelos, se hicieron utilizando métodos fst ̂ rjdr-í d OV.il 
• on -"Ilí. 1972; Jad. son, 3 97?.; Pairar y Tic. * . >. 

Uni dades experi mental es; 
Se utilizaron como sistemas experi jjient al es frascos de vidrio 

tr ansparent es de 3 0 nú de voJ uj»?n, tapados con tor inicia d - al godon 

y los cuales f ueron pi eparados mediante la adición óe ¿ gr de 
/ 

suelo no esteril, de uno u otro de Jos tipos e;í«p2 e-a ios. Si s 11- 'r«j s 

esteriles se obtuvieron al autoelavearlos por éfO rain a 3 £1 !C. La 
( / 

humedad captada por el suelo a través de est<=- proceso, se eli/TÚno 
al colocar los frascos de vidrio sin torunda en campanas de flujo 
laminar; para ajustarse posteriormente a los niveles deseados en 
los diversos experimentos. La esterilidad se verifico por cuentas 
en placa en agar nutrit i vo y Sabouraud. 

Medios de cul ti vo: 
Para ensayos con suelo esteril, se utilizo agar nutritivo pH 7 

como medio de recuperación y conteo de las diversas cepas 
empleadas en los distintos experimentos. El uso de marcadores de 

• / 
resistencia a antibióticos permitió estimar en tratamientos con 

/ 
suelo no esteril, las densidades de poblacion de 5 cepas C 
incluyendo GM-3, GM-4, HD-3 , BS-FCB-i y NX, seleccionadas a partir 
de ex'periDantos con suelo erteril) en un Piedlo a br»se de agar 
nut r i t i vo supl ementado c on sul fato de estr ept ofi riña, p«rnicili na G 



y níststina i nhj bi < k/r inrujicoü 
y 20 ugr/mi 3 ? i-sp«-«. i a v̂ ,, -i.to. 

«i ..t ü .ir 1 TCÍ OJjî S de SO, 3 

InicÍTH -.e titilizsi «n . t-nsidi seos p.ira pj -••bar la n-',!i"..ta 
de- Iss iz(-¡ - st ) -> i j : -.i s a /t i id ol-i eos. ¡., f ¡-m r < 1 : i . • - -
pap<=»l til tro -'e 5 • xii 'Se • • : -tro, i^ire j1.. r, i; 5 rs cui >\ 1. ..=> 
sol uc ion 3 20 ujr/ml de ¡ir-o u utro de los siguientes .3",t - L. 1 •.••' i :r* 
acido nalidixico, airj l:acir¡a, aspicilina, clorar«! t i c el, 
el orot er t r,">cicli na, es t reptoaü ci na, gen ta mí ci na, y peni cili-..i G. 

f e 

ron excepción de la penicilina G, que se disclvio ^r. 
des til ada, la1- sol uci oríes ani i I-i ot i cas usadas par a a /, p? "c 1 r¡ 

r papel o incorporacion a medios de cultivo, se disolvieron o 
s 

suspendieron en etanol al 95 ?í y se esterilizaron por filtración a 
Y través de membranas mílipore CO. 22 um de diámetro de poro3 antes 

y 
de añadirse asept.i espíente a los discos de papel esteriles. La 
esterilidad de las soluciones se determino por cuentas en placa. 

La respuesta de los organismos seleccionados a los discos con 
r s * ' 

antibiótico, se determino al distribuir con hisopo esteril, 
células en fase de crecimiento, provenientes de un cultivo en 
caldo nutritivo Centre 5 0-7 a 3 0-8 celulas/ml} sobre placas del 
mismo agar, antes de depositar los discos. Las placas se 
incabaron a 37 ®C hasta que hubo una can' i dad de cre^'i mi ento 
moderado; normalmente, y dependiendo de la cepa, se requirió' de 
1 dia, pero se mantuvieron hasta 3 bajo incubación. El diámetro 
de la zona de inhibición Csi es que la hubcO, se midió en mm con 
relación al borde del disco, y se considero arbitrariamente ya 
fuera como sensible o resistente a un antibiótico, aquel organismo 
que most rara un hal o de i nhi bi ci on en el cree i mi ento > o < 1 min, 
respectivamente. Los antibiogramas se realizaron por ti aplicado 
para cada una de las repas CBarry, 1976; Colé y ElLan, 1-.379}. 

