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INTRODUCCION

Los metodos para el control de insectos plaga han evolucionado a

”
travesz de la historia de la agricultura y continuan evyolucionandao
en €l presente. En anos recientes se ha centrado un considerable

interes en el uso de microoruinismws entomopatoge.os para este

prop“asito y wuna g!an abiaion ha sido captada  por s v Livug

thuringiensis; ua especie «nire las bacterias g aaspasitiveos
(= 2 5

formadoras de espora, qua produce un discreto cristat

glicoproteico intracelular durante la esporulacion y el cual
contigne una S-endotoxina gue restidlita loxica para lsrvas de

especties g diplteras (Pendleton 18693
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B thuringiensis es abora el origen de la entera acaptacién de
loz insecticidas biolégicos gque se estan utilizando en muchos
paises. En la aclualidad, mas de dos millones de kilogrames del
bivinsecticida son usados cada anoc para controlar pilagas de
importancia agricola ¥y foresial. Diversas razones, entre las que
destacan especificidad, virulencia y potencia contra insectos
blanco, han convertido a estos agentes microblsnos &n candidatos
cada vez mas alractivos para el desarrollo comercial. Incluso,
tales preparaciones son compatibles con muchos 1insecticidas
quimdcos, propiedad especialmente util en programas de contral
integrado (Somerville 1972; Couch y Ross 1980; Rowe y Margaritis
1887>.

A la fecha, existe una cuantiosa informacién copcerniente al
metabolismo de B, thuringisnsis, sus toxinas, génetica y otros
puntos importantes. 5Sin embargo, no se ha hecho p&bliCa una
detallada descripcién ecolégica. El comportamiento y distribucion
de B, thuringiensis en los ecosistemas, son aspeclos poce
conocidos pero gque sin lugar a duda, es escencial entender los
para el esclarecimiento del o los factores involucrados en el uso

apropiado del organismo.



Bajo condiciones naturales B. thuritngiensis raram=nte desempena
un papel significante en 1a regulacién de robla2ciones.
Sin embargo, el aislamiento de c¢iertons serotipos a partir de
insectas infectados, indica e] potencial entomopatugens de 1la
bacteria y la posibilidad de gue :ep esente para sus l.ospederos

solo un factor ernzootico.

Una parcial explicacién para las escacas epizootias geuersdas
por 2. thuringiersis es la inhabilidad de 1las esperas . a
sobrfevivir «n suparilicies expuestias a la luz. Estudios real o ios
sgbre su perseve ancia nivel foliar, bhan revelado Qgque wmuer eh
muy pronto bajo luz ultravioleta y wvisible. De igual mado, al
incidirles luz sclar directa la vida media se ha reducido a mwenos
de 24 horas. En contraste, el cristal paraesporal conserva su

A
actividad toxica cuapdo se sujeta a similares condiciones

Ignoffo y Garcia 1978; Griego y Spence 1978).

La persistencia de esporas en follaje difiere marcadamente
de su permanencia en su2lo. La informacion referente al
mantenimiento (Saleh et al. 1870 a; Pruett el al. 1930; West et al
1984 bd, asi como los datos obtenidos al investigar los factores
gue gobiernan su desarollo en tal ambiente (Saleh et al. 1970 b
West y Burges 18385; WYest et al. 1985 b)), hacen suponer gue 5.
thuringiensis puede ser un miembro estable de la comunidad
microbiana. No obstante, un becho contradictorio es 1la baja
frecuencia de aislamientos a partir de este habitat (De Lucca
1981). Esta ultima aseveracion puede resultar inexacta. Debido a
que no se ha concertado un verdadero esfuerzo para determinar su

S

ocurrencia normal, es probable gue B. {hur:rgirensis se encg@ntre
mas ampliamente distribuido de lo gue imaginamos. Al abordar este
argumento, es inevitable considerar dos planteamientes surgidos de
la contraposicién de resultados obtenidos cuando se estudia la

sobrevivencia de B. thuringiensts. Por un lado, la aspersion de



formul ados comerciales en distintas regiones, quizés impligue wupa
condicion aloctona de los serotipos selecciunados (¥West et
al. 1884 a; West et al. 1884 b»d. Por otro, 1la continua
recuperacién de la variedad aplicada (De Luceca et al. 19812 y 1la
predominancia de cisrtas wepss on dt srminadas 1 wcalidaedes (Chba

et al. 19792, sugiere gue dive;sas aisledos son capaces  de

proliferar en suelo Lajo condicimnes propicias.

Ciertamente, se descomnoce si 2. (fauringiens’ s pueds acumularse
&1 sugle, ¥y si lo hiciere, no se tiene idea J- la fUnNcion que
pudiese . desenliorar. En un puntoc de vista, su  acunulacion
reduciria 1a frecuencia de aspersiones en el sistema. En una

perspectiva diferente, su integracién ¥ desarrollo en el ambiente
implicaria la posibilidad de wuna perturbacién en la biccenosis.
Por lo cual, en el interes de un uso responsable del patogenc y un
control predecible de plagas, se requiere estudiar la factibilidad
de gue la bacteria se establezca como miembro activo de la'

comunidad.



OBJETTVOS

t.- Determinar el comportamiento en suelo de diversas cepas
de racillus tiuriengiensis.

Z.- Seleccionar cepas con mayor capacidad para desarroliarse
en este ambiente.

3.- Medir la respuesta del organismo a modificacicnes ambientalcs
deN\suelo.,



ANTECEDLMITES
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Es importante enfalizar gque en la liluacorpora de Eocillus
thuringiersis al suelo, el organismo entra a un sistcna dinpamico

3

cuya suparvivencia respi-nde Ltanto del tipo cowy T3 o« :-dif:ir;n de]
suelo al cual se aplica, avi como de su lLabilid A }p v a napetlir
con otros Alcrodrgen T " st R fl oantd ot oo SRR I SR
Jos suzlos son dnporiact 3 o w2 la oot A a o0
2. thwringiersis esn 1la ha' g 2leza, g 16 gu- a eecdineari 0 L0

conszideraran a2lgunos dat os hasicos sabhad e la investicog- [oa

relerionsda con este sujoeto,

£ o ey o~ gl .s =08 trabajos gue pErmitis el o5t Vi ool
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C1969)>, guien desarrollo la técnica de frecuencia por dilucion en
placa, para determinar la presencia del organismo on suelo, al
usar como rFmodelo = thuringiensts Vvar. thadiros i ST E L5 Ei
crecimiento competitivo de la baclteria se favorecio por el
enriquecirdenio de agar nutritivo con sulfato de polimixzna B a S
ppm ¥ penicilina G a 4 ppm. La confirmacion de colonias
tipjcas se ocbhbtuvo al examinar frotis de las mismas para
delectar presencia de cristales parassporales despues de 48 horas
de incubacion a 37 grados cer]tigrados. Los limetes de deleccion
que se obtuvieron por este metodo fueron de 600 a 100C propégulos
por' gr, dependiendo del tipo de suelo y ia Apropcrcic,m al numero
total de organismos presentes . A parltir de esta investigacién
es posible reconocer el efecto qgue ejerce este ambiente
incluyendo 1la fraccion biotica, soabre 1la distribucion de B&B.

thuringiensis.

Los mismos autores ( Saleh et =zil. 1870 a > han wutilizado la
tecnica de {recuencia por dilucion en placa desasrrellada por

ellos, para evaluar el destino de E. thwringisnsis en =u=lo,

N)

después de aplicar los productos comerciales Thuricide y Biotral a

cultivos de repollo y lechuga. A partir de tales scosistenzs, =,

thuringiensis se recupere en numeros que fluctuaron de 7,300 2



170, 000 propagules, principalmwsnte en forma de esporas, j«0r gr de

tm sw=lo limo-arcilloso y de dos suelos limosos, jp@fo d= un suelo
<

organico, no se lograron 1 uperar  estas estiuoim, s oot orianas,

Bajo condicicass de lzivnatorio, la «iabili f-.8 g2 sparas

inocul =dss al shelo, # <t.o owa lemadracia o1 3 30 0 T s e
‘

tres sreses de 15000t Acioa g Ty cweslns 11, o Les 3o 13700 ¢ 3 F.3 vy

limose con 3 de 4. 2. Ern ca-lio e 2l suele wrganica, veszuliaron

viables por wun 1.9s. En hase a wectos resulizsdos, los autores
h=n especulada gque las esporas de E. t(hurimgsis-czis LSS =5
i AR vighles sin gerrinar, por  larses periocos R o

Iyt sesn i i trvo con diversas textiwwas ¥ ph.
!

Se ha investigado la distribuci on natural de B. thuringiensis en
literas de granjess para sericuliivos y suelos de Japén { Ohka ¥
Aizawa 1978; Chha et al. 197D 3. Los aislados cristaliferos
mas Irecuentenenie encontrados, pertenecen a ]l soeyolipos 22,
4a:4b, 7 y 8. Mienlras que los serotipos 1, 35! 3b, 4ar4c y 11 s&
aislaron raramente. En la prefeclura de Ehime donde se realizar an
ulteriores estudios sobre distribucién de la Yracter:z, los
serotipos mas comunes resultaron ser el 4a:4Lk, 4Aai4c, 7 y 190.
En este ultimo caso, f ue ecologicamente noloria la presencia del
serotipo 4a:dc, enconirado escasamente en Japén, ¥y wel serolipo 10
que no habiz sido aislado de otras regiones, De los anteriores
resultados se sugiere que la predominancia en sSerotipos de
B. thurinigiensts, difiere considerable;mente dependiendo de la
localidad, lo gue permiie entrever la posibilidad de gue bajo
condiciones permisivas del suelo, el organismo sea capaz de
mantenerse viable por largos periodos de tiempo y quizas de

proliferar.

