
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTÓBAL 

DEHUAMANGA 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 

ESCUELA DE FORMACIÓN PROFESIONAL DE BIOLOGÍA 

Detección de Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus en muestras de 

agua y suelo de las provincias de Huamanga y Huanta 

Tesis para optar el título profesional de Bióloga, 

Especialidad: Microbiología 

Presentado por: 

Bach. Mariela Cristina Prado Solier 

Asesor: 

Blgo. Fidel Rodolfo Mujica Lengua 

Ayacucho - Perú 

1995 



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

ESCUELA DE FORMACON PROFESIONAL DE BIOLOGIA 

El Jur-edo Calificador da constancia de que el presente 
trabajo de Tesis presentado por la Bachiller HARIELA CRISTINA 
PRADO SOLIER, titulado: 

"DETECCION DE Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus EN 
MUESTRAS DE AGUA Y SUEW DE LAS PROVINCIAS DE HUAMANGA Y HUANTA" 

Fue sustentado y aprobado con la nota de TRECE ( 13) con 
fecha 21 de diciembre de 1995. 

X4'lil_.,a Ler i eno , 

Jur edo , 

Decano. 

a a Huaytalla. 
Jurado. 

. . .  · - - - �  .  

Blgo. Adrián""Í?amírez Quispe 
Miembro Jurado. 

engua. 
Miembro Jurado. 



DEDICATORIA 

A m i s  t  í  o  s  Car- l o s  y  Gui  Lrr.a , oo r su 

i n c o n d i c i o n a l  c a r i A o )  e n t r e g a .  

A  m i  esposo e h i j o ,  que son l a  r a z ó n  

de m i s  sue�os y e s p e r a n z a s .  

A  m i s  P a d r e s ,  con c a r i A o .  



AGRADECIMIENTOS 

Qu iet-o mi pr o fundo a g r a d e c i m i e n t o  o i  

Profesor Abad F l o r e s  Paucarima  de l a  U n i v e r s i d a d  N a c i o n a l  

Mayor de San Marcos ,  por darme l a  o p o r t u n i d a d  de t r a b a j a r  

en su L a b o r a t o r i o  b a j o  su asesoramiento y  a y u d a ,  de i g u a l  

manera a l  profesor F i d e l  M u j i c a  Lengua de l a  U n i v e r s i d a d  

N a c i o n a l  de San C r i s t ó b a l  de Huamanga por- '=·U a c e r t a d a  

o t - i e n t a c i ó n .  

A  l o s  profesores de l a  U n i v e r s i d a d  N a c i o n a l  M a y o r  de 

�;an M a r c o '::: , :  P r o f e s o r  F e r n a n d o  R e t u e r t o ,  Jo':::,é P i n o ,  

A m a b i l i a  V i ] c a p o m a ;  qu í  erie s me nr L n  o  a  r  on todo su a p o y o .  

A  m i s  compa�eros y  a m i g o s  d e l  l a b o r a t o r i o  de 

B i o t e c n o l o g í a  y  M i c r o b i o l o g í a  de a l i m e n t o s  de l a  UNMSM,  

a pers.on.:1'::, que de a 1  guna  m a n e r a  han 

c o n t r i b u i d o  en l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  presente t r a b a j o .  



SUMARIO  

Resúmen 

I n t r o d u c c i ó n  

R e v i s i ó n  B i b l i o g r á f i c a  

1 . 1  A n t e c e d e n t e s  

1 . 2  C a r a c t e r í s t i c a s  G e n e r a l e s  

1 . 3  E c o l o g í a  -  H a b i t a t s  

3  

5  

1 1  

1 1  

1 5  

25 

1 . 4  P r o d u c c i ó n  C o m e r c i a l  y  A p l i c a c i ó n .  26 

1 . 5 B i o i n s e t i c i d a s  C o n t r a  V e c t o r e s  H u m a n o s  29 

M a t e r i a l e s  y  M é t o d o s  

R e s u l t a d o s  y  D i s c u s i ó n  

C o n c l u s i o n e s .  

R e c o m e n d a c i o n e s .  

R e f e r e n c i a s  B i b l i o g r á f i c a s .  

A n e x o s .  

32 

4 2  



Numer-osas 

RESUMEN 

i n v e s t i g a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en e l  

e:,-: t r- an j e r o por- va r- i os e s t u d i o s o s  como t"lonn er-a t , Scr-,en k.e 1  ,  

P a d u a ,  O h b a ,  A i z a w a ,  Aronson y o t r o s ,  demuestran que e l  

uso de entomopatógenos es p o s i b l e .  Siendo esto un tema 

muy a m p l i o ,  en e l  Per-ú se han i n i c i a d o  l a s  p r i m e r a s  

i n v e s t i g a c i o n e s  con bacter -ias  que se r e a l  i z a n  er, i a  

U n i v e r s i d a d  Peruana C a y e t a n o  H e r e d i a ,  en l a  U n i v e r s i d a d  

N a c i o n a l  de Piura  y  l a  U n i v e r s i d a d  N a c i o n a l  Mayor de San 

M a r - c o s ,  l a  impo r -tancia  de este t  r a  o  a  i  o se basa er, e l  

11 ,a.nejo de p l a g a s ,  mejo r -a.miento de l a  a g r - i c u l t u r a ,  

fomentar e l  uso ae b i o - i n s e c t i c i d a s  y  fomentar  >  -  
l d  

protección d e l  medio a m b i e n t e .  

Por- t a n t o  l o s  o b j e t i v o s  d e l  presente t  r a  be j c de 

T e s i s  r  ue r cn l a  e v a l u a c i ó n  de l a  p r -esencia de cepas 

n a t i v a s  de B a c i l l u s  thurinqiensis y B a c i l l u s  sphaericus 

entomopatógenos en l a s  p r o v i n c i a s  de Huamanga y  H u a n t a  y  



a.s.i contt-ibuü- ¿.,  l  e  ¿, _ p l i c ¿. _ c i ó n  de una. m e t o d o l o g .í. ¿. _  de 

a i s l a m i e n t o  e  i d e n t i f i c a c i ó n  de l a s  mismas en c o n d i c i o n e s  

de labor -ator - io .  

Se procesaron 63 muestras de agua y s u e l a ,  de l a s  

c u a l e s  se a i s l a r o n  537 c o l o n i a s  sospechosas,  s o l o  6  cepas 

r e s u l t a  ron pos.a t i  vas en l a s  prueba:, r e s p e c t i v a s ,  3  de 

Bac.1·11us thur.i·nq.i·ens.is y :!, de Bac.1·11us sphaer.i·cus, e s t e  

r e s u l t a d o  nas i n d i c a  que nuestra  r e g i ó n  posee una v a r i a d a  

poti í  a c i ó n  de b a c i l o s ,  pero l a s  cepas buscadas  : , e  

e n c u e n t r a n  s o l o  e n  un 9 . 6 % .  

Se c o n c l u y e  que se evalué ,  l a  p r e s e n c i a  de cepas  

nativas .  de Bac.1·11us thur.i·nqiens:i"s y Bac.1 ·11us sphaer.i·cus 

en l a s  p  r  ov í n c í a s. de Huamanga y H u a n t a ,  s.e c o n t r i b u y ó  a  

l a  a p l i c a c i ó n  de una m e t o d 6 l o g í a  de a i s l a m i e n t o  en 

l a b o r a t o r i o ,  por l o  que se recom ie nd a  r e a l i 2 a r  l a  

p r e p a r a c i ó n  de me d i o s. de marie r a c o r r e c t a ,  l a s  pruebas 

b i o q u í m i c a s ,  una ve2  más de l o  que r e c o m i e n d a  e l  m a n u a l ,  

una buena t i n c i ó n  Gram y  r e a l i 2 a r  pruebas de t o x i c i d a d  de 

l a s  cepas n a t i v a s  f r e n t e  a  l a r v a s  de i n s e c t o s  de n u e s t r a  

r e g i ó n .  



INTRODUCCION 

E l  él·: i to de los  i n s e c t i c i d a s  s i n t é t i c o s  

on;¡ánicos d e l  t i p o  d i c l o r - o d i f e n i l t r - i c l o r - o e t a n o  ( D D T )  y  

( B H C )  después de terminar  l a  Segunda Guerra M u n d i a l ,  d i o  

i n i c i o  a  una nueva era d e l  c o n t r o l  de p l a g a s .  

E l  número de p l a g u i c i d a s  r e g i s t r a d o s  aumentó de 30 

en 1936  a  más de 900 en 1 9 7 1  y  l a  p r o d u c c i ó n  a n u a l  en l o s  

Estados U n i d o s ,  de menos de 100 m i l l o n e s  a  más de 1 . 4  

m i l e s  de m i l l o n e s  de l i b r a s  en 1 9 7 8 .  

La r e s i s t e n c i a  a  l o s  i n s e c t i c i d a s  se presento por 

primera vez  en dos a�os después de usar a m p l i a m e n t e  e l  

DDT contra l a s  m o s c a s .  Un e j e m p l o  más a l a r m a n t e  de esta 

e s p i r a l  es e l  que se p r e s e n t ó  en los a l g o d o n a l e s  de P e r ú ,  

E g i p t o ,  Cerv t r o Amér-ica y  Te x a s cuando Hel.ioth.is zea y 

Hel .i o t h .i s  v.irescens desar-r-ol L a ro n  r - e s i s t e n c i a  a  todos l o s  

i n s e c t i c i d a s  e x i s t e n t e s .  