Tomando como criterio los patrones de resistencia 
para las diversas cepas, y los trabajos de Saleb et 

observados 
al . , 1969; 



Danso el al., 1973; Kukeydanll y Weber, 1973; West nt al. 1904 a, 
se escogìo la penicilina 0», estrept orni ci na y ni stati na, como 
agentes selectivos a incluir en el n«*-*dio, para .-ner mutantes 
espont aneas de cada una de la cepas, « «-s i st nt es a 1 c>n ¡-.isios- L is 
pocas rc>J r«jji ,js de ] 3 tcp-js, q-<a t < i > . r-¡i í ¡, „--i , '10 ». on 
antibiot ito, f uv^ wi purifica Jas y j. . c-¡- ¿- í , • 4 ' . la 
ini sjna co.'i pos i ci on y ent odc^s ufadas eri rfb-Lic-iic'j s e si / is p«jj a 
concentraciones incrementadas y coir,fc>i tiraci &ntre 1 3 
ant i bi ot i eos, has í a al cansar 1 as prc«} »orci oí íes p; <_-vi s' s". Las 

r---*'. - í c-"1 i i i -_as í-h.Íuüs del ^uelo, se usti, src-a en a_-.r 
n'Ji rati . - ¿ <~ i - : cor» 3 OD uar /¿ni Je ni stati na & i ne ubando 
hasta por 5 di as a 37 °C (West et al., 3 985 a?. 

Tiempo de generación: 
El inoculo para el primer caldo nutritivo procedio de cultivos 

patron de cada cepa, sembrados en aerar inclinado. Mediante dos 
asadas se transfirieron células a tubos de ensayo con 3 0 mi de 
caldo y se incubaron a 37 °C por 24 hrs. Una suspensión 
bacteriana de esta fase, fue removida y usada para inocular C al 
1 X v/v y un segundo caldo, que involucro, 50 mi de medio 
conteni dos en matraces de 250 mi de capaci dad c-on torunda de 
algodon. Es tos cuiti vos estuvieron creci endo en agi tador 
rotatorio a 200 rpm y 37 hasta alcanzar la fase estacionaria, 

t 
Cy en posteriores experimentos, la densidad óptica deseada!), o 
bien, por 72 hrs, para obtener esporas y cristales. y 
Detenni naci ones de densi dad opt i ca a i nter val os de tiempo 
regulares, fueron hechas a partir de los matraces, utilizando un 
f ot oc ol or i me»tr o K1 et t -Sumeerson equi pado con filtro rojo. Los Y datos obtenidos por est e procedi miento se graíicaron en papel 

Y 
semi 1ogari tmi co de t r es cic1 os para conocer 1a velocidad de 
crecimiento CuD y el tiempo de duplicación Ctd) de cada cepa 
CSchlegei, 3 979; Wang et al, 3 979>. Cuentas vi ables en placa se y corrieron simultaneamente por el metodo PK'dificado de Miles y 



Hisra CSomasegaran y Hob&n, 1905}. Al utilizar mierapipetas, una 
gota de» las dilxiciones seriadas con orden decimal, fue colocada en 
una de las divisiones de la placa con ri^ar. rv'-pri<-» d.? 3 a 12 hrs 
de incubación, se c ont .-ii nn las yed as cu>o t-v» -ro dr» c^l.-nias 
oscilara entre ¿-Q y 

Pr eparaci on del i noculo; 
Cel ul as veget a ti vas en /ase logar i t mi ca o esporas y c~ i s í ̂ J s=»s 

r a» a uc ar co "«o i noi" ul os a sue3 o, f uerc-n obteni das a j.'-srt u .j¡. 
« .̂t agitv 'i'S con caldo nutritivo, en los r&spé-ctj vos 
de recolección, según las cinéticas de crecimiento previ amente 
realizadas. Porciones de 10 mi del caldo con crecimiento, se 

r• 
di st rí buyeron asepti cántente en t ubos, para centri f ugar a 2000 rpm 
durante 30 mi ñutos. El paquete celular se resuspendio nuevamente» 
y se lavo 3 veces con solucion salina. 

Inoculación de» suelo: 
/ 

Porciones de suelo se inocularon con células vegetativas o 
esporas y cristales de B. th'ur i i e-ris i s. El i nocul o fue 
suspendido en solucion salina a determinadas concentraciones y se 
anadio a suelo en volúmenes precisos para a-justar a 10—6 - iO-8 
UFC/gr. La agitación manual de los frascos reservorios pretendió 
distribuir de forma homogénea los propagulos añadidos, 
advirtiendose este efecto al mostrar el suelo una apariencia 
uniiormeraente húmeda. Para la mayor i a de los experimentos Ca 
menos que de otra forma se indicara!) la suspensión celular 
agregada tansbien ajusto la humedad disponible del suelo a la 
capacidad de campo. Periodicariiente, el peso de los recipientes 

• / • 
fue detenni nado; y agua destilada estéril se agrego cuando fue 
necesario compensar las perdidas por evaporación. El suelo 

^ / inoculado se incubo por distintos periodos de tiempo a teiì.perstia a 
ambi ente en oscuri dad« 



Para estudios de sobrevivencia, cada ur.-a de los 20 cepas 
de B. thxiz .istei ?is se distribuyo en su-los autoclav^ados de 
tipo lit isol y >:eros->l, manteniendose junte» con sus respectivos 
control es hasta por t1 "O di as, ti e¿¡ fio d\sr axii e e i e v.al, 7 r.iuest ras 
fueron re/v^fi d^s y -mli^. odas pira -.rnitoi f«ir <_•.;,..'>; os en las 
densi d.-'^s «c-? p̂ 1)"* ̂ c ' .in, 1 'vt d~jl p-, lio " ' i • n , on la 
ul t i rr»a { f _ 'le . - s t : s e d M ̂ T ¿-.I n o J j " } ."-»e i -3ad de/ 
B. ir.ii' i . -n i s para p< oduci r cristales J.-spues de su 
permanenri a en S-.>«-ICJ. A pai "»ir de los conteos viables de- la cc-p^s 
i ni rodtr i ..l-«:. 5 O r --i' i-.t. : -ac- vrl t is^r. di 1 u . : : t-:. t . » ' .• 
p^ra ]•}.}', ^ r . r-.i :r. tr. er c-n cori crir-taì vi ol & t ó y 
analizarc-n posteriormente para detectar las estructuras 
paraesporales. 