PDe Lucca et al. (19813, tambien han indicado qus e}l "status
varietal® de B, thuringiensis, es una caracleristica estiable en
el su=slo. En un estwudio que involucre dos anos de trahajo, estos

investigadores colectaron muestiras de suelae de 115 campos de
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cultivo que no habian sido tialtados previarenie con fuisslades de
la bacteria y los cuales estaban ruy alejardos de cualguier tipo de

insectario para lepidopleros o areas de =lise ar-rdento de granocs.

Se examinaran un oray ~dito de AGD i 1~ tosn gz wdx gl oy de un
total de "0, $/3 2ici g, o' T8 (6.2 23, §+ 1. .0 7 st ficnados
COnK B. Th L IT e T =y 1 "G v .1 =, FICE (-, £ ) pyta
pertepcciercn a la vari~uzxd “ur=t. 10 ia WNEEE At i4 A ad gz se ba

usado coieercialmente en Estanozs Unados e cacsi 10 =z=no=. In

pete maispe

rat=jo, se be noiado que el cillive presente en los
c
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frecuanria, de < ampos sendT ados Con soya, algodon, coehada, avens,
irige ¥ cacabwiale en determinadas localidades, pero en otras areas
no se detecio, a3un con los mismos cultivoes plantasdos. D= campos
que se tirataion con formulacionss de la variedsd Fursicky ¥
gallerias. indistintamente 1a variedad aplicada se §escunslfo meses
despur;s. Pe la evidencia presentada agui, es posible tratar de
establecer un perfil de conporiamiento de 1a bacieria en suelo,
que puede resumirse de la siguiente manera: el organismo  se
encuenira mnaturalmente presente, quizés debido a la relativa
capacidad para mantenerse viable, Es probable que 1la baja

frecusncia de aislamienios, sea fimcion de sus deficientes

mecanismos de dispersion en tal asbiente.

Se ha intentado desglosar por Saleh et al. L5870 b2, los
factores intrinsecos de suelo gue rigen el “status® poblacional de
B, thuringiensis, asi como los factores gue normsn la germinacién
de esporas ¥y crecimienteo competitivo de sus celulas vegetativas.
Las interpretaciones ‘resultantes a partir de emwiguecimientos
del suelo con materia organica y variaciones de pH ¢on el mismo,
han sido la factibilidad de que las esporas permanszoan viables
por largos perilodos de tiempo en ausencia de esiisualanties de
germinaciém. Cuando se¢ ha favorecido €l crecimienta Jde los kacilos

del suelo, mediante la incorporacion de maleriales protsinicos y



ajuste del pH &l rangas neuvtro, 5. dhuringisnsis s  capaz de
germi nar, conp < ir  wegetativaronte con organismoes nativos ¥y

esporular e manera exitosa hasta alcabpzar elrvodos piveles de

pobl acion. Fn carbia, @l =pliwrior eiccto o se L ochei-rv: 1o 51 el
argani s™mo L@ ol g £ €gticis s Al M 3 ~1
creci jiepter ol Jos tase Vs ta S Bl

Al wlilizar la twecnica de inmunoflusrescencia, ¥est =1 ol

(1G84 ¢3, encontro gus las celulas vegeltativas de E. {Ruric. < 2.3
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de: “rarecen G0l =uzlo a2 tasas exnonen
el Tew viesles e auinlizarc., dendvras gur Yas cel cles o aurr i
por ralor  iu-raon digeridas por mcrczoréar»i51m>s de suslo. El
nUREr O de LSpOF as resulté irulterade durante 91 dias de in~ubacion
a 25 grados centi’grados y no se detecto germinacion de las
mismas en ecste per:‘;odo. En conitraste a los anleriores resultados,
Fetras y Casida J3r. 19855, ban iuncubado esporas  de £,
thuringisnstis en suelos no estleriles, hajo ccocndiciones de
laboratoric y campon, encontrando gue la cuenta inicial de
esporas decrecio aproxi_madamente b1 logaritmo en las primeras &2
sSemanas, des;wués de lo cual, el nuakro  se mantuvo constante
durante 8 meses, En estos experimentos, se logrb notar Lna
sobrevivencia similar enire esporas provenionles de preparariones
comsrciales y obtenidas de laboratorio. Sin s.hargo, e hallazgo
interesante fue el hecho de gque las ezparas producidas en sualo
mediante la multiplicacion de celul as vegetativas anadidas,
sobrevivieron poco itiempo. A excepcién del rehumedecimiento y
desecacion del suelo, las variaciones de pH, pretratamiento de
esporas, enriquecimiento nuiricionsl y desecacién, tuvieron poca o
rting{xn efecto en la persistencia de la bacteria. Segt:m los
autores, es probable gue la exitosa sobrevivencia de las esporas
de B. thuringiensis despue;s de 1a primeras 2 S¢maias  de
incubacién, sea el resultado de la incapacidad para goiimlnar en

suelo, Asimisma, Pruett et al. (38303, ha encentrsdo que B,

thurirgiensis var. gallertiae, inoculado a unm suelo limo~arcilloso,



decrecio gradualmente la densidad de esporas viables, hasta
alcanzar un 24 % del numero inicial después de 1738 dias. En el
i smo periodo. la patoyrnicidad del formulado fi-ei; -z,a; a n-ncs
del 1 % , lo cual sugiere 3ua los cristales fauoren d 520 ios mas

rapidai it e yue 1aS espri oS gaf taas faltives o - To Loy

anterior se ayp0ya =2n la 12!
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Para conocer ras ~certadamecile el efecto de los componentes .1
su=lo, <A%We Va p saecta y viabilidad de B liarin_tzmesizs. S )
ansdido <r. et rles ¥ es Lo as g2 ruolbaniss Fee1zieonties Para

estreptomicina a sueles no esteriles ¥y auvtoclaveados con pH  de
5 una disponibilidad de agua de -0.10 MPa y wma temperatura
de incubacion igual a3 25 grados cent.{gradcxs. FPara este casa, la
recuperacion de celul as viables, se abtuvo en nedios de cultivo
contentendn estireptomicina. En ambos tratamientos de srelo, las
poblaeciones de 5. thurinsiensis sufrieren tasas exponenciales de
mortalidad, ~pero una mayor pé-rdida de organismos se r#gisiroc ean
suelos nalurales que en autoclaveados. Aungue este misima efecto
se observo para la potencia, pudo notarse una pobre correlascion
entre esta Yy la tasa de mertalidad de B, thuringienstis qujzés
debido, 2 qgue la pérdida de potencia no fue wuna funcion
exponencial. Los resultados sugieren gque 1la presencia de
organismos en suelos naturales, acelera la mortalidad y disminuye

la potencia de 1la bacteria en cuestion CWest et al. 1984 bd.

A traves de la tecnica de producc:_ién de dioxido de carbono, ¥Y¥est
C 1984 D, investigz; la persistencia del cristal proteico
paraesporal marcado radiactivamente con C~14, =n un suelo arable
con ¥y sSin suplemento orgénico. Mediante biovemnsayos con larves
de insectos susceptibles, midio la actividad insecticida residual
en suelos suplerentados organicamente con ¥y sin carbonato de

calcio.



El grado deo njpsconr;nosicién microhiana del cristal paraesporal,
se redujo sigaificativamente por  la adiciaon al suzlo de
suplesentos o -nicos < alnbles, ya que pusibles »ote estos actuaron
como sustratos aliernes para la poblacion w-libeliziate  del
cristal., La =crividsd . oficida de o oye copid - tee o2 b s
exponanciaies e frdis jes bty abto dertus e s -10. D3 bowm B
pérdida de acvtividad ne dafirso significstiva.-nle enire - 153
con y sin carbonato, pero si eolre los tratsmientos con suprd =g il
orgénj co ¥ carbonztin + sup-demento wruaanico. Sifh Frleali o,

7’ v
Adosnyas da £3 d31 as, -1 PR o R s e tasYaa Se e oal #1306 g2y

Totalp=ante,

En wuna serie de modificaciones ambientales, se ha investigado
13 inflwencia del pH, humedad, disponibilidad de nutrientes y
presencia de microorganismos nativos ehn el susl o, =cbre el
crecimiento y sabrevivencia de £, (huwringisnsis b4 E LTSS .
Bajo condiciones nalurales, el factor mas critico fue Ia
disponibilidad de nutrientes, B, thwuingiensis nDu pufo crecer
en muchas condiciones, a diferencisa de . tErEUS  gue  se
desarrollé lentamente. La esterilizacion del suslo y la adicion
de nutrientes, estimul aron un répido desarrollo de ambas
especies inoculantes. A pH bajo (5.2 vy con régimen de seguia
(-0.20 a -1.00 MPad, se redujo el crecimienic de los EBacillus,
en comparaciém 2 pH peutros (7.3 y condiciones de humedad alta
0 a -0.01 HPad. A partir de los anteriores datos, es claro que
B, thuringiensis puede compelir sdecuadamente con organismos
autoctonos de suelo. A diferencia de lo asentadn por Saleh et al.,
(1970 ad), en el sentido de gue la exitosa persistencia de las
esporas de B. thuringiensis radicaba en la falta ds gs—-rninacién,
en este trabajo se sugiere gue la muerte del corganisme en suelos
naturales, se debe a al inhabilidad de las esporas rpara germinar,
mas bien gque a la incapacidad para obtener nutricentes despres de

la germinacion (¥West el al. 18LES bl.