B a j o  e  s  t  e  s  c o n d i c i o n e s ,  e l  costo de c on t r o I de 

ha hecho que l a  p r- o d u c c i ó n  =,ea i r- Y- e d i t a b l e ,  

además l a  enorme c a n t i d a d  de p e s t i c i d a s  ha t e n i d o  e 1 e c t o s  

desastrosos en l a  c a l i d a d  d e l  a m b i e n t e  y  l a  presentación  

Como p a r- t e  i m p o r t a n t e  d e l  manejo  i n t e g r a d o  de 

p l a g a s ,  se i n i c i ó  e l  c o n t r o l  m i c r o b i a n o ,  que se d e 1 i n e  

como e l  uso de m i c r o o r g a n i s m o s  o  sus p r o d u c t o s  p a r- a  e l  

c o n t r o l  de i n s e c t o s  p l a g a s .  

En l a  n  a  t  u  r  a  l  e  z  a  ,  L o  s, v i r u s ,  b a c t e r i a s ,  rioriqos, , 

pr o t o a oe r a oe '/ SU=· p r o d u c t o s  m i c r o b i a n o s ,  i n 1 e c t a n  l o s  

i  n  se  c  tos y  c au san c u ao r os. epi 2  oót i cos en pob1 a c i  ones 

n a t u r a l e s  de i n s e c t o s ,  e s t o  a y u d a  en l a  r- e g u l a c i ó n  

n a t u r a l  de p o b l a c i o n e s  n a t u r a l e s  de i n s e c t o s .  

de 1 5 0 0  e s p e c i e s  de mi c r o o r q ari í  '::',ITlO'::', 

entomopatógenos han s i d o  d e s c r- i t o s  con p o t e n c i a l  en 

c o n t r o l  m i c r o b i a n o  de p o b l a c i o n e s  de i n s e c t o s  p ] a g a  

a g r í c o l a ,  f o r e s t a l e s ,  o r n a m e n t a l e s '/  s a l u d .  

En 1  O'::', E s t a d o s  un í  co s ,  1  a==· p r e p a r a c i o n e s  que 

c o n t i e n e n  B a c i i l u s  thL1t"inq1.'e.ns1.·s son l o s  .i  n  s.e c t í c i d a s, 

m í  c r ob í  arios. más ut  i  1  i  z  ados, • La::, f o r mu 1 a e iones de este han 

s i d o  m á s  � t i l e s  para  c o n t r o l a r  l a s  e s p e c i e s  m a s t i c a d o r a s  

d e l  f o i  ] a j e  d e l  t i p o  L e p i d ó p t e r a  que a t a c a  a  L o  s  c u l t i v o s  

d e l  T a b a c o  y  l a s  l e g u m b r e c:;: . ,  en l o s  que e s t á  r  e  s  t  r  í  nq i  o o  

e l ' - ' = · º  de i n s . e c t i c : i. d c: 1 :: ,  o  u  í  m i  c  os, d e b i d o  a  L o  s  t "e!:: , i d u o s  



t ó x í C D S .  

Pa.í'::.e'::. t r op a c e L e  s  s.on l o s  p r i n c i p a l e s  l  u  q  a  r  e  s. de  

d e s a r r o l l o  de d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  

t r a n s m i t e n  �nfermedades m e t a x é n i c a s  humanas como l a  

de m o s q u i t o s  que 

M a l a r i a ,  F i l a r i a s i s ,  F i e b r e  Dengue h e m o r r á g i c a  y  F i e b r e  

Amar i 1 1  a .  Cepas de B.ac.i 1 1  us sphaer i cus fueron en con t r adas 

en I n d e o n e s i a .  M a l a s i a  y  T a i l a n d i a .  S i n g a p u r  y  o t , - o s .
0 7 1  

La b i o t e c n o l o g í a  a g r .í c o l a  a p l i c a d a  a l  c o n t r o l  de 

p l a g a ::: .  a g r í c o l a ':: . ,  aún no t i e n e  a m p l i o  o  e  s.ar r-o  L l  o  en 

n u e s t r o  p a í s ,  e n t r e  l o s  ú n i c o s  t r a b a j o s  r e a l i 2 a d o s  que se 

conocen e s t á n  l o s  de l a  U n i v e r s i d a d  N a c i o n a l  Mayor de San 

M a r c o s ,  U n i v e r s i d a d  P e r u a n a  de C a y e t a n o  H e r e d i a  y  a l g u n a s  

o  t  r  a  a  .í  n  s  t  i  t.u c í  one s ,  que han a L c  a rv z  a  d  o  a i s l a r  a l g u n a s  

c e p a s  n a t i v a s  de B a c i l l u s  entomopatógenos y  r e a l i 2 a r  l a s  

p  r  u  e  tia s. p r e l i m i n a r e s  de t o x í  c i d arí ,  esto::: .  t r a b a j o s  

p a u l a t i n a m e n t e  a l c a n 2 a r á n  un n i v e l  ':: . e m i - c o m e r c i a l  p a r a  l a  

p r o d u c c i ó n  de compuestos a g r o b i o J ó g i c o s  ú t i l e s  p a r a  e l  

h o m b r e ,  p l a n t a s  y  a n i m a l e s .  

En l a  r e v i s i ó n  b i b l i o g r á f i c a  r e s e � a d a  se e x p l i c a  en 

f o r m a  r e s u m i d a  e l  c o m p o r t a m i e n t o  de estos dos b a c i l o s ,  

desde sus c a r a c t e r s st i c e s, mo r f o l óq .i  c  e  s,  n u t r i c i o n a J e s ,  

bi oqu.í  mi c a s, t o x i n a s ,  modo de a c c i ó n ,  p r c i d u c c i ó n  

c o m e r c i a l ,  t o x i c i d a d  c o n t r a  v e c t o r e s  h u m a n o s ,  e t c .  

En e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  se r e p o r t a  e l  a i s l a m i e n t o  y  

c a r a c t e r i z a c i ó n  de B a c J . l ] u s  t.hurJ·nq.ien=.J·s y Be c iI l u e 



sphaer i cus que después de una o b s e r v a c i ó n  m i c r o s c ó p i c a  

nos di  e ron bu erro s r e s u 1 t ado s ,  con e 1  ai  =· l a m i e n t o  de b 

cepas de B a c i l l u s ,  .3 de BacJ.'JJus tlmrinqJ.·ensis y 3  de 

Bacillus sphaericus. 

E s t a  i n v e s t i g a c i ó n  t i e n e  como uno de sus o b j e t i v o s  

e l  c o n t r i b u i r  a l  d e s a r r o l l o  b i o - t e c n o l ó g i c o  de A y a c u c h o  
,,  

y  por s.upue-st o de 1  p a í s ,  con l a  d e t e c c i ó n  de cepas 

entomopatógenos de muestras  de s u e l o  y  a g u a ;  de l a  sub 

r e g i ó n  v J A R I .  

Para c o n c l u i r  que =:,i endo esta  una 

e x pe r a errc i a n u e v a ,  se a g r e g a  a l  c u l m i n a r  el  t r a b a j o  

a l g u n a s  recomendaciones p a r a  obtener  m e j o r e s  r e s u l t a d o s ,  

d i s c u t i e n d o  l o s  b e n e i i c i o s  y  c o n t r a r i e d a d e s  que nos da 

esta  i n v e s t i g a c i ó n .  Los t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  i n d i c a n  que 

e x i s t e  d i f i c u l t a d ,  pero e s t o  no es m o t i v o  s u f i c i e n t e  como 

para no i n t e n t a r  l l e g a r  a l  n i v e l  de pos.eer un f e r m e n t a d o r  

que t r a b a j e  con cepas n a t i v a s  de l a  r e g i ó n  y  e n s a y a r l a s  

c o n t r a  p l a g a s  tambien  de l a  m i s m a  r e g i ó n ,  c o n s t i t u y e n d o  

este t  r  abe í  c un s e m i l l e r o  de una i n v e s t i g a c i ó n  de 

t i i o t e c n o l o g í a  de b i o i n s e c t i c i d a s  que p o d r í a  r  e  a  L í  z  e  r  s.e en 

un f u t u r o  muy c e r c a n o .  

E l  s i g u i e n t e  t r a b a j o  bu sc a i n i c i a r  L o  s  e s t u d i o s  

b  í  o  t  e  c  r.o L ó q  í  c  o  s,  para que en E•1 f u t u r o ,  se pueda u t i l i 2 a r  

productos b i o i n s e c t i c i d a s  p r o p i o s  de l a  r e g i ó n ,  p a r a  l a s  



p l a g a s  de ] a  r e g i ó n .  

OBJETIVOS: 

1 9  Detectar  l a  p r e s e n c i a  de cepas n a t i v a s  de Baci·11us 

thurinqiensis y B a c i l l u s  sphaericus entomopatógenos 

en nuestra r e g i ó n .  

2Q C o n t r i b u i r  con l a  a p l i c a c i ó n  de una m e t o d o l o g í a  de 

a i s l a m i e n t o  e  i d e n t i f i c a c i ó n  de cepas n a t i v a s  de 

estos b a c i l o s  en condicior ,es de labor-a t o r: i o ,  

e s p e c i a l m e n t e  adaptadas  a  n u e s t r a  r e a l i d a d .  

3Q Fomentar- e l  uso de b i o i n s e c t i c i d a s  con e l  f i n  de 

disminui r -  e l  uso a nd í  s c r Lm  í  n ad o de i n s e c t i c i d a s  

q u í m i c o s  

a m b i e n t e .  

que ocasionan  ser- ios daños  a l  m e d i o  

40 I m p u l s a r  e l  c o n o c i m i e n t o  p r o i u n � o  del  p o t e n c i a l  de 

1  o s. mi c roor q an a s.mo s, entomopatógeno'::: ,  para  i n c r e m e n t a r  

] a s  p o s i b i l i d a d e s  de u t i l i 2 a c i ó n  de e s t a s  b a c t e r i a s  

en c o n d i c i o n e s  de l a b o r a t o r i o  y  p o s t e r i o r m e n t e  en 

c o n d i c i o n e s  n a t u r a l e s  de esta  r e g i ó n .  