Para estijnar la tasa de esporuJaci on de células vegetativas o 
germinación de esporas en suelo, se anadie» a ¡nuestras de xerosc.l 

A t 
esteriles y no esteriles, cualquiera de estos propágalos 
provenientes de las cepas GM~3 o GM-4 Cadenas de los controles^. 
Despues de una determinación inicial para enumerar poblaciones 
total es, di ariament e C por 1 apsos de tiempo hasta de 8 dias 
dependiendo de la cepa), muestras de suelo fueron obtenidas para 
someterlas a un proceso de pasteurización a 65 °C durante 30 
minutos C Vest et al. , 3 984 a; West et al., 3 a3 . Di f erenci as en 
la densidad de poblacion entre suspensiones de suelo 
pasteur izadas y no pasteurizadas, se tomo como evidencia de 

/* / esporul aci on de células vegetativas o germinación de esporas. 

Enriquecimiento de suelo: 
En una ser i e de exper i mentos cor» model o muí t i f act or i al, se 

altero al pH, nivel de humedad, di sponlbil idad de nalricnt.es y 
presencia de microorganismos nativos de suelo tipo xeiosol. Agua 

r / 
destilada esteril fue añadida inmediatamente despues de la 
inoculación de la cepas CGM-i, GM-4 y HD-1D. a fin de ajustar la 



h u m e d a d de suelo estr-j il o d o estéril a 3 diferentes niveles. 
Suelos inundados se prepararon al adicionar suficiente agua para 
formar una capa de 1 cm sobre la superficie. Trat í rnt os de? suelo 
con humedad ajustada a c-"»poscidad de c3^r>i>, <e obtuvieron al 
inocular la suspensión cfb'lar pj r • r* d í * o. 
Para ruólos secos, recipii r>f « noc -'r-? s * r» t> ¡ i, : ̂  'o j on 
en campana de f 1 ujo 1 ajftinai duran* e 2 }u-s j H r ü x í - n t p, i. s^t a 

• 
que el suelo se mostró seco en apariencia. El contenido de dgua 
en muestras húmedas se mantuvo constante ¡-»judiante rcpusici^.-í s, 
aunque el pasaje periodico G u a n t e los t i esnpos de inejb --.'-»n 
-ndico i *"•/<=. i g.'ii i ¿ cantes perdidas. Los nutrientes dis ju-ni j-I . s 
fueron supiemeniados al añadir ya íuere, glucosa, residuos de 
follaje de mai z o de pasto en cantidades suficientes para igualar 
esta f racci on a 6 5í en el ambi ente. El primer suplemento se 
incluyo en el agua utilizada para ajustar la humedad, mientras que 
el segundo y tercero se agregaron como un polvo fino antes de 
adicionar el agua. El pH original del suelo fue modificado a los 
rangos acido, neutro y alcalino C5.0, 7.0 y 9.0 respectivamente? 
mediante la incorporación de cantidades apropiadas de acido f 
clorhídrico o carbonato de calcio. El equilibrio de pH en las 
muestras con carbonato, se logro varios dias despues de la 
adición del mismo, por lo cual, antes de usarse en los ensayos, 
suelos tratados con cualquiera de los dos reactivos, se 
almacenaron por 8 dias, minimizando la actividad microbiana de 
tratamientos no esteriles al mantenerlos a temperatura de 

r * r r 

reí rigeracion. Aunque la adición' de suplementos también altero 
ligeramente el pH ori ginal del suelo, el ef ecto se torno 
intrascendente debido a que la corrección de este factor se llevo 
a cabo subsecuentemente al enriquecimiento orgánico. De la misma 
manera, la esterilización de suelos tratados hizo variar el pH 
previamente corregido. No obstante, las fl uc tur.;-iones observadas 
se consideraron dentro de un rango permisible t + O. 3 unidades . 
Al preparar COJI¿>Í naciones de 4 factores ¡.cepas, humedad, 

• / 
suplementos orgánicos y phD, se tuvo para suelos esteriles 81 



tratamientos diferentes, de ios cuajes se sel eccioi»ar on algunas 
condiciones ambientales en las que B. thxìr ififi ̂ nsi s fue capaz de 
prolif erar, para probarlas posteri ormante bajo condici ones no 

• R 
esteri 1 es y asi coni L>rwar 12 tr at a nú os jr-js. I nvari ablewsrite, 

/ 

los suelos r iq i-^ridos sí.» i?u.nt i.vi er ¡ .n por ft d; t-n i nruL.*c i f>n, y 

du-ante ese ii=->;<o, 5 i - í u ? i c.. t f -ra d.M r*» * tr * 
respuesta de ?. fi -'¿ts a .las co.idi '~;o¡í'.js i ¡?,;>uftst -is. 