MATERTAL Y METODO

Cepas bacterianas:

Las cepas de Bacillus thuringiensis empleadas en la presente
investigacién, pertenecieron a distintas variedades y serotipos,
entre las que se encontraban aizaowal, 73 sctito, 4aidb; tolwerthi,
9 cstrintas, B8aBci nig—riue, B2aBd; neoloreasis, 24 . Bz dos
cepas, solo se ha obtenido su serotipo C £383b ), sentras gue de
una, se desconocen ambas Caracierist,icas. La nrorfc»logia del
cristal paraesporal, fue variable enire las mismas , de tal forma
que se pudieron reconocer fécilmente estructuras bipirsmidales

rectangulares, circulares, cuadrangulares o de formas irregulares

(Tabla 1. Ce la misma manera, existe diferencia en el origen
de las diversas cepas de £E. thuringiensis; todas bhan sido
aisladas de suelo, aungue de distinltlas regiones fiSiOQr;;ficas
en el pais. Como organismos de referencia se Lﬁilizé 1la

cepa HD-1 de Facillus thuringiensis var. RurstaRi serolipo Za3b,
Bacillug subtilis (cepa BS-FCB-13, un bacilo heterotrofo asercbio
(cepa NX? nativo de suelo tipo xerosol cuyo criterio de seleccion
fue la predominancia en el migmo, asi como una cepa asporogénica
de B. thuringiensis C(AS). Las cepas se mantuvieron en agar
nutritivo inclinado hasta su wuso en los diversos experimentos de
esta investigacién. A excepcién del organismo nativo y la cepa
asporogén_ica todas las cepas empleadas fueran obtenidas de 1la
coleccién do cultivos del Laboratorio de Microbiologia

Industirial y del Suelo, F.C.B., U.A.N.L..

Suelos:

Se empelaron los dos tipos de suelo mas representativos del
estado de Nuevo Leén: xerosol C(pH 7.3 , 3.0 % de materia orgénica)
Yy 1litosol (pH 7.5 , 2.5 %X de materia orgénica), cuya superficie
conjunta c?nstituye aproximadamente el 65 % de territorio (35 y 30
%> respectivamente, El suelo del primer tipo se colecto en campos
de cultivyo del municipio de Anéhuac, mientras que e]l segundo se

obtuvo de VYilla de Santiago. Caracterisicas fisicogquimicas

adicionales para ambos se consultaron de Buring , 13878,



Musstiras de su-lo para arbsas localidodezs, s cLiuvicron al
colectar porciones del mismo a una profundidad de 2~15 cm en
distintos puntos d=l area de muestreo y coabiparlas entre si, para

formar una sola. Tales raimstras se colocaraon on bolsas oscuras de

peli=tilero nsr = iy ynjeatalas al Lo 4 gio, rnde se secairon al
al 23 % ol lif sy oa s tawino o fAe jeatiesla 42 -, para
ol srre] Tee epp v Ciip2ei -4 5 etz 3t a de 14010 v Zmcion hhaszta su
NS0, Los amalisis microbi ol égi cos b 4 fisice priisncas de cstos
sual os, e hicarsron utilizasdo m-::‘t cdos st ordsr d [V §
Conzey~2% 205y T=, waiz, 1872; Jaclson, 197%; FPalr.c ¥ Tic . - .71,

Uni dades experimntales:

Se utilizaron como sistemas experimentales frascos de vidrio
transparenies de 10 rl de volwuwen;, Llapados cen forunda 4= algodc;n
y los cuales fuercn preparados medianie lIa adicion de & Gr de
surlo no esteri 1, de wwo u otro de los tipos enpleaslss. Sistenss
esteriles se obturvieron al autoclavearlos por 20 min & 121 <C. Lz
huwpedad caplada por el suelo a traves e este jsocesn, se elimino
al colocar los frascos de vidrio =sin toromda &n campanés dz fluijo
laminar; para ajustarse posteriormente a los niveles deseados en

los diversos experimenios. La esterilidad se verifico por cuentas

en placa en agar nutritive y Sabowuraud.

Medios de cultivo:

Para ensayos con suelo esteril, se utilizo agar nutritive pH 7
como medio de recu;:eraciém y contea de las diversas cepas
empleadas en los distintos experim=nios. ElI usa de marcadores de
resistencia a antibiétibos permit.ié estimar en tratssientos con
suelo no esteril, las densidades de poblacion de S rcepas (
incluyendo GM-1, GM-4, HD-1, BS-FCB-1 y NX, seleccianadas & partir
de experime=ntos con su=lo esteril) en un medio a lLase de agar

nutritivo suplementado con sulfato de estreptomicina, pentcilina G



Y pistatina Corro fnhbiocor §amzlicod A b2 L b 1 Aciones de S0, S

20 ugr st Pacngrea, 12 Ve, oLt
Y ¢ 2 i

Inicint:zste ne ntilizar 0 (wensidiscos para g 2bar la 1o puata

de 1zs e =3 s} = a0 -1 5 a ndtibdoticos. So paejene T i - ad=
apel tailiro e G oopaorle il cdro, imgoey.arniites cenn o 3L 2 5 A
L ] =
solucinn =z 290 usrszmnl de uno U wiro de los sigyuientes ant. Ll 071 s
4 -
acido nalidixico, awi kacina, ampicilina, clorand [ iccl
% H

clorotertrpciclina, estreplemicina, gentamicina, Y penicili.a G

Ton  evcepcd

iy
O~

i

n de= la pe=nicilina 6, gue se dasclvio an -

>

desiilada, lza- suvluciones antilliiuvticas ws5das palra 1.0y 8g5.%Cl 1 A

papel o incorporacion a wedios de cultivae, se disolvieron o

suspendieraon en etanol al 95 X y se esterilizajron por filtracion a

traves de membranas milipore (0,22 um de diamsiro de pored antes
- ke : : .

de anadirse asepticamente a los discos de papal esteriles. La

esterilidad de las soluciones se delermino por cuentas en placa.

La respuesta de los organismas seleccionados a los discos con
antibiético, se determino al distribuir con hisr_:)po egt.éril,
células en fase de crecimiento, provenienties de wun cultivo en
caldo nutritivo Centre 10-7 a 10-8 celulas/ml) sobre placas del
mismo agar, antes de depositar los distos. Las placas se
incubaron a 37 *C hasla que hubo una cantidad de crecimiento
moderado; normalmente, y dependiendo de la cepa, se reguirio de
1 dia, pero se mantuvieron basta 3 bajo incubacion. El diametro
de la zona de inhibicion (si es gue la hubo), ce midio en mm con
relacion al borde del disco, y se considero arbilrariamente ya
fuera como sensible o resistente a un antibiotico, aguel organismo
gue mostrara un halo de inhibicion en el crecimiento > o < 13 FuUT,
respectivamentie. Los antibiogramas se realizaron por riplicadgo

para cada una de las repas (Barry, 1976; Cole y Ellan, 1378,

Tomando como criterio las patrones de resistencia abservados

para las diversas cepas, ¥y los trabajos de Saleh et al., 1869;



Danso et al., 1973; Xukeydanll y ¥Yeber, 1973; Wost et al. 31984 a,
se escogio la pepicilina 6, estreptomicina y nistatina, como

agentes selectivos a incluir en el nedio, para widoper multsntes

espontan=as d=2 cada wna de la cepas, iwsiziraies a los nidis.oos, Las
pocas rolsnias de 13 Lepas, g e o lc0mhr dde S 0 1o L on
amtibiotico, fouv.in purificaiss ¥  fetds s=-3%s =w & % ia

misma codaprsicion y entoposs usodas en t£li(icias SUCESE VIS fral

&
concentraciones increment adas ¥ coabinadl Gass enire F NN 3

antibiocticos, hasta alcanzar las ropoirich®s  previs’ sS. L as
g

Vogtmpda@) Bl el s L isas weg5s bans e Luela, s esti.aron €0  Oar

wrArTilive G Cera- hialn cwLn 10D ugr Link de pistaiina &  Indiedn.do

hasta por 5 dias a 37 «C {West et al., 1985 aj.

Tiempo de ge—neracifazz:

El inoculo para el primer caldo nutritivo procedio de cultivos
patr{)n de cada cepa, sembrados en agar inclinado. Hediante dos
asadas se iransfirieron celulas a tubos de ensays con 10 ml de
caldo y =e ipcubaron a 37 =C por 24 irs. Una _suspensiém
bacteriana de esta fase, fué removida y usada para inocular ( al
1 % v/v 2> un segundo caldo, aque involucré, S0 ml de medio
contenidos en matraces de 250 ml de capacidad con torunda de
algodén- ‘Estos Acultivos estuvieron creciendo en agi;hador
rotatorio a 200 rpm ¥y 37 ©=C, hasta alcanzar la fase estacionaria,
(y en posteriores experimentos, la densidad éptica deseadal, o
bien, por = hrs, para obt ener esporas bd cristales.
Determinaciones de densidad 6ptica a intervalos de tiempo
regulares, fuerorn hechas a partir de los matraces, utilizando un
fotocolorimetro Klett-Sumeerson equipado con £filtro rojo. Los
datos obtenidos por aste procedimiento se graficaruvn en papel
semilogaritmico de tres cicleos para conocer la velocidad de
crecimiento () y el tiempo de duplicacién Ctdd de cada wepa
(Schlegel, 1979; ¥Yang et al, 1979). Cuentas viables en placa se

corrieron simultaneamente por el metodo modificado de Miles Y



Hisra (Somasegaran y Hobwzn, 19805, Al watilizar wdcrapipstas, una
gota de las diluciones seriadas con orden decimal, fue colocada en
uria de las divisinnes de la placa con anar.  Isspiees de 3 a 12 hrs
de incubacic(!n, se contairnn las gulas cuwya i o 3 ool Lalas

aoscflara entre <0 y 30

e ’
Preparacion del inoculo:

. 4
Celulas vegetativas en fase logaritmuca o esporas y ¢-:ztlales
-
rara ucar e byowules a sueslo, {ueren oblenidas a joartar Iz
voirzres agitsiss con caldo nutrilivoe, o0 los rFespaclivoes tis o3

de rsacoleccil:rn, segr:nl las cineticas de crecimiento previamente
realizadas. Porciopnes de 10 ml del caldo con crecimiento, se
distribuyeron asépt.icanﬁente en tubos, para centrifugar a 2000 rpm
durante 30 minutos, El pagueie cel ular se resuspendié nuevamente

Y se lavo 3 weces con solucion salina.

inoculacion de suelo:

Porciones de swvelo se inocularon .con celulas vegelativas o
esporas y <cristales de B, thuringiensis. El im;culo fue
suspendidoc en solucion salina a determinadas concentraciones ¥y se
anadio a suelo en volumenes precisos para &justar a 10-6 ~ 10-8
UFCrgr, La ‘agitacif;n manual de los frascos reservorios pretendi;:
distribuair de forma honngénea los pr’opégul Os anadidos,
advirtiendose ést..e efectc al rmostrar el swuelo uma apariencia
uni f ormemente humeda. FPara la mayoria de loxs experimentos (a
menos que de otra forma se indicara) la suspensiém celul ar
agregada tambien ajusté la humedad disponible del suelo a 1la
capacidad de campo. Periodicamente, el peso de los recipientes
fue determinado, ¥y agua destilada esteril se agre-_gé- cuando fue
necesario compensar las pérdidas por Pvaporacién. El suelo
inocul ado se i ncubo por distintes periodos de tiempo a teaperztiua

ambiente en oscuridad.