REVISION BIBLIOGRAFICA 

1 . 1  ANTECEDENTES: 

E l  c o n t r o l  m i c r o b i a n o  fue  d e f i n i d o  por F a l c ó n  en e l  

año 1 9 7 1  como " E  1  que i n  e  1  uí a todos. 1 os aspee tos de 1  a 

u t i l i 2 a c i ó n  de l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  o  sus p r o d u c t o s .  

s e c u n d a r i o s  en e l  c o n t r o l  de l a s  p l a g a s  r e p r e s e n t a d a s  por 

}  OS, i n s e c t o s . " .  D i c h a  d e f i n i c i ó n  a  n  c  L u v  e  e l  uso de 

m i c r o o r g a n i s m o s  como agentes de c o n t r o l  que se presenta 

en forma  n a t u r a l ,  agentes.  de c o n t r o l  i n t r o d u c i d o s  y  l a  

a p l i c a c i ó n  de mi e roorgan i  s.rno s, sus productos .  como 

i n s e c t i c i d a s  m i c r o b i a n o s ,  o  de a m b o s .  Se conocen más de 

1500 m i c r o o r g a n i s m o s  patógenos ( N a t i o n a l  Academy of 

S c i e n c e s ,  1 9 7 9 ) ,  l o  que p r o b a b l e m e n t e  es só l o una pequeña 

f r a c c i ó n  d e l  nómero t o t a l  de patógenos que a t a c a  a  l o s  

i n s e c t o s .  S i n  e m b a r g o ,  se sabe poco a  c e r c a  de l a  m a y o r í a  

de es.os patc':1geno::= .  m i e n t r a s  que ot r os, como l a  b a c t e r i a  
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a  L q u rr o  s. otros. v i r u s  de insectos .  han s i d o  a m p l i a m a n t e  

e s t u d i a  d o s .  ( 2 1 1  

Bacillus thur.inq.iensis 

La t o x i c i d a d  a  insectos de este grupo de b a c i l o s ,  

fueron d e s c r i t o s  por p r i m e r a  ve2  en 1902 por I s h i w a t a ,  
f'. 

a i s.J a o o d e l  Gusano de Seda Bombi._:.: mori· en J a p ó n ,  poste- 

r i o r m e n t e  l o s  cuerpos de i n c l u s i ó n  fueron  d e s c r i t o s  por 

Ber - Jine1 -  en 191� ,  y  nuevamente por r, · Jattes en 1 9 2 7 . < 4 1  

D u r a n t e  muchos se ha u t i l i 2 a d o  Baci ·11us 

thurinoiensis para des t r u i  r c í  e r t e s p l a q a s  de l a s  

s i e m b r a s  y  l o s  bosques .  Hasta 1 9 7 7  todas l a s  cepas 

c o n o c i d a s  de este  b a c i l o  s ó l o  eran e s p e c í f i c a s  para  l a s  

o r u g a s .  Por ] o  t a n t o  hubo una gran sorpresa  cuando H .  de 

B a r j i c ,  J e f a  d e l  C e n t r o  I n t e r n a c i o n a l  de R e f e r e n c i a  p a r a  

a l b e r g a d o  por e l  J n s t í t u t o  

P a s t e u r  i d e n t í  1  i  có ese ar=;o una nueva cepa  b a c t e r i a n a  

sumamente patógena para  1  ª=· 1 a r v a s, de mo sc u i t o s .  E s t a  

misma cepa h a b í a  si  do d e s c u b i e r t a  en J sr ae 1  a J  guno!::, meses 

antes  por L . J .  G o l d b e r g  y  J .  M a r g a l i t .  E s t a  cepa f u e  

denominada H - 1 4 ,  pues y a  se c o n o c í a n  o t r o s  1 3  s e r o t i p o s  

d i  f e r  eri t e s , c:1.:,  

por G o l d b e r g  y  M a r g a l i t  es patógeno a  l a r v a s  de e s p e c i e s  

de Dí pt e r os,  �  seme_i a r. t e  a  1  os rnos.o u .i  t. os.  y  m o s c a s .  c e ,  
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Padua y  a  L u m n o  s., en 1982 d u r a n t e  l o s  e s t u d i o s  de l a  

d i s t r i b u c i ó n  n a t u r a l  de BacJ.· J 1 us t.hur uiai e.nsi s en 

F a  L í  p  í  n  a  e  ,  a i s l a r o n  una cepa de B a c i l l u s  tbucuuusiuus. 

subespecie  m o r r i s o n i  ( s e r o t i p o  8 a : 8 b )  que demostró ser 

a l t a  y  s e l e c t i v a m e n t e  t  ox í  c a p a r a la t -vas de m c , s q u i t o s . " l.l '  

Se han r e a l a z ao o muchos.  t r a b a j o s  en todos estos 

a � o s .  E l  c r i s t a l  de esta b a c t e r i a ,  f u e  d e s c u b i e r t o  por 

Hannay en 1 9 5 7  y  su t o x í  c í  o ad por Angu:. en 1 9 5 6 .  En Japón 

y  A i 2 a w a  en 1986 y  por K i k u t a  en 1 9 8 9 .  

�;e r e a l a a ó l a  c l o n a c i ó n  d e l  gen d e  1  a  d e l t a  

erio o t ox í  n a en 1981  a  c a r g o  de S c h n e p h  y  W h i t e l e y ,  

p o s t e r i o r m e n t e  c o n f o r m e  l a  c i e n c i a  y  l o s  e s t u d i o s  a v a n z a n  

se ha l o g r a d o  c  orio c e r l a  e s t r u c t u r a  d e l  c  r  a  st  a  l  ,  este 

t r a b a j o  fue r e a l i z a d o  por L i  en 1 9 9 1 .  

E s t e  b a c i l o ,  g r a m  p o c;: . i t i v o ,  f o r m a d o r  de e s p o r a s ,  

p r o d u c t o r  de .i n c l  u s.a on e s p a r a s p o r a l e s  está o  í  s.t r í  bu í  d o en 

los s.u e l o s de v a r i a s .  regiones .  d e l  m u n d o ,  t r a b a j o s  

r e a l i z a d o s .  por De L u c c a ,  P a d u a ,  M a r t i n  y  T r  av e r s, L i ,  

Hastowo ' / o t r o s . l o  dem1. 1estran y dan l a  po s.a  b  í  L í  d  ad a l  

mundo de una nueva e r a  en l a  t e c n o l o g í a  m i c r o b i a n a .  

Ba c i J Jus sphaeri cus: 
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mosquitos f u e r o n  reportados en 1 9 5 6  por K e l l e n  e t . a l .  

Desde e n t o n c e s ,  muchos o t r o s  l a  a i s l a r o n ,  s i g u i e n d o  

1  a  ne c e s í  dad de e n c o n t r a r  un nuevo agente bi o l  ó g i  co  

potente para c o n t r o l a r  l a  p o b l a c i ó n  de 1  arva:,  de 

mos.qu í  t os, • 13131  

En 1 9 7 5  D a v i d s o n ,  S i n g e r  y  B r i g g s  a i s l a r o n  l a  cepa 

S S I I - 1  de l a  I n d i a ,  que fue l a  p r i m e r a  cepa e v a l u a d a  p a r a  

una f e r m e n t a c i ó n  p r i m i t i v a .  Una búsqueda e : . p e c i f i c a  de 

cepas que m a n i f e s t a r o n  mayor a c t i v i d a d ,  d i o  por r e s u l t a d o  

e l  d e s c u t , r i m i e n t o  de v a r i e d a d e s  que a l  p  a  r  e  c  e  r  poo r Lari 

:,er t a n  e f i c a c e s  como L os  L a  r  v  í  c  í  o  as, q u í m i c o s .  En l a  

a c t u a l i d a d  l a  mas i m p o r t a n t e  de e l  l a s  en p r o c e s o  a v a n z a d o  

de d e s a r r o l l o  es una cepa d e n o m i n a d a  1 5 9 3 ,  que ha s i d o  

p r o d u c i d a  de manera e ; . , p e r i m e n t a l  por l a  i n d u s t r i a  y  

e v a l u a d a  en e l  c a m p o .  A l g u n a s  o  t  r  a  s, c e p e s de e s t  e t.a c í  l o  

d e s c u b i e r t a : ,  con p o : . t e r i o r i d a d  a l  ar;o de 1 9 8 1 ,  p a r e c e n  

i g u a l m e n t e  prometedoras como l a  nueva cepa de Bac.il J u s  

sphaer.icus que fue a i s l a d a  de una mosca r,egr-a de  ur, s i t i o  

de  c r i a n z a  en N i g e r i a  por 1 .  �Jenser ( 1 9 8 4 ) ,  e  sta  c e p a  f u e  

d e s i g n a d a  e:, de 1 t i p o  de f a g o  i d é n t i c o  y  s e r o t i p o  

H  que l a  cepa 1 5 9 3  pero es r e p o r t a d a  por ser a l g o  mas 

a n s.e c t a c a o a que l a  cepa  1�t93 a l a r v a s  de e spe c a e s. de 

mos q u  i  t  o  s  s  us.c e p t í  b l e s .  1 7 1  

W i c k r e m e s i n g h e  y  M e n d i s  en 1 9 8 0  a i s l a r o n  l a  c e p a  en 



Sri  L a n k a  l l a m a d a  MR-4 que después r e c i b i ó  l a  d e s i g n a c i ó n  

de 2297,  esta cepa es una de l a s  p r i n c i p a l e s  c a n d i d a t a s  

de interés .  par a el  c a m p o ,  por 1 a p r e s e n c i a  de un muy 

l a r g D  paras .por-al  (  c  r  a  st a l  )  s i m i l a r  pero no 

i d é n t i c o  a  J  c  r  a  st  a  I  de Bac.illus tbucuuusiuus» ' "  

1 . 2  CARACTERJSTICAS GENERALES: 

1 . 2 . 1  Características de Bac::illus thurinqiensis. 