Extracción de B. ! u ; ir¿;-r s 1.--Í suelo; 
; Drs 1 a r Li ! —ración ne pubi ones i nofu] ant es if/trcJ' ' ' .-, al 

suelo, 6 repeticiones de los tratamientos fueron r eupvi das a 
intervalos geométricos de tiempo. El suelo contenido en las 
unidades experimentales se deposito en frascos con 18 mi de 
solucion salina al O. 85 X y 5 gotas del detergente neutro Tween 
80 fueron añadidas ademas de 1 gota de la mezcla anti e-spu;;«aijte 
aceite mineral-alcohol isopropilico C 3 : 3 ."). La suspensión fue 
agitada en vortex durante 5 minutos a velocidad medía. Diluciones 
seriadas fueron subsecuentemente preparadas para sembrar las 
muestras en los medi os de cui ti vo previ ámente desarr ol1ados para 

r 
ese proposito, cuantifícando las colonias resultantes por el 
metodo de Hiles y Kisra modificado como ya se ha descrito. 
Suelos control sin bacterias inoculant es i ambi en se incluyeron 
durante las extracciones. Para confirmar que la identidad de 
las coloni as que crecieran en 1 os medi os selectivos f uera la misma 
que la de los inoculantes, se examinaron mi croscopicamente frotis 
tenidos con cristal violeta. En base a la experiencia, la 
morfologia colonial de B. thuri ngi e-nsis fue reconocida facilmente. 
Sin embargo, ante la pos ibi e presene! a en su el os i nocul «adoS de 
otras especies de Facili^?. con morfologia colonial semeja*»te 
Cío cual podria sobreestimar la poblacion viable? del organismo 
bajo estudiol), se descarto de la cuenta final el encaso numero de 
tales colonias que apareció en muestras de suelo no inoculadas. 



Arialisis estadi stico: 
Los datos obtenidos por las metodologías utilizadas se sujetaron 

a los análisis de regresión y corr el aci on CSp >i r-rjí̂l, 3 9: i-J-O, con una 
/ 

comparación de per-di entes para las 1 i sv-j¿>s df T O", i 
Y 

. ii "c!it e 1 3 
prueba de "t" st udsnt, o h'i '-rj, se ->A i -; ' II ¡ *í 'os 
r>roc-r'i -:rü p-nl os de AHOVA y 3 a ' fe r * \c •Je 
Games - Hc-vv̂ l 1 par a separar las >* . J i J 5 Ies S , • .i -s con 
dií erenci as si gnif icati vas. Un adi ci oiial ¿.nal i si S de v r-, ¿ a i .z ̂  

y 
para 3 factores fue realizado en ensayos con suelos enr i i-i^s 
C Zar> 3974 Todos los valores re-;¡ ortaoos en la p¡ • ,, e-
invfsti^^Cinn J.-n u d o calculados con intervalos de corJ i 1 L ̂  -, j 
del 95 X y se han expresado como el logaritmo de bacterias 
viables con respecto al tiempo. 



R ESULIADOS DISCUSION 

Tasa de crecimientos 
Bacillxis thuringie-nsis exhibió tasas de crecimiento variables 

en medio de cul ti vo C tabl a 2D. Los val ores ext remos p^ara el 
anterior parametro correspondieron a las cepas GM-1 y GM-3 9 C0.322 
y 1.500 hrs respectivamente), en tanto, el r v t o de las cepas 
probadas, incluyendo los controles HD-3, BS-ICB-1 y MX, se 
desarrollaron en un rango intermedio en relación a las primeras. 
Las velocidades de creci mi ento encontradas para B- i hxxrirtgi&ris i s 

en este medio ambiente particular, han indicado la heterogeneidad 
f i si ol ogi ca ent re 1 os or gani srnos de prueba, 1 o que a su vez 
permi te s ugeri r una di versi dad en atri butos ecologi eos dentro de 
los mismos. Puesto que muchos aspectos de la ecologia de las 
especies pueden ser deducibles de su comportamiento en cultivo 
puro, y al consi derar que 1 a sobrevi vene i a de es t as en habi tats 
naturales dependerá finalmente de su habilidad para crecer a una 
tasa lo suficientemente alta para balancear la muerte originada 
por diversas causas CBrock, 39713, podría esperarse que aquellas 
cepas de B. t h u r i n g i e n s i s con tales características mostrarían 
la mayor tendencia a persistir y colonizar el suelo una vez 
introducidas. Sin embargo, la reducción de la tasa de crecimiento 