Para eslwilos de seobrevivencia, cada wuna Jde l3s 20 cepas

de B. thur .giesi st se distribuyo en su-los autaclaveados de

n

tipo liftssol y xerosol, manteniendose junto con sus respectivoes

coentroles hasta por 190 dias, tiespo duranie 21 cual, 7 ooesiras

fusron remseidzs ¥y -nalizuedas para cendilocecar caabios en las
densidedng de p DY g0 0, t1oy Lo dul Brme 4o AT& ~ f sidor, <n 13
ultima feiVia “de o ==k oy se d = e 0 ¥ “Lpcida der
R. TR InE L st s para e Giducir cristales J.—S;:L'z:rs de sy
permanencia en s-lo. A paitir de los contzos viables deo 13 cuepas
introdu-+use. 20 ralon or b Tae altirms diluwedoomn foteronl b a0 L
pap&a Dr s o LT s Sjes Rs tlnEron Con orimtal wviovleta oy

analizaron posteriormente para delecliar las voiructuras

paraesporales.

Para estimar la tasa de esporulacion de celulas vegstativas o
germinacién de esporas en suslo, Se ahadio a muesiras de xeroscol
esteriles y no esteril es, cualguiera de estos prupagul os
provenientes de las cepas GM~1 o GH-4 Cademas de las coniroles),
Después de una determinacion inicial para enumsrar poblaciones
totales, diariamente ( por 1lapsos de tiempo hasta de & dias
deperndiendo de la cepal, muestras de suelo fueron obtenidés para
someterlas a un proceso de pasteurizaciém a 65 «C duwante 30
minutos (¥West et al., 1984 a; Yest et al., 1085 ad. Diferepcias en
1la densidad de poblaci on entre suspensiones de suelo
pasteuwrizadas y mno pasteurizadas, se tomo como ‘evidencia de

g 7 -
esporul acion de celulas vegetativas o germinacion de esporas.

Enriguecimientoc de swelo:

En una serie de experimentos con modela multifactorial, se
altero al pH, nivel de hu;ﬁaedad, disponibilidad dé ndiricvntes Yy
presencia de nicroorganismoes nativos de suelo Lipo xerosol. Agua
destilada esteril fue anadida inmedistamente despizes de la

inoculacion de la cepas (GH-1, GM-4 y HD-1>. 3 fin de ajustar 1la



humedad de suelo ester i)l o no esteril a 3 diferentes niveles.
Suelos inundados se prefararon al adicionar suficiente agua para
formar una capa de 1 om sobre la superficie. Tratasicntos de suslo
con humedad ajustada a capacidad de caspo, ce mhtuvieron al
inocular 1la ‘suxperxsiixn celilar cuso punevis. ltz - La d <uiszto.

- . 2 K]

Fara sumlos =#cos, recipiintuvs 1300 Ses s T o bhaneta oo T, iaon
en campana de {flujo la;!ii rar durante 2 hrs aproxiagadar -nte, F.ista-
gue e]l suelo se mosiro seca en apariencia. 21 contenido de agua
en mnuestras hl:lmedas se mantuvo coenstante mwediante’ repusicic.vs,

aunjus el prsaje periodico durante  los  tiemyps de dincwh cuan

e diciuwanzinlics

~

-adico inmsignifzcznies perdicas. fos nuirien
fueron suplem=niados al anadir ya fuere, glucosa, residuos de
follaje de maiz o de pasto en cantidades suficientes para igualar
esta fraccion a & % en el ambiente, El primer suplemento se
incluyé en 2} agua wtilizada para ajustar la humedad, mientras gue
el segundo vy tercero se agregaron cosno un polvo fino antes de
adicionar el agua. El pH original del suelo fue modificado a los
rangos acido, neutra y alcalino (5.0, 7.0 y 9.0 respectivament el
mediante la incorporaciém de cantidades apropiadas de acido
clorhidrico o carbonato de calcio. £l eguilibrio de pH ep las
muestiras cdn carbonato, se logr(b varios di’as despué§ de la
adicion del mismo, por lo cual, antes de usarse en los ensayos,
suelos tratados con cualgquiera de los dos reactives, se
a},macenarr..)n por 8 dias, mihimizando la activigad .microbiana de
tratamienios no esieriles al mantepnerlos a lempsasratura de
reirigeracién. Aungue la adicion de suplement os tambien altero
ligeramnente el pH original del suelo, el efecto se torno
intrascendente debido a que 1la correccion de este factor se llevo
a cabo subsecuentemnentie al enriguecimiento orgénico. De 1a misma
manera, la esterilizacion de suelos tratados hizo variar el pH
previamente corregido. No obstante, las fluctuzriones observadas
se consideraron dentro de un rango permisible ( + 0,3 unidades DJ.
Al preparar combinaciones de 4 factores i cepas, humedad,

suplement os argénicos y pHD), se tuvo para suwelos esiariles &1



tratamientos diferentes, de los cuales se s'z-iu::::ionaron.' algunas
condicianes awhientales en las gue &, thurinsisnsis f ua capaz de
proliferar, para probarlas posteriormente bajo condicionss no
esteriles ¥ asi conformar 12 tratamientos mas. Invariablemz=nlie,

s
los suzlos eyrig i idos se pentuvieron por 8 dise n incubacion, ¥

duo-ante ese iz 0, B 5 -xifag 1L 1 yins , ra delea t o 1
respuesta de K, {ori o gi=nsis a2 las coandisicaws insgaestas.
1 s - - 1
Extraccion de E. (huwivziis= .= = =l suslas
Fara la rezw —racion de punlaciones iacculantes iantroli 27 oL &l

suelo, © repeticiones de los tratamientos fueron remsvidas a
intervaleos geometricos de tiempo. El suelo contenido en las
unidades experimentales ss= deptxsité en frascos con 18 ml  de
sclucion salina al 0.85 % Yy 5 golas dal detergente nautro Tween
BO fueron anadidas ademas de 1 gola de la mszcla antiespuaante
aceite mineral-alcohol isopropilice € 1 2 1 D). Ls suspension f{ue
agitada en vortex duraente 5 minulos a velocidad wmedia. Diluciones
seriadas fueron subsecuentemenie preparadas para sembrar las
muestras en los medios de cultivo previanente desarryollados para
ese propésito, cuantificando las colonias resultanties por el
metodo de Miles y Misra modificado  comdo ya se ha descrito.
Suelos contrel sin bacterias inoculantes tambien se im:luyéron
duranie las extracciones. Para confirmar gue 1a identidad de
las colonias gue crecieran en los medios selectivos fuera la misma
que la de los inoculantes, se examinaron microscopicamsnte .frotis
tenidos con cristal violeta. En base a la experiencia, la
morfologi’a colonial de E. thuingiensts fue reconocida facilmente.
Sin embargo, ante la posible presencia en silos inpocwl ades de
otras especies de racilius <on morfologia caol c‘:nia.,l S= e jaute
(le cual podria sobresstimar 1la poblacién viable del orgsnisnho
ha jo esi.udio}, se descarto de la cuenta final el e=caso pumero de

tales colonias que aparecio en mussiras de su=2lo o inoculadas.



Aralisis esltadisticor
Los datos obtenidos por las metodologias utilizadas se sujetaron
a los analisis de regresion y correlacion (Spiegel, 1934), con ana

conparacion de perdientes para las lin=es de roegresion ~dinde la

prucha  de e student, a Pien, se o oalivt oLen iou 'os
procwedimienios de  ABOVA  y s ool = i et iv ke e
Games — Howeal] para szparar las «iiss de Ins {dat. -4 2i0s oo
diferencias sigpificativas. Un &diclonal analisis de Y3 aila

4
para 3 factores fus realizado en ensayos con suelos enrigueciins
¢ Zar, 1974 2, Todas los valares reyortados en 1a i Lo §
investiigrc.on oon s2do caiculaados con ivtervalos de cenfl Rill -3

del 95 % y se han expresado como el logaritmo de Laclerias

viables con respecto al tiempo.