MORFOLOGIA: 

Baci 111. 1s  t.hur i.nqi ens.1· s es una b a c t e r i a  

entomopatógena g r a m  p o s i t i v a  usada para  e l  c o n t r o l  

de l a r v a s  de e s p e c i e s  de l e p i d ó p t e r o s  y  d í p t e r o s . < M i  

B.aci J l u s  t.hur uisü ensi s una 

c r i s t a l í f e r a ,  f o r m a d o r a  de e s p o r a s ,  e x t r e m a d a m e n t e  

r- e l a c i o n a d a  con BacJ. -Jlus cereus. E l  c i c l o  de v i d a  de 

Bacillus thurinq1·ensis como l a  de otros  t , a c i l o s  es 

c a r a c t e r i z a d o  por dos d i s t i n t o s  pasos l a  o  i  v  i  sa  on 

c e l u l a r-  v e g e t a t i v a  y  e l  d e s a r r o l l o  de l a  e s p o r a .  L a  

c é l u l a  v e g e t a t i v a  es de forma de b a r r a  de 2 a 5 um 

de l o n g i t u d  y  1 . 0  um de a n c h o .  La d i v i sí ó n  c e l u l a r  

se c a r a c t e r i z a  por l a  f o r m a c i ó n  de una septum 

d i v i s i ó n  que f u e  i n i c i a d o  a  l o  l a r g o  de l a  m i t a d  de 

l a  membrana p l a s m á t i c a  y  u s u a l m e n t e  se s i t G a n  

membranas como V E' = · Í  cu 1  as . •  que son i n t e r p r e t a d a s  como 
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mesosomas que aparecen casualmente  a  l o  l a r g o  de l a  

p e r i f e r i e  de l a  c é l u l a  v e g e t a t i v a  y  están  asociados 

con l a  membrana p l a s m á t i c a . 1 4 '  

REQUERIMIENTOS NUTRJCIONALES: 

Lin a spe c t o de l a  b i o l o g í a  de B a c i ' i l u s  

thurinqiensis que r e c i b i ó  una a t e n c i ó n  l i m i t a d a  es 

l a  nu t r- i e i ó n  •  

E i  p r i m e r  medio  sí  n  t  é  t  í  c  o  d e f i n i d o  q u í m i c a m e n t e  

p a r a  e l  d e s a r r o ] ] o  d e l  c r e c i m i e n t o ,  e s p o r u l a c i ó n  y  

f o r m a c i ó n  d e l  c r i s t a l  p a r a e s p o r a l  f u e  d i s e � a d o  por 

N i c k e r s o n  y  B u l l a  ( 1 9 7 8 ) ,  e s t e  fue  l l a m a d o  m e d i o  B M .  

D2 las .  muchas .  s .ut ,especies .  de  Bac:i'J1u:=, thuri·nqi·ensi·s, 

n i n g u n o  puede c r e c e r  en m e d i o  de G l u c o s a  y  s a l e s  

f u e r- a  de l a  a d i c i ó n  de f a c t o r- e s  seguros de 

c r- e c i m i e n t o .  C o n c e n t r a c i o n e s  de L - C i s t e i n a  a s e g u r a  

e l  c r e c i m i e n t o  pero i n h i b e  l a  e s p o r- u l a c i ó n  y  

s .i n t e s . i s .  d e l  c r i s t a ]  E l  G l u t a m a t o ,  Aspa 1- t a t o ,  

C i t r- a t o ,  E D T A ,  C i s t i n a  y  T a  o  s.u L f  a  t  o  f o r m a n  una c  L a  se  

que p e r m i t e n  e l  c r e c i m i e n t o  de 

Baci 'Jlus thurinqi·ensis y e l l o s .  pueden h a c e r l o  en ] a  

p r e s e n c i a  de C l o r a n f e n i c o l .  

E l  c r e c i m i e n t o  ó p t i m o  se da en un r a n g o  de 30 

C .  E l  tama�o d e l  c r i s t a l  depende de J a  c o n c e n t r a c i ó n  

de G l u c o s , a .  �;e o o se r v ó que e i  aumento  de o x i q e n o 
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durante  l a  e s p o , - u l a c i ó n  p  e  r  rn í t e l a  fonr,ación de 

c r i s t a l e s  peque�os pero a c e l e r a  l a  formación de l a  

espora.  

CRISTAL .DE Bacillus thurinqiensis: 

En c u a n t o  a l  o r i g e n  y  f u n c i ó n  d e l  c  r  í  s  t  e  I  

pe r a s.por a 1 !::,ur-gen a 1  gunos cuest  i  onami errt os, , ¿Porqué 

l a  segura f o r m a c i ó n  '/  porqué e l  o r- g a n i s m o  l a  

n e c e s i t a ? .  V a r i a s  presunciones  pueden ser  h e c h a s :  

1 9  Es un v e s t i g i o  de l a  e v o l u c i ó n ;  .-,o 
.,__ ésta  

representa un i n t e r m e d i a r i o  d e l  p r o d u c t o  f i n a l  d e l  

m e t a b o l i s m o �  39 este s i r v e  como reserva de a l i m e n t o ;  

49 este es e l  r e s u l t a d o  de una s í n t e s i s  e s p e c í f i c a  

d e s i g n a d o  a  p r o p o r c i o n a r  a  l a  b a c t e r i a  una v e n t a j a  

=·e 1 ec t i  va ·'/ �o representa  un s o b r e p r o d u c c i ó n  de 

componentes que c u b r e  a  l a  e s p o r a .  O t r- a s  h i p ó t e s i s  

a s o c i a d a s  a  l a  f u n c i ó n  d e l  c r i s t a l  p a r a e s p o r a l  

i n c l u y e n :  e l  s e r v i r  como m e c a n i s m o  d e  

d e t o x i i i c a c i ó n ;  método de  e s c a p e  a  l a  m u e r t e  d e b i d o  

a  un d e s e q u i l i b r a d o  c r- e c i m i e n t o  y  a u t o i n h i b i c i ó n  d e  

l a  g e r- m i n a c i ó n .  E s t a s  i d e a s  t a m b i é n  son e x p r e s a d a s  

por  l a  f u n c i ó n  de  a n t i t , i ó - t i c o s  p e p t í d i c o s  en v a r i a s  

e s p e c i e s  de  B a c i l l u s .  

E x i s t e n  v a r i a c i o n e s  t a n t o  en e l  n ó m e r o ,  f o r m a  

y  c  ompo s.r c í  ó n  d e  e:::,ta'E:.  .i ri c  L u  ss  í  on e s p a r a e s. p o  r  e  L e  e  .  
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de BacJ..l l u s  thur J.·nqJ.· ensJ.- s 

subespecie  � : :urstal< . i .  Pi (  f ;-endoto :üna)  c o n t i e n e n  

c r i s t a l e s  b i p i r a m i d a l e s  o c a s i o n a l m e n t e  de f o r m a  

i r r e g u l a r ,  u s u a l m e n t e  una i n c l u s i ó n  por c é l u l a ,  pero 

hay otras  que contienen  2  o  mas c r i s t a l e s .  

E l  c r i s t a l  m i d e  aproximadamente de 1 a 1 . 5  um 

de 1 ongi tud siendo e l  s,i t i  o  de d e p o s i c i ó n  f u e r  a  de 

l a  e x o s p o r a ,  y  e l  tiempo de f o r m a c i ó n  en e l  e s t a d i o  

J l  -  I J I  de e s p o r u l a c i ó n . < 2 1  

La f o r m a  del  c r i s t a l  v a r i a  según l a  e s p e c i e ,  

pueden ser c u b o i d a ]  es . ,  b i p i r a m i d a l ,  o v o i d e  y  

amor f oe, , m i d i e n d o  de 0 . 1  a  0 . 5  um de l o n g i t u d ,  

s i e n d o  e ]  s i t i o  de f o r m a c i ó n  e n t r e  e l  estado I I  y  

V a r i a s  t é c n i c a s  fueron usadas  para e s t u d i a r  e l  

empaque de p r o t e í n a s  mol ecu 1  ares en e l  en r e j ado 

c r i s t a l .  E s t a s  c o n d u j e r o n  que e l  c  r  a  s.t a I está 

c o n s t i t u i d o  de una c a r a  c e n t r a d a  c  o  b  i  c a ,  con un 

orden de m o l é c u l a s  a r r e g l a d a s  en dos f i l a s  a  c a d a  

paso de l a  c a r a  d e l  c  r  f  s  t  a  L ,  < 4 1  

TOXINAS Y TOXICIDAD:  

B a c J. - i l u s  thurJ.f.,qiensJ.·s t i e n e  como c a r a c t e r L s. -:  

t i c a  l a  p r o d u c c i ó n  de una .i  ri  c  l  u  ai  ó ri  p r o t e i n a c e a  
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c  on s t an t e 

E n c u e n t r a  

d u r a n t e  

v a r i o s  

el  

sinónimos en 

de 

l a  

proceso 

1  i t e r- a t u r a ,  como cuerpo par  aspora 1  ,  p r o t e í n a s  d e l  

c r i s t a l  1: ;-endotm> Cina;  pero t a m b i é n  ha 

encontrado v a r i e d a d  e  s  de Bac .i 1 1  us thur .inq.i ens.i s que 

e x c  r  e t  an un :,egundo m e t a b o l i t o  d u r a n t e  e l  

c r e c i m i e n t o  de l a  c é l u l a  v e g e t a t i v a  como un 

riu c l e ó  t í  o o, d e s i g n a d o  ! 3-e : · ,ote ixina. ( 1 8 1  

B a c j ] J u s  c a r a c t e r i z a  por 

p r o d u c i r  una g r a n  v a r i e d a d  de t o x i n a s  con d i v e r s a s  

· p r o p i e d a d e s ;  o  t  r  e  s  t  ox í  rie s c1 p a r t e  de l a s  y a  

mer.c í  on ad ae, menos : , igni  f  i  c a t i  vas s o n :  L a  

f  o s.f o I i pasa e (  ,: � - e � ,. o t o > ( i n a ) ,  una  e n 2 i m a  no 

i d e n t i  i  i  cada  que puede no se r t o x i ca (  y-e: , ( o t o > <  i n a ) .  