/ 

para B. thvririgie-Txsis en suelo, en comparación a la observada en 
medio de cultivo, implicaría también una eventualidad 
razonablemente factible en vista de la magnitud y diversidad 
microbiana en tal ambiente donde sus poblaciones resultan 
prominentes competidores por sustratos disponibles. De esta 
manera, Brock C1979D observo que el tiempo de generación de 
Escherichia cali se alarga de 20 - 30 minutos en cultivo puro a 
12 hrs en el tracto intestinal, y L&ucothrix rrvucor, una bacteria 
marina, presenta un tiempo de generación casi 6 veces mayor en la 
naturaleza. Belser y Schmidt C3978D compararon la tasa de 
crecimiento del nitrificante autotrofico Ni tTob>a.c ier u>inogradshy 

en 3 4 hrs con cultivos puros y 3 40 hrs en suelo nitrificando 
ac t i vament e. 



Sobreviencia de 3. ¿hur ingie-nsi s 

El efecto de los componentes abiot. icos del suelo sobre la 
persistencia de Bacillxis ihxiringi&ns i s fue medido al incubar 

• 
diversas cepas del organismo hasta por 140 dias en muestras 
esmeriles de xerosol y litosol Cfigs. 3-22"). La sobrevivan« ia de 
3. t aur i r¿.¿? i i s en s uelo gi -=tf i cada c o m o el ai,al i si s de r egr«¿- i o n 

lineal del log io de las unidades formadoras de coloreas 
por gramo de suelo seco contra el tiempo, revela que GM-1 

/ / • » 
experimento una drástica caida de poblacion para el di a 14-0, ya 
que en xerosol y litosol su viabilidad se redujo 0.94 y 0.97 veces 
CX? respectivamente, el nivel original CFig. 1>. De la misma 

A 
manera que para GM-1, el subsecuente analisis de datos para las 
cepas restantes, incluye la comparación propia Cexpresada en 
/ • 

numero de veces? entre la magnitud de poblaciones al dia 140 de 
incubación en los representantes edaficos, con respecto a la 
cantidad inicial. Manifestándose en el orden correspondiente los 
valores obtenidos para xerosol, seguidos de los encontrados en 
litosol. Asi pues y a diferencia de GM-3 , GM—2 respondio 
inversamente con incrementos netos del orden de 2. 24 y 0.92X 
CFig. 2?. Un efecto poco perceptible pero con tendencia a 
aumentar ocurrio en el caso de GM-3 cuyos valores correspondieron 
a 0.44 y 0.73 X CFig. 3?. Conviene destacar para la cepa en 
cuestión, el hecho de haberse desarrollado mejor' en el segundo 
tratamiento como sucedió escasamente entre los organismos 
probadas. Una de 1as cepas exa mi nadas mas sobr esal i ente por su 
capacidad relativa para proliferar en las condiciones bajo 
estudio, estuvo representada por GM-4 que elevo decididamente su 

/ 

poblacion 6.27 y 4.01 X respecti vamente C Fi g. 4?. GM~5 que 
disminuyo casi uno y dos tercios CO.28 y 0.63 X respecti vamente? 
su numero inicial CFig. 5?. Mientras que para GM-6 CFig. 6? apenas 
puede apr eciarse un desarrollo C 0. 48 y O. 37 X? . La si t uaci on mas 
contrastante acontecio con GM-7 que creció favorablemente en un 
suelo C7. 91 X? y decreció en otro C0.58 X?, sucediendo algo 
similar con GM-IO CFig. 10?, pero en menor grado C 4. 14 y O. 75 X?. 



GM-8, GM-9 y GM-11 ostentaron nuitier os pos i ti vos en xerosol y 
litosol, que en oí mismo orden correspondieron a 2.80 y 1.23 
X CFig. 83, 5.76 y 1.88 X <Fíg.9), 11.88 y 0.49 X CFig. 11), 
resal t ando en un gr a do de 1 o mas si gn.i f i cat i vo el f rl t i ¡no organismo 
en 1 a primera var iabl e ar.J>i >"--nt al que l.ont r asta n.an- =»d.ai! ¿nt & con 1 a 
segunda. El tercer organii.w de los examinados en c'sta secuencia, 
que di smi nuyo sus poblaci ones en 1 os dos t i pos de su&lo fu© GM—32, 
con O. 39 y 0. 74 X haciéndose bastante notorio nuevamente con» se 
vio para los anteriores que similares perdidas CGM-1 y GM-5), un 
efecto menos favorable en lo que a persistencia se refiere en 
litosol. Todas las cepas de la siguiente disposición mostraron 
incrementos en las densidaldes celulares en comparación a los 
números iniciales: GM-13 C3 . 04 X, 0.23 X>; GM-14 C8.32 X, 4.52 X); 
GM-15 C2.62 X, 3.14 X; GM-3 6 C1.65 X, 3.37 X), GM-17 C0.87 X, 
0.06 X); GM-3 8 C0. 30 X, 0.34 X); GM-3 9 CO. 38 X, 0. 60). Cabe 
destacar en este grupo, las proporciones alcanzadas por GM-34, que 
al i gual que GM—4 y GM-31, demostraron habi1i dades adaptat i vas 
superiores sobre las deinas cepas. Un comportamiento poco común 
entre 1 as cepas B. t hur i. ngi ens i &, aconteci o con GM-20, que 
contrariamente a las cepas que proliferaron en un suelo y 
decrecieron en otro C GM-7 y GM-10) , expuso una ligera dismi nuci on 
en xerosol C0.01) e incremento en litosol CO.053. ta cepa HD-3 
usada intencional mente como insecticida comercial mostro al igual 