RESULTADOS DISCUSTON

Tasa de crecimiento:

Bacillus thuringtiensis exhibio tasas de crecimiento variables
en medic de cultivo (tabla 2). Los valores exlremos para el
anterior parémet,ro correspondieron a las cepas GM-1 y GM-19 (0. 322
y 1.500 hrs respectivamente), en tante, el re-to de las cepas
probadas, incluyendo les contreles HD-1, ES-FCB~-1 y WX, e
desarrollaron en un rango intermedio en relacion a las primeras,
Las velocidades de crecimiento encontradas para 5. thuringrensis
en este medio ambiente particular, han indicado 1la heterogeneidad
fisiolégica entre los organismos de prueba, lo gue  a su vez
permite sugerir una diversidad en alribatos ecolégicos deniro de
los mismos. Puesto gue muchos aspectos de la ecolog:‘la de las
especies pueden ser deducibles de su comportamiento en cultivo
puro, y al considerar gue la sobrevivencia de estas en habitats
naturales dependera finalmente de su habilidad para crecer a una
tasa lo suficientemente alta para balamcear l1la muerte originada
por diversas causas (Brock, 18713, podr;i/.a esperarse que aguellas
cepas de EB. thuringiensis con tales caracteristicas mostrarian
la mayor tendencia a persistir y colonizar el suwuela una vez
introducidas. Sin embargo, la reduccion de la tasa de crecimiento
para B. thuringiensis en suelo, en comparacién a la observada en
medio de cultivo, implicaria tambien una eventualidad
razonablemente factible en vista de 1la mégnitud y diversidad
microbiana en tal ambiente donde sus poblaciones resultan
prominentes competidores por sustratos disponibles. De esta
manera, Brock (1979 obser vo gue el tiempo de generacién de
Escherichia celt se alarga de 20 - 30 minuteos en cultivo puro a
12 hrs en el tracto intestinal, y Leuwcothrix nucor, una bacteria
marina, presenta un tiempo de generacién casi 6 veces mayor en la
naturaleza, Belser ¥y Schmidt ((1978) compararcn la tasa de
crecimiento del nitrificante autotrofico Nt trobac ter wincgradsky
en 14 hrs con cultivos pures y 140 hrs en suelo nitrificando

activamenie.



Sobreviencia de 3. thuringiensis
El efecto de los componentes abioticos del suele sobre 1a

persistencia de Eacillus thuringiensis fue medideo al incubar

diversas cepas del organismo hasta por 140 dias en muestras
esteriles de xerosol y litovol (figs. 1-22). La solhreviveiv ia de
B, trhuringiensis en suelo gi aficada romo el analisis de regee- ion

lipeal del log 10 de las unidades formadoras de colnr;as
por gramc de suelo seco contra el tiempo, revela que GM-1
experimenté una drastica caida de poblacién para el dia 140, ya
gue en xerosol y litosol su viabilidad se redujo 0.94 y 0.97 wveces
C(X) respectivamente, el nivel original ((Fig- 1>. De la misma
manera gque para GM-1, el subsecuente analisis de datos para las
cepas restantes,; incluye la comparacién propia (expresada en
numero de veces) entre la magnitud de poblaciones al dia 140 de
incubacion en los representantes edéficos, con respecto a la
cantidad inicial. Manifestandose en el orden correspondiente los
valores obtenidos para xerosol, seguidos de los encontrados en
litosol. Asi pues y a diferencia de GM-1, GM-2 respondié
inversamente con incrementos netos del orden de 2.24 y 0.82X
(Fig. 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
cuestién, el hecho de haberse desarrollado mejor en el segundo
tratamiento como sucedio escasamente entre los organismos
probados. Una de las cepas examinadas mas sébresaliente por su
capacidad relativa para proliferar en las condiciones bajo
estudio, estuvo representada por GM-4 gue elevo decididamente su
poblacién 6.27 y 4.01 X respectivamente {(Fig. 4). GM-5 que
di;minuyé casi uno y dos tercies €8.28 y 0.63 X respectivamented
su numero inicial CFig. 5). Mientras gque para GM-B5 (Fig. 6> apenas
puede apreciarse un desarrolle (0.48 y 0.37 X>. lLa situzcion mas
contrastante acontecio con GM-7 que crecio favorablemente en un
suelo (7.91 X0 vy decrecin en otro C0.58 X, sucediendo algo

similar caoan GM-10 (Fig. 10J, pero en menor grado (4.14 y 0.75 XD.



GM-8, GM-9 y CM-~11 ostentaron numeros positivos en xerosol y
litosol, que en ¢l mismo orden correspondieron a .80 y 1.23
X (Fig, 8, B.76 y 1.82 X (Fig.9), 11.88 y 0.49 X (Fig. 113,
resaltanda en un grado de lo mas significativo el (11 Limo organismo
en la primera variable arbicntal gue contrasta nare 3danrzonte con la
segunda. El fLercer organisaw dJde lus exawminsdos en <«sia secuepcia,
que disminuyé sus poblaciones en los dos tipos de suslo fue GM-12,
con 0.39 y 0.74 X haciendose bastante nolorioc nuevamente como se
vio para los anteriores gue similares pérdidas CCGH-1 y GM-52, un
efecto menos favorable en lo gue a persistencia se refiere en
litosol. Todas las cepas de la siguiente disposicibn nostraron
incrementos en  las densidades celulares en comparacién a los
numeros iniciales: GM-13 C1.04 X, 0.23 X>3 GM-14 (8.12 X, 4.52 X3
GM-15 (2.62 X, 1.14 X; GM-16 ((1.65 X, 3.37 X», GM-17 (0.87 X,
0.06 X); GM-1i8 (0.30 X, 0.34 XI>; GM-19 (0.38 X, 0.-603. Cabe
destacar en este grupo, las proporciones alcanzadas por SM-14, que
al igual gue GM-4 y GM~-11, demostraron habilidades  adaptativas
superiores scbre las desnas cepas. Un comportamiento poco comﬁn
entre las cepas B thuringiensis, acontecio con GM-20, gue
contrariamente a las cepas gue proliferaron en un suelo y
decrecieron en otro (GM-7 y GM-10), expusco una Jligera diswminucion
en xerosol (0,01> e incremento en litosol (0. 05). La cepa HD-1
usada intencionalmente como insecticida comercial mostro al igual
que GM-1,GM-5 y GM-12 reducciones de poblacién en los dos suelés,
sin embargo, a diferencia de las anteriores, el xerosol restringié
severamente la estancia del organismo, de tal mode gue al dia 140,
0.96 partes del inoculo habian desaparecido. Tal conducta no se
aprec16 en litosol, que fue capaz de amortiguar en mayor grado la
caida de 0.11 X. Sorprendentemente B.S. FCB-1 (Bacillwus subtilis>,
un organismo cuyo habitat por naturaleza es el suelo, presenté

tambien una baja capacidad para desarrollarse (0.80 y 0.1868 X2,

La comparacion de pendientes de la linea de regresion obtenidas

para la sobrevivencia de B. thuringiensis en anbos suelos se



presenta en la tabla 3. En terminos yenerales el tipo de suelo
no fue un factor determinante para que B. LARUr Inglensis
incrementara o disminuyera su poblacién, ya gue, de las 21 cepas
brobadas, 19 se comportaron de manera similar em lo que respecta
al anterior par.‘::lrmetro, Yy en solo dos (GM-7 ¥y GHM-10D se nbser vo una
influencia oambiental, particularmente de litosol quea Jarco  una
diferencia reductiva en relacion al xerosel, Al utilizar el
“anterior criterio comparativo, sobresale la capacidad de la cepa
GM-4 para incrementar su poblacién, yYa gue presenté el wvalor
promedio mas alto de pendiente positiva (m = 0.0354), que
conlrasta con la GM-1 que exhibio el mayor promedio de pendiente
negativa (m = —0.0100) seguida de las cepas de referencia HD-1 (m

= =0, 00463 y BS-FCB~1 (m = -0,0020>.

Una baja relacion ha sido encontrada entre la velcidad de
crecimiento in viiro ¥y la sobrevivencia de E. thwingrengsis en
suelo esteril. Organismos como la cepa GM=-18, GM-12, GM-13 cuyas
tasas de crecimiento fueronr de las mas elevadas (1.500, 1300 y
1.250 hrs > no mostrarcn consistencia con su bhabilidad para
mantener altos numeros de poblacién después de 140 dias de
incubacion en los suelos. En cambio, cepas como la GM-4
alcanzaron los mayores niveles a pesar de crecer mas lentamente en
comparacién a las primeras. Solo para el caso de GM-1 se -
establecio relacion entre ambos parémetros cuestionados, ya que
una tasa de crecimiento (0.322 hrs D3 quizés haya sido la causa de

ia menor capacidad observada para equilibrar l1a mortalidad entre

las cepas de B. thuringiensis.

A partir del anélisis de datos se manifiesta wuna 1importantie
tendencia de B. thuringiensis para sobrevivir bajo las condiciones
ambientales del suelo, ya que de las 21 cepas 14 (67 % fuereon
capaces no solo de mantenerse, sino de proliferar aungue con
distinto grado durante el tiempo de prueba en los Lipos de suelo

estudiado. Por otro lado, 3 cepas (14 2% crecieron en un tipo de



suelo y en otro disminuyeron su viabilidad, e incluso algunas (4
cepas = 18 %) respondieion ¢on una mortalidad definida cuando se
inocularon en xerosol y litwsol. De 1a misma manwra, s poéible
distinguir una heterogenvidad en el comportamiento zn sueslo entre
cepas de B. thwirgiensis, por lo gue la sabrevivere io d::apenderz’a
finalmente de habilidades adaptativas o corpelitivzas de las

mismas.

Aungue no se han desarrgollado estudios ecol n.;xgi —Ds de 2.
wwiensis, wtilizando una amplia varisdad de cepas, como ha
sido  este csso, diversos autores apoyan de alguna mansra Jlos
anteriores resultados. Akiba et al (1977) ha comparado la
sobrevi vencia de dos cepas de B&E. thuringiensis €en muestras
esteriles de tres distintos suelos cultivados con moras. Cuando
los organismes se inocularop bajo tales condiciones, los numaros
celulares no decrecieron, sino que se incrementaron bd
permanecieron en altos niveles durante varios neses. Por el
contrario, cuando Sekijima et al. (19772 hicieron una sola
aplicacién de 5. thauringienrsics a-una diversidad de tipos de suelos
Y siguieron su persistencia, encontraron gue los niveles de E.
thurirgirensis decrecieron gradualmente a distintas velocidades,
dependiendo de la naturaleza del suelo y la cepa aplicada. Sin
embargo, Aizawa (citado por Dulmage y Aizawa, 1982> al aplicar
repetidas veces el organismo al suelo, no deLecté acumulacién del
mismo, por lo que parece haber un limite en el nivel de B.

thuringiensis que el suelo puede contener.