D - e n d o t o ; - : i n a :  Es l a  t  o  x  í  n  a  mas a m p l i a m e n t e  

e s t u d i a d a  de B a c i l l u s  thurinoiensis.  E s t á  c o n t e n i d a  

en e l  c r - i s t a l  par -asporal  p r o t e i n i c o ,  e l  c u a l  es 

tenr .olábil  y -  s o l u b l e  en s o l u c i o n e s  a l c a l i n a s .  Se 

sabe que e s t a  t  o  x  í  n  a  e s t á  presente en e l  c  r  í  s  t  a  I  

como una pr-c t o x í  n a ,  e l  c u a l  es h i d r o l i z a d a  a  una 

forma a c t i v a  por e n z i m a s  p r o t e o l í t i c a s  i n t e s t i n a l e s  

d e l  hospedero.  A l  r e a l i z a r  e s t u d i o s  b i o q u í m i c o s  d e l  

c  r  í  s  t  e  I  se o b t i . e n e  p é p t i d o s  de o í  t e r en t e s pesos 

m o l e c u l a r- e s ,  un pép t  i d o  de 13::,000 D a .  d e n o m i n a d o  P  1 ,  

e l  c u a l  es t ó x i c o  c o n t r a  L e p i d ó p t e r o s  y  un s e g u n d o  
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p é p t i d o  de 65000 D a .  denominado P 2 ,  e l  c u a l  r e s u l t ó  

ser t ó x i c o  c o n t r a  D í p t e r o s  ademas de s e r l o  c o n t r a  

Lepidópteros como P l .  

MODO DE ACCJON: 

B a c i 1 1 u s  thurinq;."e.nsJ·s esta  c  e  r  a  c  t  e r  í  z  aoo por 

tener una t o x í  n a que a c t ú a  a  n i v e l  i n t e s t i n a l ,  en 

o r q ari í  s.mo s, s.u s c e p t í b 1 es que 1  a i n g i e r e n .  E s t a  

b a c t e r i a  produce t o x i n a s  d u r a n t e  l a  e s p o r u l a c i ó n ,  

que son d e po sa t ad a s. como i n  e  1  usi ones para=: .por a 1  es y 

en a 1 qurio s casos se e n c u e n t r a n  t  arnb í  én en l a  

Cuando l a  i n c l u s i ó n  o  espora es i n g e r i d a  por 

l a r v a s  s u s c e p t i b l e s  por e j e m p l o :  L e p i d ó p t e r- a  y  

D í p t e r a ,  e l  p r i m e r  s í n t o m a  observado es e l  c e s e  de 

l a  a l i m e n t a c i ó n ,  us.u a Jrneri  t  e después de una h o r a .  

Esto es d e b i d o  a  l a  6 - e n d o t o x i n a  y  a l  c r i s t a l  que 

son r á p i d a m e n t e  d i g e r i d o s  y  a c t i v a d o s  d e n t r o  d e l  

e=:.tómago d e l  i n s e c t o  por en2 imas  p r o t e o ]  í  t i  c  a  s. , a 

causa de l a  d i s o l u c i ó n  d e l  c r i s t a l  en e l  i n t e s t i n o  

que t i e n e  pH a 1 c a l  i n o ,  después de 1 O m i n u t o s  de 

r,aber=:.e s u p r i m i d o  l a  a l i m e n t a c i ó n ,  se p r o d u c e  d a ñ o  

r.a s.t o l ó q  í  c  o  d e l  e p i t e l i o  d e l  i n t e s t i n o  d e l  hospedero 

p a r a  a=:,í de=:.pués. p r o v o c a r  1  a  muerte d e l  .í  n  se  c  t  o  por 

p a r á l i s i s  o  s e p t i c e m i a .  E s t o  o c u r r- e  e n t r e  l a  7  d í a s  
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después de 1 a i n g e s t i ó n .  (1
·
11 

1 . 2 . 2  Características de Bac.illus sphaer.icus 

MORFOLOGIA: 

Bac.illus sphaerJ.·cus es. una b a c t e r i a  q  r  arn 

p o s i t i v a  a e r ó b i c a  con f o r m a c i ó n  de e spor as 

c i r c u l a r e s  que se encuentt-an en el  s u e l o - .,.,  "' g u a . < 1 7 1  

Siendo l a  d i m e n s i ó n  de l a  c é l u l a  menor de 1 . 0  

urn , l a  forma d e l  b a c i l o  a  d i f e r e n c i a  de Be c iL l  u  e  

thurinqiensis es semejante a l a  de un p a l i l l o  de 

f ó  s.f o r o , un ex t r emo o v a l a d o  y  e l  o t r o  c i r c u l a r ,  

d e b i d o  a  l a  L o  c  a  L í  z  a  c  í  ó n  de l a  e s p o r a . < · H 1  

En e l  c u r s o  de l a  e s p o r u l a c i ó n  a l g u n a s  c e p a s  de  

sp.haer J.- cus s.a n t e t í  z an una i n c l u s i ó n .  

p  a  r  a  s.por a I o c r i s t a l  l a  c u a l  c o n t i e n e  p r o t e í n a s  

t ó x i c a s  p a r a  l a r v a s  de una v a r i e d a d  de e s p e c i e s  de 

m o s q u i t o s .  <.l l  

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES: 

E s t a  b a c t e r i a  se c a r a c t e r i z a  por l a  r e a c c i ó n  

n e g a t i v a  a  l a s  t r a d i c i o n a l e s  pruebas .  f e n o t í p i c a s  

u  sao a s p a r a  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de B a c i l  l  u  s  .  Estas .  son 

f i s i o l ó g i c a m e n t e  a e r ó b i c a s  o b l i g a d a s ,  todas .  son 

capaces .  de u s.e r G l u c o n a t o ,  muchos .  t i p o s  u t i l i z a n  u n a  



v a r i e d a d  de componentes de Car bono,  1  O:, may o r e s, 

i n c l u y e n  A c i d o s  g r a s o s ,  .í  n  t  e  r  rne d í  a r a o s, del  á c i d o  

t  r  a  c  e  r  box L l  a  c  o  y  a m i n o á c i d o s ,  l a  m a y o r í a  de l  o s 

t i p o s  son c a p a c e s  de u t i l i 2 a r  A d e n i n a ,  pueden c r e c e r  

a  so�c y  l o s  f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o  requeridos  son 

B i o t i n a  y  T i a m i n a . 1 3 ,  

Un medio s.e l e c t a vo ( BATS)  ,  que c o n t i e n e  

A r g i n i n a  como ú n i c a  fuente de Carbono y  N i t r ó g e n o  y  

e]  c u a l  c o n t i e n e  también E s t r e p t o m i c i n a ,  p e r m i t e  e ]  

c r e c i m i e n t o  de 18�/� de c e p a s, BacJ.11 us sphaer J. cus 

patógenas de m o s q u i t o s .  E s t a  i n h i b e  e l  c r e c i m i e n t o  

d e l  68Z de c e p a s, no patógenas de B a c i l l u s  

c.phaer .i cus. t H l  

CRISTAL DE Bacillus sphaericus: 

E l  c r i s t a l  de sphaericus 

p a r a l e l e p í p e d o ,  en l a  d e m o s t r a c i ó n  i n t e r i o r  y  

c  r  a  s.t a L í  n  a  ,  una e st r  u  c  t  u r  a  e n r e j a d a  con 

e s t r i a c i o n e s  de a l r e d e d o r  de 6 . 3  n m .  E l  c r i s t a l  es 

bordeado por una e n v o l t u r a  s i m i l a r  en a p a r i e n c i a  a l  

La r e l a c i ó n  e n t r e  e l  c r e c i m i e n t o ,  esporu- 

] a c i ó n ,  f o r m a c i ó n  de c r i s t a l  y  l a  t o x i c i d a d  p a r a  l a s  

1  arvas de mo squ i t o s. f u e  e: ,tudi a d a en 1 a s  c e p a s  1 5 9 3 ,  

2297 '/ 2::!,62. L a  f o r m a c i ó n  d e l  c  r  a  st  a  J  f u e  d e t e c t a d a  
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inmediatamente  después de l a  f o r m a c i ó n  d e l  septum 

por l a  c é l u l a  e s p o r u l a d a ,  c o r r e s p o n d i e n d o  a l  i n i c i o  

del  esta�io 1 1 1  en e l  c i c l o  de l a  e s p o r u l a c i ó n .  E s t a  

observación s u g i e r e  que e l  c r i s t a l  de B a c i l l u s  

spha.ericus es f o r mao o mas tempr-ano que e l  c r- i s t a l  de 

thL1r J·ngJ· ens.i !=· v a r i e d a d  t < u r s t a k i .  La  

t o x i c i d a d  a  l a s  l a r v a s  es p a r a l e l a  a  l a  a p a r i c i ó n  y  

d e s a r r o l l o  del  c r i s t a l .  L a s  p r o t e í n a s  51 
" 
, 4 2  KD 

están aus.eri t e s en l a  f a s e  e>( ponencia  1  d e l  

c r e c i m i e n t o  y  aparecen a  p  r  o  x  i  madamen te i g u a l e s  

TOXINAS Y TOXICIDAD:  