y 
que GM-3, GM-5 y GM-12 reducciones de poblacion en los dos suelos, 

y 

sin embargo, a diferencia de las anteriores, el xerosol restringió 
severamente 1 a estañei a del organismo, de tal modo que al di a 3 40, y s 
0.96 partes del inoculo habian desaparecido. Tal conducta no se 
aprecio en litosol, que fue capaz de amortiguar en mayor grado la 
cai da de 0.11 X. Sorprendentemente B. S. FCB— 3 C Bczc i l l us s-ub t i l i sS>, 

un organismo cuyo habitat por naturaleza es el suelo, presento 
también una baja capacidad para desarrollarse C0-80 y 0.16 X). 

La comparación de pendientes de la linea de regresión obtenidas 
para la sobrevivencia de B. ihuringiensis en ambos suelos se 



presenta en la tabla 3. En términos generales el tipo de suelo 
no fue un factor determinante para que B. thur ingiens is 

i ncr ementar a o disminuyera su pobl ac i on, ya que, de 1 as 21 cepas 
probadas, 19 se comportaron de inaner a similar en 1 o que res pee ta 

/ s 
al anterior parametro, y en solo dos CGM-7 y GM-1CO se r.bser vo una 
i nf 1 uenci a ambi ental , par ti cul arme rite de 1 i í osol que v.ar c o vina 
di ferencia r educti va en reíaci on al xer osol. Al uti1i zar el 
anterior cri teri o comparati vo, sobresale la capaci dad de la cepa ^ s 
GM-4 para incrementar su poblacion, ya que presento el valor 
promedio mas alto de pendiente positiva Cm = 0.0054}, que 

/ 

contr asia con 1a GM—1 que exhi bio el mayor pr omedio de pendi ente 
negati va Cm = —O.O 3 OO? seguida de 1as cepas de ref ©renei a HD-1 C m 
= -O.0046} y BS-FCB-1 Cm = —O.0020?. 

s 

Una baja relación ha sido encontrada entre la veleidad de 
crecimiento in -vi tro y la sobrevivencia de B. ¿hx¿r ir^giert$is en 
suelo esteril. Organismos como la cepa GM-19, GM-12, GM-13 cuyas 
tasas de crecimiento fueron de las mas elevadas C1.500, . 1300 y 
1.250 hrs } no mostraron consistencia con su habilidad para 
mantener altos números de poblacion despues de 140 di as de 

/ 

incubación en los suelos. En cambio, cepas como la GM-4 
s 

alcanzaron los mayores niveles a pesar de crecer mas lentamente en 
comparación a las primeras. Solo para el caso de GM-1 se 
estableció relación entre ambos parámetros cuestionados, ya que 
una tasa de crecimiento C0.322 hrs } quizas haya sido la causa de 
la menor capacidad observada para equilibrar la mortalidad entre 
las cepas de B. thuringiensis. 

s 
A partir del analisis de datos se manifiesta una importante 

tendenci a de B. thrar i rigieres i s para sobre vi vi r bajo 1 as c ondi ci oríes 
ambiental es del suel o, ya que de las 23 cepas 14 C G7 SO f uer on 
capaces no solo de mantenerse, sino de prolif erar aunque con 
distinto grado durante el tiempo de prueba en los tipos de suelo 
estudi a do. Por otro 1 a do, 3 cepas C1 4 ?£> cr eci eron en un ti po de 



suelo y en otro dismi nuycron su viabilidad, e incluso algunas C4 
cepas = 19 JO respondí OÍ r.n con una mortalidad definida cuando se 
i nocular on en xerosol y 1 i t osol. De 1 a mi sma mancrr a, es pos i bl e 
distinguir una heterogeneidad en el comportaría ento en suelo entre 
cepas de B. thixi' irgi ens i c, por 1 o que la s obr «- vi v< r« i a dependerá 
finalmente de habilidades adaptativas o corpr.iit i f a s de las 
mismas. 