Un hallazgo por demas interesante que enfatiza por un lado el

"status™ poblacional de B. thuringiensis en suelo y por otro, la
distribucion natural del organismo en tal ambientie, proviene de
los estudios De Lucca et al. (198B1), qguienes revelaron una baja
pr0p0rcién del corganismo (0.5 %) en relacion a los formadores de
espora, pero gue independientemente de esto lo aislaron tanto de

suslos rocosos, virgenes, forestales, no cultivados © plantados



con diversos cultivos. Se ha indicado que el suelo juega un
importante papel para 1la distribucion de la bacteria en la
naturaleza (Dulmage y Aizawa 1882). Tal asevwracién esta de
acuerdo en parte con los resultados encontrados on lous ar’;terioz‘f.-.s
experimentos, dunde un 3lio porcentaje de cepas loyuro asanlenerse
viable durante varios meses sin perder la capacidad de producir el

cristal toxico después de recuperarse de esle ambiente (tabla 4.

Formacion y Germinaclon de esporas
Un experimento fue desarrollado para conocer 1la capacidad de £.

thuringiensis de permanecer como celulas vegetativas en el swuelo

tipo xerosol. Para lo cual una cinetica de esporlacibn f ue
seguida. Datos contrastantes enire las cepas probadas fueron
obtenidos. Mientras que GM-1 y HD-1 convirtieron casi en su

totalidad 1las células vegetativas -a esporas en un lapso de 1 a 2
dias (figura 23 y 25 respectivamenied, GHM-4 pareéié retardar el
proceso Ya gue a los 4 dias posteriores a su inoculacién, .un
logaritmo cercano a 3.4 celulas/gr de suelo aun se mantenia como
su inocule original (figura 24, Un caso bastante interesante
sucedio con E. subtilis (fig 262 gue progresivamente £ or mo esporas
sin disminuir el nivel ipoculado de celulas vegetativas. Es
posible gue el comportamiento diferencial observado entre B.
thurtngiensis y B. subitilis tenga su origen en los habitats qgue
por naturaleza se les reconocen. Mientras gue el primero es
un patégeno de 1insectos, el segundo es un organismo tfpico
de suelo quizas bastante bien adaptado a las presiones ambientales

del mismo.

El efecto de la fraccion biotica del sueslo fue considerada sobre
la habilidad de germinacién de esporas fue considerada al COmDArar
tratamientos esteriles ¥ Do esteriles con verificacion de cuentas
vegetativas y esporuladas. Una bien dJdefinida gern\inacién de

esporas ha ocurrido con GM-1 para ambos tratamientos, pero una



diferencia fue notada al no excluir los organismis nativos gue
ejercieron sobre este evento de la bacteria en cnest i on. Tal
efeclo se hizo mas notoric en CH-4 cCuya germinacion inirial de
esporas se disndnuye Jdrasticaucate en cste Ly ebta derts y oo asi In
la condicion esteril donle tapoertanterenie se furmaron celul. s
vegetativas a partir de esporas (figura 8D. Sclamente en HD-1 se
pudo detectar durante el tismpo de muesireo un incremento en laza
cantidad de estos propzﬁ«gnlns‘, para el iratamiento esteril ¥
curiosamente una mayor g,(i’r:11ir;acic;r1 en la condicion to esteril
(figura 9. En apariencia 8. siu&tilis no fue afectads en lo gue
se refiere a la capacidad germinativa de sus esporas por la
fraccion biética, ya gue lineas de regresién casi paralelas
han sido observadas en condiciones esteriles Yy no esteriles
(figura 30). La relativa habilidad de  las espores de B.
thuringiensis para gernminar guizas tenga significancis ecologica.
Se ha reconocido que las esporas responden pobremente o bpo
a los germinantes ()pbimg para B. subtilis (Bulla et al.

1980). Dependiendo de la cepa, £. thuringensi:s puede producir

esporas que germinen ya sea lenta o rapidamente. En el intestino
de la larva existe poca competencia con otros organismes, asi
que mno se requiere una rapida germinacion. Sin embargo, la

situacion es diferente en el suele, donde Stahley et al (19782
han considerado gque una répida germinaciéan puede conferirles
ventajas en la sobrevivencia. Aungue en nuestiro caso no
parecié existir diferencias en la velocidad de germinacin()n de
esporas entre cepas, si fue evidente gue todas germinaron, Y

esto particularmente fue cierto para HD-1.



CONCLUSIONES

1.- Existe diferencia entre la habilidad de las cepas de B. thuringiensis para

sobrevivir en suelo.

- - - - - - - - s
2.~ La rapida germinacidn y esporulacidén quizd represeante wn .ecanismo de so—-

brevivencia.

3,~ Factores ambientales de guelo dcterwinan el " status " perlacicnal de - —

B. thuringiensis en suelo.



e = o M mm e sdm e Men eie e e o S mAmis S St A b Tt e e = hmta £, N L RS e g AR A—— e ATN—— e Ty e — ‘~

(spip) oduwse|j

4 .

GiT - 1 P 2 B T D
T L i : T } e : L O.m
R o , 48°¢
g ~0'9
" ~46'9 o
O
L -0/ ‘
=
i ds'¢ &
..D/
- 40'8
» 23 A
- 98 o
O
| . S ~0°6 0
x n
" _ J5'6 =
(o]
g e e e o 0'0}L
(L09"0 - = 1 T 0l00- = w) (g6€°0~ =4 “ 600°0~ = w) =~ .
* W ey s D .;
10501171 70S0.L1 T | 70S083X 0S0¥3X

|1193s9 ojans us |—-N9 bded sisusibBuiinyy snjjioog.
op DIOUSAIABJCQOS D| DUDd |DoUI| UOISauboi 9p SIS!|buUy

h:.. - — —. e s - ————n

- ——

T '@id




T T T T T T T e
(sp1p) od
__ i 09 % v 1°H4
e . . ‘ H
L L T 0
- I T
i {s'g
L —~0°9
0 a -
] —45°9
¥ i - a
0°Z
- T' - - - s - - " R [ o
] ¥ » 49
- do'g R
o -“G'B o
3 y)]
-0°'6
L c
deg 2
T ¢
(y71°0 = 4 200°0 = w) (cz9 = 4 .lm@o.o = w) 0°0t
# L D =T )
70S0L 17 70S0LIT 10S0Y3X 710S0¥3X
| 119182 O|ans usa g-}N9 pdpo sjisuslbBuiinyj sny||opg .
op DJoUBsA|ADIQOSs D| DUDD |DoU|| uolsoibos 8p sisy|DUY
L . . i B .




— a4 e SNEEd :
sain. T e et e e s
—rm——— —

(spip) odwai)
OHT 02 0 .
[ i i TS e m.m N_ .*_w .iil..]@t O . m
T 48°g
R L]
—40°9
2%
L dg'g [
& X Ru
_ . H0° 4 -
r - m.. ~ - - - - - g« ,m
wyv * 0 jui do'g @
- :
W * o' S'8 n
mr (0]
i 0'6 o
| . &
ﬁ e s
|8
- ) : NEIlE ‘001
(#¥0L°0 = 4 * 100°0 = w) (£90°0 = 4 ‘ 100°0 = w)
* ol v - <!
110S0.L! 70S0.L 1T T0SO¥3X T10S0¥3X
] 1d92}88 0Ojans ue ¢-N9 bdoo sisusjbulinyy snyjiopg \
9p DIOUSAIADJ4QO0S D| DuDd |DBUL) Uoissubou s&p S1S]]DUy |
L : . _

< ‘ol




*‘/l{l‘l’.’. e 8 A e e e i o, ot i e K g e i et -

(spip) odwa)y
0T 05 [ at . L T 0
PP T S it e it et e e ......s_f.],..i...s\atirtll.i.. !lsl;li\._lx;,.?zi..lflziqil\l.ilj O . m
— = m ‘ m
* :
. ~0°9
i 4s'9 b
o - =
= -0°'Z
5
! L - = m ) N O
o B T e o
s % -0
] {3 i . E H..
L m ~S'8 ﬂoa.
- ; 0°'6 w
c
g ]
- m * m e
o}
_Nt.. . = 4 y00°0 = Ev: - ' —_ ' . O.OF
96Z°0 (08v°0 = 4 " gpgg = w)
‘# e} D TS
710S0L17 0S0L1N - T10S0¥3X J0S0¥3X
| 119189 ojans us $-po pdeO Sisus)buyinyy sSnji{iopbg
9p DlousA|A@Jqos Dj DJUDd |DAUL| UOisslibai ap SIS||DUY |

fr 91



B

" S Rl i S et N S e e e eer—
% e -~
———
r—— At

B L T o
et 4 Tt
s ——"t

W N —— TN e Ladaiad
e o e iy e, )

(soip) odws !}

. . / L 0
O_N;_.. D@ . . OM . m.ﬁ ...1,..,z....%(i!,-._i.-?.!i!ulo-;J.a...z.:llsitﬂrc.r.ll.. O. m

7
ot st e e o
L cipmmisiae pas TR VARV uv s q
" a— =

p———
— ...vlcl’w " oy i -

1
Te]
w

b

e
| St
g

((0]

ojans op -4b/p4n -Ho7

| S :
(B870- =4 T go00- = W) (48070~ =" Jo0 0~ = w) O O}

# B et D e s ]

0S0.LI T "0S0L1 T . T10SOH3X 0S0¥3X

| 142}82 O|ons us ¢-pNo bdeo w_mcw_mcmgzsy snj}iong
| ®P DIOUBAIADJIQOS D| DUDG

e e v - R

~
|pauUl | uoisauboau ap Sisy|puy |

. L]

B L g B S s |

S 'oIf

T ST S e e i S e e - s l® L hmai ——

e T e 104 Aat b0 e} i b s it 2 e m v #




are- 2 =

(spip) odwe|y
OnL 09 05 q / T 0

,315,25153545-:ss;Jc;sazsifaé;;a!441§:aeiiz;zs-Ast&A%m
i Jg'g
409
- - s T~ O Hg-9
N

0°L

dgry
3 - do'g

§ , S . -S'8

1

0'6

Jm.m

T e ey e h 2
A et e o e - Ly A & ] A P A - | T e e e g e m i P T A eyt

(LWL°0 = 4 * 80000 = w) (0Z1°0 = 4 ' 8000°0 = u) |

ojens sp -ub/34n ~Ho7

ek T Y T e N At Mo e e A e $ e

oa/ LI D ez

1080117 710S0L (7 T0S0YIK T10S0¥3X

1

| 142189 O|ens uUs g.pg pdeos sisueiBujinyy snj|iopg
°p DioU8AlA8iqos p| pypd [peul| uoisaibBoi 8p SIS |DUY

Iia s g ma —— 4 il —

oy gy : ‘
A
e i U U R S R R UE DR SIS s gy - - S e G ——s st Y ot e AT

g ‘o




———— ey
.