Los p r i n c i p a l e s  compuestos d e l  c r i s t a l  son .  ..., 

.,;.  

p r o t e í n a s  de 51 y 42 K D ,  n i n g u n a  p r o t e í n a  s o l a  es 

t ó x i c a  para  

t  o  x  í  c  í  d  a  d  ,  

l a  l a r v a  
'  

r e q u i e r e  ambas para  l a  

A l g u n a s  a  1  gas. Ci arrof i t a s  c o n t i e n e n  genes que  

c o d i f i c a n  1  c1S p r o t e í  n e s. t ó x i c a s  de Bac .i 1 1  us 

spha.ericus. l a s  a l g a s  han i n t e g r a d o  en su genoma y  

producen e l  c r i s t a l ,  e l  mo squ í  t o se a l i m e n t a  t a m b i é n  

de estas a l g a s .  y  s.e o b t i e n e  un buen r e s u l t a d o ,  l c1  

d i f e r e n c i a  se encuent 1 -c1  en que B a c i . l l u s  !:,phaeri·cus 

no c r e c e  en l o s  c a d á v e r e s ,  pero e l  e f e c t o  t ó x i c o  es 

e l  m i s m o ,  este t i p o  de t é c n i c a  puede =-er q u e  
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provoque un t i p o  de r e s i s t e n c i a ,  pero es una buena 

e s t r a t e g i a .  

No e x í s t en B.ac1."JJ1..1s sphaer.icus que sean t ó x i c o s  

para  Aedes, moderadamente 't ó x  í  cas  para  Anópheles, 

pero si t ó  x í  cos para especies  de C ú  l  e  x  ,  

La t o x i c i d a d  para l a r v a  está  asociado con una 

f r a c c i ó n  contenido  en e 1  c  r  í  s  t  a  L ,  < 3 1  

E l  a n á l i s i s  d e  genes de t o x i n a s  de 51 y 42 KDa 

de v a r i a s  cepas de B.ac1. "llus sphaer.icus r e ve L a  r  on l a  

e > ( i!:: ,tencia  de una f a m i l i a  de secuencias .  

r e l a c i o n a d a s ,  pero no es c l a r o  si estos genes están 

L o  c  a  L í  z  a  o  o  a  en e l  c,-omosorni3 o en J o s  ¡ : d á s m i d o s . 1 1 7 1  

MODO DE ACCJON: 

Durante  l a  i n g e s t i ó n  d e l  c r i s t a l  por l a  l a r v a  

d e }  mos.qu í  to es.tas. p r o t e í n a  de 51 y 42 l<Da son 

s o l u b i l i :z a d a s  en e l  i n t e s t i n o  m e d i o .  Los e s t u d i o s  

de m i c r o s c::: o p i a  e l e c t r ó n i c a  han i n d i c a d o  que l a s  

c é l u l a s  e p i t e l i a l e s  d e l  i n t e s t i n o  m e d i o  son e l  

b l a n c o  p r i m a r i o  de J a  t o x i n a .  L a  s o l u b i l i :z a c i ó n  de 

1 as. p r o t e í n a s  s.e dan por una c o m b i n a c i ó n  d e l  pH 

a l c a l i n o  y  p r o t e o l i s i s .  L a s  m o l é c u l a s  de a l t o  peso 

m o l e c u l a r  son p r o t ó x i c a s ,  l a  p r o t e o l i s i s  en e l  

i n t e s t i n o  m e d i o  p e r m i t e  su c o n v e r s i ó n  a  t o x i n a s  de 
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bajo peso m o l e c u l a r .  Las p r o t e í n a s  i n d i v i d u a l e s  son 

t ó x  í  c  a  s  cuando son usadas en huéspedes 

s u s c e p t i b l e s .  c , i  

O u i e r e  d e c i r  que estas proteínas .  que se 

encuentran en e l  c r i s t a l  se l i b e r a n  de é l ,  por e l  

a l  to pH del  a  n  t  e  st í  n o  d e l  hospedero,  rompen 1  as 

memt1r anas de 1 as c é l u l a s  epi  t e l  i  a  1  es de 1  m e s e n t e r o n ,  

hacen o r i f i c i o s  que s a l e n  del  mesenteron h a c i a  l a  

h e m o l i n i a ,  el  c o n t e n i d o  de ph sube y l o s  p a r a l i z a ,  

mata  a l  i n s e c t o  en cuestión de ho r a s , a veces.  en 

minutos  . •  

1 . 3  ECOLOGIA HABITATS DE Bac.i.llus thur.i.nq.i.ens.is y 

Bac.illus sphaer.i.cus: 

E l  p r i n c i p a l  h a b i t a t s  de Bac.illus thur1nq1 ·ensis y 

B a c i l l u s  sphaericus es e l  s u e l o  donde f o r m a n  p a r t e  de l a  

f  L o  r  a  ba  c  t  e  r  a  an a :zimé ,gena. i : 3 7 1  

T a m b i é n  e n c u e n t r a n  en aguas.  e s.t a rv c  e  c  e  s,  

e s p e c i a l m e n t e  B a c i l l u s  sphaericus,  e s t a t i e n e  una  g r a n  

v e n t a j a  en r e l a c i ó n  a  B a c i l l u s  thurinqiens.is pues e s t e  

puede r e p r o d u c i r s e  profusamente  en l o s  c a d á v e r e s  d e  l o s  

i n s e c t o s  muertos  y  en o t r o s  se m a n t i e n e  por m u c h o  t i e m p o  

por 
.-, 

..L 
,, 

I 
s i g u e n  s i e n d o  t  o  x  í  c  o  s  . .  ,  B a c 1 · 1 1 u s  

sphaericus r e s i s t e  a m b i e n t e s  muy c o n t a m i n a d o s  como aguas  

e  s.t an c e da  s  ,  c h a r c o s ,  l o d o ,  e t c . ,  rn  í  eri t r e s que B a c i l l u s  
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g e n e r - a l m e n t e  muer-e,  en estos n i c h o s  

e c o l ó g i c o s  s i e n d o  su h a b i t a t  mas. común e l  s u e l o  

l i g e r a m e n t e  húmedo y hojas  de p l a n t a s ,  de l a s  c u a l e s  se 

ha a i s l a d o  y a  a l g u n a s  cepas de e s t e  b a c i l o .  

S i n  duda l a  espora es l a  e s t r u c t u r a  que soporta 

temperaturas .  b a j o  c e r o  y  has .ta 1 2 1 ' ' C ,  t a m b i é n  l a s  

v a r i a c i o n e s .  d e l  e  1  ima  des.de e l  v e r a n o  hasta  e l  

1 . 4  PRODUCCION COMERCIAL y APLICACION DE Bacillus 

thurinqiens.is y Bacillus sphaericus: 

Los r-ea l i z ao os i n d i c a n  que e x i s t e 

d i f i c u l t a d  s i  se pretende e s t a b l e c e r  un m o d e l o  que 

r e l a c i o n e  l a  f o r m u l a c i ó n  de un m e d i o  de c u l t i v o ,  tiempo 

de e s p o r u l a c i ó n ,  tama�o d e l  c r i s t a l  y  n i v e l  ae costo  d e l  

b i o i n s e c t i c i d a �  d e b i d o  a  l a s  d i  fer-en tes fuentes  de 

Carbono y  de N i t r ó g e n o  probadas que  conducen a r e s u l t a d o s  

v a r i a d o s .  Por l o  a n t e r i o r ,  p o d r í a  d e c i r s e  que l a  m e j o r  

forma de i n d i c a r  e l  e s t a b l e c i m i e n t o  de un proceso para  l a  

o b t e n c i ó n  de este t i p o  de c o m p u e s t o s ,  es a través de l a  

s e l e c c i ó n  de cepas n a t i v a s  a  par-tit -  de s u e l o ,  l a r v a s  

e n f e r m a s  o  m u e r t a s ,  a i s l a d a s  de l a  r e g i ó n  en donde se 

desee a p l i c a r  e l  b i o i n s e c t i c i d a .  Un a s p e c t o  s i g n i f i c a t i v o  

es e l  d e s a r r o l l o  e x p e r i m e n t a l  que i m p l i c a  e l  e s t u d i o  d e l  

m i  c  r  o  o  r  q  a.ni s,T,o s e l e c c i o n a d o �  desde '  -  1 0  e t a p a  de su 
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a i s l a m i e n t o  y  r e q u e r i m i e n t o s  n u t r i c i o n a l e s ,  es d e c i r  l a  

formu 1 ación  de 1 medio de cu 1 t ivo que no invo 1  u  c r  e un 

b a l a n c e  entre ios i n g r e d i e n t e s  d e l  c a l d o  de f e r m e n t a c i ó n  

y  l a  composición q u í m i c a  d e l  m i c r o o r g a n i s m o ,  l o  c u a l ,  

habrá de c o n d u c i r  a  q u e ,  b a j o  l a s  c o n d i c i o n e s  mas 

apropiadas  de p r o p a g a c i ó n  y  formación  de l a  6 - e n d o t o x i n a ,  

e l  mi  c r o  o  r  q  ari i smo o f r e z c a  v a l o r e s  a l t o s  en l o s  

c o e f i c i e n t e s  de r e n d i m i e n t o  (gramos de c é l u l a s / g r a m o  de 

s u s t r a t o ,  k i l o  c a l o r í a s / g r a m o  de b i o m a s a ,  gramos de 

b .í  orne a a z q  r  e  mo de o x í g e n o ,  e t c . ) .  Una vez  d e f i n i d o  e l  

medio mas apropiado sobre e l  c u a l  l a  cepa presente una 

mejor t o x i c i d a d  en l o s  bioensayos a  n i v e l  de l a b o r a t o r i o  

e l  i n s e c t o  b l a n c o ,  es n e c e s a r- i o  un diser,O 

e x p e r i m e n t a l ,  a  n i v e l  de f e r m e n t a d o r- ,  e l  c u a l  depende de 

l a s  f a c i l i d a d e s  que e x i s t a n ,  p o d r í a  v a r i a r  en c a p a c i d a d ,  

e t c .  