Aunque no se han desarrol lado es t udi os ecol ogi eos de B. 
thxíi î if i<=-7̂ sis. utilizando una amplia variedad de cepas, como ha 
sido este caso, diversos autores apoyan de alguna manera los 
anteriores resultados. Akiba et al C39773 ha comparado la 
sobrevivencia de dos cepas de B. Lhur in^is-nsis en muestras 
esteriles de tres distintos suelos cultivados con moras. Cuando 
los organismos se inocularon bajo tales condiciones, los números 
cel ul ares no decr eci eron, si no que se i ncr ementar on y 
permanecieron en altos niveles durante varios meses. Por el 
contrario, cuando Sekijima et al. C39773 hicieron una sola 

A 
aplicación de B. tK-^ririgiénsis a - una diversidad de tipos de suelos 
y siguieron su persistencia, encontraron que los niveles de B. 

thxir ircgi&Tis i s decr eci eron gradual mente a di sti ntas velocidades, 
dependiendo de la naturaleza del suelo y la cepa aplicada. Sin 
embargo, Aizawa Ccitado por Dulmage y Aizawa, 3 9323 al aplicar 
repetidas veces el organismo al suelo, no detecto acumulación del r 
mismo, por lo que parece haber un limite en el nivel de B. 

th\iTingi&nsis que el suelo puede contener. 

Un hallazgo por demás interesante que enfatiza por un lado el 
"status" poblacional de B. Lhur ingie-ns is en suelo y por otro, la 
distribución natural del organismo en tal ambiente, proviene de 
los estudios De Lucca et al. C19813, quienes revelaron una baja 

y f 
proporcion del organismo (0.5 JO en relación a los formadores de 
espora, pero que independientemente de esto lo aislaron tanto de 
suelos rocosos, vírgenes, forestales, no cultivados o plantados 



con diversos cultivos. Se ha indicado que el suelo juega un 
importante papel para la distribución de la bacteria en la 
naturaleza C Dul mage y Aizawa 1982."). Tal aseveración esta de 
acuerdo en par te c on X os r es ul ta dos encontr a dos '•N 1 os <*nt erioros 
experimentos, donde un alto porcentaje de cepas logro .iantenerse 
viable durante \arios meses sin perder la capacidad de producir el 
cristal toxico despues de recuperarse de este ambiente Ctabla 4?. 

Formacion y Germinación de esporas 
Un experimento fue desarrollado para conocer la capacidad de B. 

th\¿ri.7igiensis de permanecer como células vegetativas en el suelo 
tipo xerosol. Para lo cual una cinética de esporlacion í ue 
seguida. Datos contrastantes entre las cepas probadas fueron 
obt eni dos. Mi entras que GM-1 y HD-1 convirtieron casi en su 
totalidad las células vegetativas a esporas en un lapso de 1 a 2 
dias Cfigura 23 y 25 respectivamente?, GM-4 pareció retardar el 
proceso ya que a los 4 dias posteriores a su inoculación, un 
logaritmo cercano a 3.4 celulas/gr de suelo aun se mantenía como 
su inoculo ori ginal C fi gura 24?. Un caso bastante interesante 

r / 

sucedió con B. sxib l i l i s Cfig 26? que pr ogresi vamente formo esporas 
sin disminuir el nivel inoculado de células vegetativas. Es 
posible que el comportami ento diferencial observado entre B. 

s 

thuringie-nsis y B. subtilis tenga su orige?n en los habitats que 
por naturaleza se les reconocen. Mientras que el primero es 
un patógeno de insectos, el segundo es un organismo ti pico 
de suelo quizas bastante bien adaptado a las presiones ambientales 
del mismo. 

El efecto de la fracción biotica del suelo fue considerada sobre 
«• S 

la habilidad de germinación de esporas fue considerada al comparar 
tratamientos esteriles y no esteriles con verificación de cuentas 
vegetativas y espor uladas. Una bien definida germi nación de 
esporas ha ocurri do con GM-1 para ambos tratami ent os, peí o una 



/ 

diferencia fue notada al no excluir los organismos nativos que 
e j er ci eron sobre est e e vento de la bac tei" i a en cu¡ t i on. Tal 
efecto se hizo mas notorio «en GM-4 cuya gei mi nación ini« ial de 
esporas se di sndnuye >ir ast ic«-i».u_ ,»t e t n c^te ti .-»ta tit-i t.o y no asi -n y 
la condicion esterii doni e i. mpur t ant ejr»eiite se formaron celuL ^ 
vegetativas a partir de esporas Cfiyura £83. Solamente en HD-1 se 
pudo detectar durante el tiempo de muestreo un incremento en la í y 
cantidad de estos propugni os para el tratamiento esterii y 
curi osamente una mayor germinacion en 1 a condi ci on i >o esteri 1 
(figura ¿93. En apariencia 3. s-ubtilis no fue afectada en lo que 
se refiere a la capacidad germinativa de sus esporas por la 

y y y 

fracción biotica, ya que lineas de regresión casi paralelas 
han sido observadas en condiciones esteriles y no esteriles 
Cfigura 303. La relativa habilidad de las espores de S. 