(soip) odwaj

- ) SO 1 R SO S er SUUUNNS SUNNNSIE S
L 46°G
- ~0'9
1 tevo
B ~0° L
- -G£
. 1o'g
- -G°8
L : — . . cosisennd 7

(82 0- = 4 ' 200'0- = w) (4#8°0 = 4 ' 900°0 = w)

X .~ O e

708011 10SOLIT ~ 0S0¥3X 70S0¥3X

|1d49}89 0)8ns ue /—-p9 pdeod mwmcw buianyy snj|lobg

2P DiOUBALADIGOS D

Dipd

jpauy | co,mogmmg op s8]

E——

ojans sp "ib/g4n -~bHo7

)

————

DUV

/ ‘o1



e e e

(spip) odwal}
OHT U3 | S B e

e e ] e

.ftlrlllv’vlnf.(.lff e RN }—Il.!llll‘.nnll O . m

-6'9

"Boy

r—
421

1ol . 40 £

¥ O
I
1

e e =

% H48°<£
<08
48’8
~0°86

4GB

ojans ap "J4B/94n

A O T I SN

‘ : - A/ pre—— . A : om0 0
| (9¥s°0 = 4 ' ¥00'0 = w) (P0¥'0 = 4 * zoo'o = w)

% - O
10S0L17 10S0L17 “10S0d 43X 10S0¥3X

| 148188 o|ans us g-W9 bded sisusibuliny)y snj||lopg
., 9P D1OUBA|AS94QOS D| bubnd |pou)| uoisedbals ap s|sijouy
L i . — - LA

g8 914




(spip) odwa|}
Ol 09 19 ot / T 0

e R L GRS S r ey (S

~G'g

i
—0°'9
. )
D =, T8
- (@]
| — = SRS G 102
: o
h W‘ . dgr /M
L Jo'g 'S
_v 14’8 o
_ a
_P -0°8 n
“ o
466 —
ﬂ o
besme . == = . 0°0)
(y¥£°0= 1 ' €00°0 = W) (L0 = 4 * G000 = W) .
* - D R T T p ST
J0S0L! T 70S0L1T 70S04d3X T0S04EX
[1J8159 0]8ns uUs {-p9 pdao w_mcmwmcmgjsy snjjloog.

9p D|OUSAIA24QOS D| DUDd [DBU|| UO|Ssoibal op sIS!|DUY

"+

6 ‘9Id




(sbip) odwsi) ]
QirL 09 19 Sl / T 0
r = ] S S =T REllv 5l B ol S 15 14>
i ..w G'G
) 4o'9
_ 8] ™ Jara
ﬁll e S .ﬁ? - # . e m 9 Rnw
3 mﬁv Y u'lhwuﬂlﬂnl.‘ - O . .N .
= il =
_ %
. B % ﬁ. L o
o
o 0'8 =
-“G°8
ﬂ :
L -“0'6 u
! c
i dg'g 2
~ o
S ey e e er sl 6 A O § S
Ao,m g = 4 ‘000~ = u) (669°'0 =4 ' S00'0 = W)
3 - B
70S0.L 57 T10S0L! T ~0S0Y3X T0S0Y3X
| 1J0}S9 Ojans Us Ol-W9 pdeo sisuaibulinyy snijioog
| 2P D{OUdA1A21QOS D| pipd |poul| uo|seaibais ep sis||puy

¥

0T *914




it b W o G b e e oy i 4 oA 4 iy O WY g 04
-

oil

[ e e

e

P e e e

(61200
'Y
70S0LI"T

s —— At et b A WA A e
vty

.

B LI T

S

o

e et

e erle e s b it hman s an | e et A hy n & bl

=1 7 80000 = w)

10S0L1T

-

s e

N e Gren o A e ¢ ALV i s <SS admam

(spip) odwa}y
S - L

e

e e |4 Y S 7y ) e T | i 4. R (e e W g

—— ~M-¢J

5

0°G
-9°G

0°9

-

S'9

P . T T

1191508 0]8ns us | -—-pN9 pded sisua(buiinyy
op DIOUBAIA®IQOS D| DUDd |pouUl] UOlssJdbas 8p sIS||bDuUy

L meamAe— .

T T

R s 08— 4 ——— e N

0°Z

~G L

Ao.m
&m.m
{

~0°6

i
-W.m

ojans ap "u4b/94n -bo7

(5676 T 7 go0°6 = wy ° O

T10S0¥3X

D .
0S043X

|
sn||1o0g M.

v

J

-

-

IT ‘914



(soip) odwaij
oAl . . §r 4 T 0

e e S TR
2 | . dgs
. H0°9
- | | 159
R e e '+ SN M

Sz

f
B
0

.&
L

H | H0°8
-
4086

~G°6

ojens ap ".ub/o4n -bBoq

SR S S S S
{

R ... M —— -\ = R PRy
(¥69°0 = 1 ' €00°0- = W) (6220~ = 1 " Too 0~ = w) ° Y

7 - — O
10S0L 11 J0SOLIT . 10S0H43X 10S0¥3X

{112}S0 0]@ns us g}-|o pbdeo sisuslbuilinyy snj|lopg

op DIOUBAIADJQOS D| DuDd jpDoul| uolsaubals ap Bls|jpuy

mme t em s s ey s e cmanni 4 memgt - mved Trms Rva A e

o1y




s T

2p

- 4 — Y 4 — et )

(spip) oaeo_y

S SRR 1Y S ST
. o
! o B 1o'9
lwi . [~
I n :ﬁ - - l:lrd & =F 2
» ‘ﬁ.ll L) . Ve [ - r‘D
2. s -0 Z
i c
462 @A
" o
408 S
9°'8 o
o o
~0'6
- C
de'g @
. Sy~ I o
(4#1L°0 = 4 ' $000°0 = W) b d
(62570 i T gere o 001
2 o 0= " looo=w)
7050117 1080117 4 mraeenasn
105043 0S0Y3X

|14®3s8 ofens uUa ¢{--N9 Dday ¢
D1OUBA|ABIQOS D bIDd |bgy,

e e et e e R

——.me

—

—

Ul sniyyop
co_mmkmoL | §100D0g

. °®p §1Ss]|buy

et DR
R S
—~ea =S g SSE S SRS

—




Sow -

, --- e
{
(spip) oduwe |} |
|
(e T L 1 0 '
i @E_n cm_ ! 1 B ol B ,f)wo.m H
L dgtg ”
i 4
| W : M
i 3 i m
= e H
“ . S | ‘
_l { inm..«nai!saﬂ in.\ut.iqﬁvsahlunb\‘!lt\aé .L“ m . m m
; Ve eamemeet TS WQ
v e T 158 1
g R ¥ - e _ . .
i e ST -4 .Kw -0/ _
~ | _U‘.\.I“.I‘u.\ul o e - e _. . mu w
M.. -ﬁl.l' R .Mm R /ﬂ;d/
L w008 5
ﬁ -5 g Q.
' : M
-0'6 o ﬁ
| o
i D )
" 48’6 -
| (@)
L S R W s s =e owe asfl XA lEETTs - N - W SN . Tll‘mo * O w
(66870 = 4 ' £00°Q = W) (6gg°0 = 4 ' ~00°'0 = W)
at B e SRS E W) ALt
1050417 10S0L 17 "10S0¥ X T0S0¥3EX |
1119380 0|OoNs Ud 4 |--w9 pdeo sisu9|bulinyr snj||obg %
ap DIOUOBAIABI(JOS D | DJDd _Ooc__.commmgmop oD m_wﬁﬁOci_

— e

frt “a

ST

]



AR T e e ——— o r—— 2 1y T g A — Y 4 i By Ar— S — 1

B i
s b | ST
< pe oy T T BRI

pima T WO

e !

i
A &
] 03 ,

—.vW.!.i g e s B *.Mr.a:. S . \«/ — ..“ S —J
- v v Resrwreseesem WY =

T e -

A
1

(982°'0 = 4 * 100'0 = w)
Xk R (3

1050117 1058041

[1J©}189 o|@nNs us gl-»9 Pdeo sisuslbulinug
Uo:soJubou op s!Is!