E l  campo de l a  b i o t e c n o l o g í a  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de 

b i o i n s e c t i c i d a s ,  es a m p l i o  y  nuevo en n u e s t r o  p a í s ,  y  mas 

en n u e s t r a  C i u d a d ,  a  pesar que e s t e  t i p o  de  

compuestos se p r o d u c e  y a  a  e s c a l a  i n d u s t r i a l  en o t r o s  

p a í s e s .  Se c on s í  der a que es t ,astan te 1  o que :=:.e puede 

m e j o r a r  si =·e e s t a b l e c e  e!::,te c o n c e p t o  p e n s a n d o  en e l  

d e s a r- r o l l o  t e c n o l ó g i c o  de ri u  e s.t r a C i u d a d  y  por- ende 

d e l  P a í s ,  d e b i d o  a  c u a t r o  f a c t o r e s  p r i n c i p a l e s :  

1 9  Ii.i v e r eí d ao de t i p o s  de c u L tív  o  s.  que p r- o d u c i m o s .  
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I n s e c t o s  p l a g a  de i m p o r t a n c i a  l o c a l  y  n a c i o n a l  .  

-:ro 
·-·- 

D i f e r e n t e s  tipos .  de m a t e r i a s  p r i m a s  p a r a  l a  

f o r m u l a c i ó n  de m e d i o s .  

4Q Ha b í  t a t  de a p l i c a c i ó n  de diversos c l i m a s  y  

c o n d i c i o n e s  y  o f r e c i e n d o  por ú l t i m o  e l  c o n t r o l  

m i c r o b i o l ó g i c o  

b i o i n s e c t i c i d a s .  

de .í n s.e c t o a p l a g a  usando 

E x  í  s t  en muchos p r o d u c t o s  c o m e r c i a l e s  a  base de 

B a c 1. · 1 1 u s  t.hur1.·nq1.·ens1.·s, l a  m a y o r í a  a  b  a  s.e de l a  v a r i e d a d  

Kurs .tak .í  ,  c o m o :  D i p e l ,  B i o b i t ,  B a c t o s p e i n e ,  C o n d o r ,  

Cu t L a  s  s, , L a r v a  B t .  En 1 9 7 7 ,  fue  d e t e r m i n a d o  que B a c 1. · 1 1 u s  

thurinqiens1.·s es g e n e r a l m e n t e  a c t i v o  c  ori  t  r  e  la r -vas de 

Le p.í o ó p  t  e  r  o  s . ,  r e c i e n t e s ,  d e s c u b r  i  mi  en tos en Is . rae  1  d e l  

a  í  s . L a m  í  eri t o de una c e p a  de B a c i l l u s  t .hur1.·nq1.·ensis con 

a l t o s .  n i v e l e s .  de  t  ox i  c  í  d ao para  l a r v a s  de mosquitos .  y  

mo sc es , pero no a c t i v o s, p a r a  p l a g a s  de g u s a n o s ,  s i r v i e r a n  

de bas .e p a r a  i a  p r o d u c c i ó n  c o m e r c i a l  de 

thurinq1.·ens1.·s que c o n t r - o l a  d i v e r s a  v a r i e d a d  de m o s c a s ,  en 

1 9 8 7 .  E l  d e s c u b r i m i e n t o ,  en 1983 y 1985' de a i s l a m i e n t o  

de v a r i e d a d  San D i e g o ,  e x p a n d i ó  e l  p o t e n c i a l  c o m e r c i a l  de 

B a c 1. J l u s  thurinq1.·ens1.·s,  f i n a l m e n t e  en 1 9 9 0 ,  a  p  r  otaa r or, 

regul  a t ·mente 1  a  m a n i p u l a c i ó n  g e n é t i c a ,  rnu e r t e , 

b i o i n g e n i e r í a  de p r o d u c t o s  a  base de l a  6 - e n d o t o x i n a  de 
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L a  p r o d u c c i ó n  de Bac1. ·11us sphaer 1.· cus con una 

r e t e n c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  i n s e c t i c i d a ,  estuvo a r c h i v a d o ,  

pues este e:, mas d e l i c a d o  que en e l  caso de Bac1. ·11us 

thuringiensis.  La composición d e l  m e d i o ,  l a s  c o n d i c i o n e s  

d e l  c u l t i v o  d u r a n t e  l a  e  spo r u l e c í  ó n  son f a c t o r e s  que 

t i e n e n  gran i n f l u e n c i a  en el  p o t e n c i a l  i n s e c t i c i d a  de un 

p r o c e s o  de f e r m e n t a c i ó n .  

E l  d  e  s.c u b r L m  í  eri t o de B a c 1. · 1 1 u s  sphaericus p a r a  e l  uso 

en campo está i n v e s t i g a d o  y  c o o r d i n a d a  por l a  

O r g a n i z a c i ó n  M u n d i a l  de l a  � ; a J u d  ( W H O ) .  P r o d u c c i ó n  de 

p 0 } \ / 0  e x  pe r í  men t e I en v a r i o s  L a  bo r a t o r a o s. e:,tán 

constantemente eva 1 u a o a s, en e l  mundo,  o  ns.e rvarrd o  que 

cepas de Bac 1.· 1 1  us sphaer i cus s.ori 1 a base como s .egunda 

o p c i ó n  como l  e r v i c i d a p a r a  e l  c  on t r o I ,je v e c t o r e s  de 

1 . 6  BIOINSECTICIDAS CONTRA VECTORES HUMANOS: 

E x i s t e  e v i d e n c i a  que en l a  p r i m e r a  prueba de c ampo 

de se e n c o n t 1 - ó  p o t e n c i a l  

l a r v i c i d a  c o n t r a  v e c t o r e s  de i n f e c c i o n e s  h u m a n a s ;  s i e n d o  

J  a  cepa de Bac1. ·11us t .hur1. ·ng .ien.s.isvariedad I s r- a e 1 e n s i s .  l a  

que d e m o s t r- ó  más e f i c a c i a ,  es por e st a r a z ón que 

L n  s  t  r  t  u  c  i  on e s c i eri t r t í  c a s. come, l a  O r g a n i z a c i ó n  M u n d i a l  de  

l a  S a l u d  e  I n d u s t r i a s  p r i v a d a s  prc imueven e l  d e s a , - r o l  l o  
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con Ba c i J Jus t hur ingi ens i s 

v a r i e d a d  J s r a e l e n s i s ,  con e s p e c i a l  énf asi =· en l a s  

candi  c i o n e s  de f e r m e n t a c i ó n  1  o c a l  �1 en pr e pe r a c í  orie s 

come r c í  a l es, p r ctíu c í  de s por B i o c h e i n  L t d .  L a b o r a t o r i o s  

Abbot t y Sando2 L  t d .  E  1  p r o g r a m a  más i m p r e s i o n a n t e  de 

pr ocru c c í  ó n  a  g r a n  e s c a l a  usando B a c i l l u s  tnucuuüsusus. 

v a r i e d a d  I s r a e l e n s i s  fue en A f r i c a  en 1 9 8 4 ,  v a r i o s  

e  i  en t oa de m i l  es. de l i t  ros d e l  p r o d u c t o  f u e r o n  u s.ac o s 

p a r a  e l  c o n t r o l  de SmudJ.um damno:E.J·on ( m o s c a  n e g r a )  e l  

v e c t ci r  de O n c o c e r c o s i s ,  en un área g r a n d e  en donde este 

.í  n  se  c  t  o  d e s a r r o l l a  r  e  sí  s t e n c i  a  a  l o s  i n s e c t i c i d a s  

q u í m i c o s .  La e f i c a c i a  d e l  i n =: , e c t i c i d a  b a c t e r i a n o  fue 

e;-i c e  l e n t e .  ( 1 '3 )  

N u e s t r o  país ,  p r e s e n t a  i n f e c c i o n e s  t  r  op í  c a L e  s  •  

M a l a r i a ,  F i e b r e  a m a r i l l a ,  e t c .  ,  t r a n s m i t i d a s  pDr 

Anóphe l  e s ,  Aedes y o t r o s, que son s u s c e p t i b l e s  de c o n t  ro 1  

con B a c J . J l u s  thurinq:iensJ·s, p e r o ,  p a r a  obtener  buenos 

r e s u l t a d o s ,  e l  i n s e c t i c i d a  b a c t e r i a n o  debe ser a i s l a d o ,  

p r o b a d ci ,  p r o d u c i d o  y  usados en p r o g r a m a s  de c o n t r o l ,  como 

<:,e na e e en o t r o s p a í s e s .  1 1
ª '  