Lhur i ngi&nsis para germinar quizas tenga significancia ecologica. 
Se ha reconocí do que las esporas responden pobr emente o no 
a los germi nantes opti mos para B. sub Lilis C Bul1a et al. 
3 9803. Dependiendo de la cepa, B. thzir ir^fe-r^s t s puede producir 
esporas que germinen ya sea 1enta o rapi riamente. En el i ntesti no 

y de la larva existe poca competencia con otros organismos, asi 
/ Y 

que no se requiere una rapida germinación. Sin embargo, la 
/ situación es diferente en el suelo, donde Stahley et al C19783 

Y Y 
han considerado que una rapida germinación puede conferirles 
ventajas en 1a sobrevi venei a. Aunque en nuestro caso no 

/ y 

pareció existir diferencias en la velocidad de germinación de 
esporas entre cepas, si fue evidente que todas germinaron, y 
esto particularmente fue cierto para HD-3. 



CONCLUSIONES 

1.- Existe diferencia entre la habilidad de las cepas de B_. thuringiensis para 
sobrevivir en suelo. 

2.- La rápida germinación, y esporulacíón quizá represente m\ .leranismo de s o — 
brevivencia. 

3.~ Factores ambientales de suelo determinan el " status " pcrlacicnal de - — 
B. thurin. gi en s is en suelo. 
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Tabla 4,- Comparación del valor de las pendientes ( m > en las lineas de 
regresión para sobrsvivencia ds Sacillus thurimgiensis en suelo estéril. 

( m ) Cepa 
xerosol l i tc<5ol 

GM-1 - 0.0091 a - 0.0109 a 
GM-2 0.0035 a 0„0020 a 
SM-3 0.0011 a 0,0017 a 
GM-4 0,0062 a 0.0046 a 
SM-5 - 0.0010 a - 0.0030 a 
GM-6 0.0009 a 0.0009 a 
GM-7 Q,006S a .. - 0.0027 b 
GM-S 0.0041 a 0.0025 a 
GM-9 0.0039 a 0» 0032 a 
GM-10 0,0050 a - 0.0043 b 
QM-l i 0.0053 a 0.0009 a 
GM-12 - 0,001 i a - 0.0031"a 
GM-13 0,0016 a 0.0004 a 
GM-14 0.0049 a 0.003S a 
GM-15 0.0029 a 0.0017 a 
GM-16 0.0022 a 0.0033 a 
GM-17 0.0040 a 0.0004 a 
GM-13 0.0005 a 0.0006 a 
GM-19 0.0007 a 0.0011 a 
GM-20 - 0.00004 a 0.0002 a 
HD-i - 0.0091 a - 0.0002 a 
BS-FCB-1 - 0, 0036 3, - 0.0004 a 

Las comparaciones c-starfi st i cas entra las suelos se hacen dentro del 
IU S I T I O rengl on 5 val ores seguí dos por 1 st ras di f orantes, represen tan 
iiferencías signi fícativa* < P » 0.05 ), 



Tabl a i • - Producci on de er i st al paraesporal por cepas de Baci11us 
thuringiensis recuperadas 6 meses despues de su incorpcracion a suelos 
esteriies. 

~ 
'li 

Cepa 
:;ercsDl 

Producción de cristal 
1 i tGSOl 

¡ i H ti r, ¡i 
i¡ 
a 

- - 1! M 1! n GM-1 + + i! 
GM-2 + •f 1¡ TI 
Gíi-3 + - - + ji ¡í V. 
GM-4 o. + ¡J A 
GM-S + + : i 

GM-¿ + + |i 
GM-7 + 

GM-8 + 4- ,' 1 
i! !! 

GM-9 + + 

,' 1 
i! !! 

GM-10 4. + .1 ü ¡< 11 
GM-H "h + ¡1 

GM-12 4. + -v 
í 

GM-13 + + ! ! í 
GM-14 + 4- | ¡j 
GM-15 + + i! 1! 
GM-16 + h f! 

GM-17 + + ¡; 1! 
GM-13 4- •í 
GM-19 + + a i» <i 
GM-20 + ¡j t; 
HD-1 u +• 

¡ i 
i! 

+ - Presencia de cristal en' 10 colonias de Bacillus t.huringisneji3 
anal i z adas por cepa. 
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Comportamiento de Eacillus thuringienaís HD-1 en suelo rio esteril eon -
diversas condiciones. Letras diferentes encabezando las barras, repre -
sentan diferencias estadísticas significativas (p= 0.05) en los niveles 
de poblacion. Los niveles decrecen en orden alfabético. Tratamientos — 
sin letras superiores no mostraron diferencias significativas. 
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Comportamiento de Bacillus tfiuringiensig GM-4 en suelo no esterll con -
diversas condiciones. Letras diferentes encabezando "-las barras, repre-
sentan diferencias estadísticás significativas Cp= 0.05) en los niveles 
poblacion. Los niveles decrecen en orden alfabético. Tratamientos sin -
letras superiores no mostraron diferencias significativas. 
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Comportamiento de ffacillus tfiuringiensis GM-4 en- suei© no e s t é r i l con -
diversas condiciones. Letras diferentes encabezando las barras, repre -
sentan diferencias estadísticas significativas Cp= 0.05) en los niveles 
de poblacion. Los niveles decrecen en orden alfabético. Tratamientos — 
sin letras superiores no mostraron diferencias sigjiificativas. 
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