Op DIJUBA!ADIQOS D} DIDC [DOUI |

X

d

1
,

(8670
1
0SS0V

-5’

t zo0'g = w) O

WO $* IS e s

0S0Y3EX

snjjj|opg

e i r————

(o]
‘Bo

[
*46.7/04n0

B R et

(=)
ans aDd

»
o

01 _

e —————— .

jpuy

]



—— e s -

{

""' I A S B

‘e

0P D12UDAIADJQOS o_

Fe e mm e

(spip) odwo |2

. g o e Ty ——— W4 —

-

DJDC _ooc_~ Lo, mohoo; op S!S/

- —m —— R ~— —— S mataas v e rmvmts  mmamnate e e

Oht X i i T 0
v ) . NUR |4 (NSO TN W —
#m.m
1 .ﬁr IMO.O
0 0 @
X L. —r g9
(2 l.m\ Il.q,l.,llilﬁl\l % W
e e o T d0° 2
A m
15°¢
o'
#n.m
§
wo.m
|
4G'6
*
RIS Y s i s AR Y ——— =G A — e e B o SN S ._O O
(669°0 =~ 4 ' ©£00'0 -~ W) (1gr'0 4 " ZOOTO = w)
nﬂf P S Ew—ram \ —..m P ——
=050, 7 10S0.L. 17 ~0SOMIY —0SONIY
1140180 0]0NS UD gl--jy9 bCoo s suoibuiirul sri|opg

A g —an

o|ans ap "J46/94n 507

}

R ORURY

ar a1




(spip) oduws iy

Ot Cs. aL /A I 0
i 7 T ] T I 0°¢
L . dg'g
- -0'9
D . -
B -G'9
) s ¥ e
b~ T.lﬂﬂ.ll..ﬂ! -~ = o - - e - 67 ’
, . & O | =
- # dg'z 3
N,
s HJo'g 'S
5 ~S8°'8 a
t (0]
. | 06 o
C
]
" C'6
i o
. ¢ . t O-O—_
(6£0°0 = 4 ' 1000°0 = w) (p/€°0 = 4 ' 100°0 = W)
& QY | ESLEEQDD . D
705041 7] 708011 10S083X 10S0M3X

_mbmummo_mjmcomrtzooaoommmcmmmcwgnsymj___oom
9p DIoUBAIA2JQOSs D| pubd |[Daul| UOolsasboal 8p SIS |DUY

Zr ey



(spip) odwe )
ol . ar [ T. D
T T T 1 1 — 0°S
4 . 4G°g
D L)

. D IO 0
S = ¥1= - . 8 ,m
O . )

s M < | 2 - - 407
[ 5 £ aa 8L O
. | ey
| , . . -0'8 ~
= . o -S°'8 o
# y (1)}
, . : , 10'8 w
c
L . 15'6 -
(o]

- . . 0°0!L

(¢6L°0 = 4 * 9000°0 = ) (660°0 = 4 ° G000'0 = W )
# M esem——— D
0S0L17 10S0.L17] T10S0Y3X T0S0¥3X
| 149}892 o|ons ua gl-pN9 bpdeo s)susaibuiinyy snjjiopg

op DIOUOA)ADIQOS D} Dubd |Daul| uolsaibai 9p s1S]|DUY

L

gT "ol



(soi1p) odwsi)

Tl W a - / T D
S R i . I | I T 0'SQ
n 0 -GG
n O -0°9
- m m * # !n.m _‘m..
X O O Yo}
- * p - - e o) - IO N <
= B : -
' o ' Im.‘N M
| | o
-~ ¥ -0'8 =
~ : -§'8 a
' . (4]
s ‘ -0'6 o
. c
4]
- 48’8 —
; O
L. . .
(ggl'0 =4 ‘' 100'0 = W) (ZZl1'0= 4 * Z£000'0 = w) S
{. . WO e O S g———
70S0.L1 7 T0S0.L 17 T10S0¥3X TI0S0N3X
j14931S9 0|9Nns us B|l—-p9 pded s)sus|bulinyy snjj|iopg .
op piousAlAeiqos D| pJpd paul| uo|saoJlbous 8p sIS)|DYY

6T "ol




(spip) odwsij}

o 14 Gl / T 0
t i S T 1N I - T 0'¢
] 45°¢
i do9
-
. 18°9 9
’ doz
~ » M 2% {62z O
Tl ma - we lllT- - - d.ﬂ W
- % 0'g -
g )
u ; 48’8 o
' (04}
. . 40'6 w0
i : C
| i
- 4876 3
L : SN e J )
(LZ0°0 = 4 ¢ {0000 = w) (8€0°0- = 4 ' +00D0'0- = W
nﬂr PR — D | f e
710S0.L| T T0S0L | T 70S0Y3X TI0S0¥3X
l14@388 oJans us Qg-pwo pdeo s|sueibulinyy sny|iopg
2P D|OUBA|IABIQOS D| DiDd [Doul | co_mwgmmg op m_mmﬁcc<p

3

0z ‘o514



(sp(p) odws|}
Ll i3 aq / I 0
M~ ] - SEEETT TR I TR NN R I _IIJO.D
. —18°GQ
D B .
- 0 40'9
ba lmam "-O.l
&% 0 O . 0
- % " 102 _
- N eevesewnel o8 - L4 - L rDr = . e
R % 45/ o
% % ~.
- 408 =
- a ~C'B A
(
- 10'6 o
4]
- —“C'6 —
o
— e s I BNNEOE 0.0w
(v££°0- = 4 ' Z00O'0- = W) (466°0- = 4 ' 600°0- = W)
X - —— O
7050117 10SOLLT : 10S0¥3X T0S0¥3X
! | 148189 0Oo|9ns U8 |-QH ©0dso sisusbulinyy sn||lopg
P DIOUBAIAB4QOS D| DUbd [DOUI| UOISdJDII 8P SIS||DUY

e S i S e e, SR R T e 18 D —

Thm e v srm— - ne el — - — e s !-llr-!?

¢ 914




(so1p) odus)y

Oal 19 a 7 T D
... AU, . o S e
! B
. J

"
_ g y
O X
. B i om Y o ’wﬂf.l I.llT.l - e, o B
-0
I X %
= —
- i
| |
i |
! |
AU/, - — V- W W N~
(80 0- = 4 © $000 Q- = W) (06£°0- = 4 " co0°0- = W)
xﬂ . oN aYtwameswe G
10S0.L) T “10S0.L | "0S0¥3X “10S083X
| lJ931s9 o[ens U@ s]]119ng snj|iopg
8p D1OUBAIA®UQOS D| pubd |Daul| uolseibal ep sis

0°G

g°'g

0'9

s'9 o
«Q

0°¢
| -

s’z S
.hw./

0"g S

'8 o.
(4]

06
“

$'6 =
(@)

0'01l

DUy

_ }||..~



fabla 4.~ Comparacion del valor de las pendisntes ¢ m ) en las lineas de

reqresion para la sobravivencia de Bacillus thurimgisnsis en suelo esteril.

e 2 ST St e et SESE

:!...—-:—«—- SR SRR & R T R e AT o “'.‘,:.":‘4.‘"_".‘::.-'_,::::;‘:—.::‘:‘:‘
za o |
E Gapa nerosnl litosaol ?
. N S S S - i
|
GM-1 - 0.0091 a - 0.0109 a :
l M2 0.0023 a 02,0020 a ;;
; 6M-3 0.0011 & 0.0017 a 5{
| Git—4 0.0062 a ©.0046 a i
BM-5 - 0.6010 a -~ 0.0030 a I
L enes 0.0009 a 0.0009 a :
L BT 0.00£8 a - 0.0027 b .
| GM-8 0.0041 a 0.0025 a i
oo 0.0059 a 0.0032 a
| BM~10 - 0.0056 a -~ 0.0047 b “
EM-1 1 0.0058 a 0.0009 a 1“
GM-12 - 0. 001} a ~ 7.003L a f
GM-L3 5.0016 & 0.,0004 a ~!
G- 14 0.0049 a 0.0038 a i
GM—-15 0.0029 a 0.0017 a izi
BM-16 0.0022 a 0.003% a ‘J
GH-17 0.0040 a 0.0004 a 1
i GM-18 0.060% a 0.0006 a :
|

GM-19 0.0007 a C.0011 a ;?
GM-20 ~ 0.00004 a 0.0002 & iy

é HD—-1 -~ 0.00%9! a = 0.C002 a ﬁ
‘ BS-FLE~ 1 - 00028 a - 0.0004 a ‘
Las comparacienzs gstadisticas entrz los suelos se hacen dentro del

nMEme  renglong valares sequidas por latras diforentes, reprasentan

fiferencias significativas ( P = 0.0% ),



Tabla 1.- Ffroduccion de cristal paraesporal por cepas de Bacillus
thuringiensis recuperadas & 2 mesas despues de su incorporacion a suelos

psteriles.

e ST S S S U OGS ———
% Froduccion de cristal %
i Cepa i
i derosol litosol 5
i

5 BM~1 + + ;}
Gi-2 + + S

GM-3 + ~ #

&M~ + + :'

GM-5 - + ;

GM-6 & + ;

GM-7 + +

f GM-8 " A fo It
: BM-9 + +
GM-10 + + ;%

GM~=11 * + l}

EM-12 " + g

GM~13 + + !

GM-14 * + §

BM-15 + + |

i GM-1& + + :
| BM-17 + +
i GM-18 + % ’
E BM-19 + _ + i
; BM-20 + - |
: HD~ 1 - i + i
N

* = Presencia de cristal en 10 colonias de Bacilius thuringiensis

analizadas por cepa.
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Comportamiento de Bacillus thuringiensis HD-1 en suelo no esteril con -
diversas condiciones. Letras diferentes encabezando las barras, repre -
sentan diferencias estadisticas significativas (p= 0.05) en los niveles
de poblacion. Los niveles decrecen en orden alfabetico, Tratamientos --
sin letras superiores no mostraron diferencias significativas.
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diversas condiciones. Letras diferentes encabezando‘las barras, repre-

sentan diferencias estadisticas significdtivas (p= 0.05) en los niveles
poblacidn. Los niveles decrecen en orden alfab&tico. Tratamientos sin —
Ietras superiores no mostraron diferencias significativas.
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Comportamiento de Bacfllus thAuringiensis GM~4 en suele no esteril con -
diversas coudiciones. Letras diferentes encabezando las barras, repre —
sentan diferencias estadisticas significativas (p= 0.05) en los niveles
de poblacidn. Los niveles decrecen en orden alfabético. Tratamientos --
sin letras superiores no mostraron diferencias significativas.
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