E l  s  e  r  o  t  í  po H - 1 4  de Bac.1 ·11us thurinq.1.·ens.is es c a p a z 

de m a t a �  l a r v a s  de Aedes a e q y p t i  en menos de 1 5  m i n u t o s .  

v e c t o r  de l a  f i e b r e  a m a r i l l a  'I 
J 

e l  d e n g u e  h e m o r r á g i c o  

f e b r i l .  J g u a l m e n t e  es e f e c t i v o  por l o  menos c o n t r a  l a r v a s  

de 6 e s p e c i e = ·  de mo s.q u i t.o  e  ,  r  n  c  L u  so  Anópheles stephensis, 
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i m p o r t a n t e  v e c t o r  de l a  M a l a r i a ,  t e n i e n d o  l a  v e n t a j a  de 

no a f e c t a r  otros aspectos  a m b i e n t a l e s  n i  ser d a � i n o  p a r a  

e  i  set"" humano. n21 

Se han comprobado que c i e r t a s  cepas de BacJ· 1 Jus 

sphaer i cus son 1 i g e r a m e n t e  p a t ó g e n a s  a  c a u s a n t e s  de 

e n f e r m e d a d e s ,  en l a r v a s  de m o s q u i t o s .  La  más i m p o r t a n t e  

de e l l a s  es l a  cepa 1 5 9 3  que ha s i d o  p r o d u c i d a  e : �peri-  

m e n t a l m e n t e  por l a  i n d u s t r i a  i  e v a l u a d a  en e l  c a m p o .  < J >  

BacJ.J 'lus d i f i e r e  de BacJ· 1 l u s  

sphaerJ·cus en l a  ri a  t u r a l  e z e de sus t o x i n a s, y e l  r  e  no o de 

ho== .pedero.  En g e n e r a l ,  BacJ .llus sphaerJ·cus es. más a c t i v o  

c o n t r a  C ú l e x  y  A n ó p h e l e s  s p p .  y  poco a c t i v o  c o n t r a  Aedes 

=·PP • , en c a m b i o  Baci J Jus v a r i e d a d  

i s r a e l e n s , i s  es más a c t i v o  c o n t r a  Aedes y  C ú  l  e  x  = · P P ·  y  

menos a c t i v o  c o n t r a  A n ó p h e l e s  s p p . ,  este es más a c t i v o  

c  on t r a mos .cas negras .  que Baci  1 1  us  sphaer  i  c u s .  



MATERIALES Y METODOS 

2 . 1  Materiales:  

A .  Material B i o l ó g i c o :  

Cepas standard  o b t e n i d a s  d e l  D e p a r t a m e n t o  de 

M i c r o b i o l o g i a  e  I n m u n o l o g í a  de l a  U n i v e r s i d a d  

de t.Jester-n On t a r a o , H e a l t h  Sciences C e n t r e .  

London O n t a r i o  NGASCL. CANADA.  

B a c .i l l u s  thur-.inq .  .iens.is v a r .  I s r a e l e n s i s  H - 1 4 .  

B a c .i l l u s  thur.inq.iens.is v a r .  K u r s t a k i  H D - 1 .  

B a c .i l l u s  sphaer.icus 8 4 2 9 1 .  

B .  Material de V i d r i o :  

06 Matraces 100 m i .  

05  M a t r a c e s  250 m l .  
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02 M a t r a c e s  500 m l .  

01 Probeta soo m l  .  1 0 / 1  

60 P l a c a s .  P e t r i  1 5  >C 100 mm.  

30 Tut,os de Prueba e / t a p a  r o s c a  1  o >t 75 mm .  

30 Tubos. de Prueba 1 6  x  1 5 0  mm.  

30 Tubos de Prueba 1 -:r  X  100 m m .  
·-· 

:,O Tubos de Prueba 1  o >( 75 m m .  

O:, P i p e t a s  S e r o l ó g i c a s  1 0  m l  •  

05 P i p e t a s  S e r o l ó g i c a s  05 rn  I  .  

1 o Pi petas. Se r o l  ógi ca!=, 01 m l  .  

1  o E s p á t u l a s  de D r i g a l s k y  

04 F r a s c o s  Goteros 30 m l . 

10 D o c .  L á m i n a s  Portaobjetos 

1 0  D o c .  L a m i n i l l a s  C u b r e o b j e t o s  

C .  Reactivos: 

F o s f a t o  d i s ó d i c o  h i d r o g e n a d o  

F o s f a t o  de p o t a s i o  d i h i d r o g e n a d o  

C l o r u r o  de S o d i o  

� ;ul f a t o  de Magnesio 

H i d r ó x i d o  de Sodio  

H i d r ó x i d o  de Potasio  

P e r ó x i d o  de H i d r ó g e n o  

A c i d o  C l o r h í d r i c o  

A l c o h o l  E t í l i c o  

A l p h a  N a f t o l  

C r e a t i n a  
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P h e n i l  A l a n i n a  

E s t r e p t o m i c i n a  S u l f a t o  

A c e i t e  de Cedro 

X i l o l  

C r - istal  ' v i o l e t a  

Rojo  de Fenol  

D .  Medios de C u l t i v o :  

E x t r a c t o  de Levadura 

E x t r a c t o  de Carne 

Peptona de Carne 

Peptona de C a s e í n a  

Tr ip·tona 

L - A r g i n i n a  

B i o t i n a  

Ti  amina  

G l u c o s a  

Agar--Agar 

E .  Otros: 

P a p e l  F i l t r o  

F i l t r o  de Membrana 

Papel  !< r a f t  

G r a d i l l a s  x  24 e s p a c i o  

A l g o d ó n  H i d r ó f i l o  

Gasa 

Asa de Siembr -a  

E s p á t u l a s  
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4 . 2  Métodos: 

A .  Toma de Muestra: 

Se tomaron muestras  a p r o x i m a d a m e n t e  100 

g r .  de s u e l o  procedentes  de d i f e r e n t e s  áreas 

g e o g r á f i c a s  de Huamanga y Huanta ( T a b l a  1 ) ,  en 

b o l s a s  de p o l i e t i l e n o  y  l a s  m u e s t r a s  de agua 

en f r a s c o s  e s t é r i l e s  de 250 m l .  "SCHOTT DURAN" 

'I 
; 

se anotaron 1  o  s  d a t o s  de muestreo  en 

r e s p e c t i v a s  f i c h a s .  Se t r a s l a d a r o n  a l  

l a b o r a t o r i o  p a r a  su p r o c e s a m i e n t o ,  l a s  

muestrcis  de agua g u a r d a r o n  a  b a j a s  

t e m p e r a t u r c1 s .  

B .  Aislamiento e  I d e n t i f i c a c i ó n  M i c r o s c ó p i c a :  

Se pesó 1 g r .  de  s u e l o  y  se c o l o c ó  en 9 

m l .  de s o l u c i ó n  s.a l a n a , se d e c a n t ó  o  

c e n t r i f u g ó  a  1 5 0 0  r p m .  por c i n c o  m i n u t o s .  

Se t r a s b a s ó  e l  s o b r e n a d a n t e  y  se s o m e t i ó  

a  Ba�o M a r i a  a  B O D C  por 1 0  m i n u t o s ,  l u e g o  

se c o l o c a r o n  en agua f r i a ,  este 

c o n s t i t u y e  l a  d i l u c i ó n  1 0 - 1 .  P a r a  

mue st r e s de agua a p a r t e  se f i 1 t r a r on con 

un f i l t r o  de membrana  de 0.4 .? ,  u de 

p o r o s i d a d  " M J L L J P [ I R S " ,  l u e g o  =·E' c o l o c ó  l o  
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f i l t r a d o  en un tubo con s o l u c i ó n  s a l i n a  y  

se incubar-on a. 8 0 ., C  por- 10 m i n u t o s ,  se 

colocó 1  m i ,  d e l  f i l t r a c o  en un tubo con 

9 m i .  de s o l u c i ó n  s a l i n a  para c o n s t i t u i r  

l a  d i  l u c i ó n  1 0 - 1 .  Luego se efectuaron 

d i l u c i o n e s  en s o l u c i ó n  s a l i n a  hasta 10-4 

en ambos c a s o s .  

Se sembraron l a s  d i l u c i o n e s  10-3 y 10-4 

por i n c o r p o r a c i ó n  en p l a c a s  p e t r i  con 

Agar Nu t r a c í  o y en Agar- S e l e c t i v o  BATS 

para  B a c i l l u s  sphaer1.·cus c o i o c a n d o  0 . 1  

m l .  de d i l u c i ó n  en cada  p l a c a  y  e s p a r c i r  

con una e s p á t u l a  de D r i g a l s k y .  

S i m u l t á n e a m e n t e  se semorará  l  m l .  de  l a  

d i l u c i ó n  10-0 er, C a l d o  A c e t a t o  par-a. e l  

e n r i q u e c i m i e n t o  de B a c i l l u s .  

R e a l i z a r-  l a  o  b  s  e  r  v  e  c  í  óri m í  c r-o s c ó  p  í  c  e  a  

inmersión y  luego  t e � i r  l a s  l á m i n a s  con 

C r i s t a l  V i o l e t a ,  l o c a l i z a n d o  e  s  po r e s y 

c r a s t a L e -s  t í p i c o s .  '3e e f e c t u a r o n  

compar -aciones cor, e l  y  se 

for-mar-on  c e p a r i o s  en Agar  N u t r i c i o  de l a s  

muestras c o n s i d e r a d a s  p o s i t i v a s .  
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C .  Recuento de Mesófilos Aerobios V i a b l e s :  

C o l o c a r  1 0  gr de s .uelo  o  1 0  m l .  de agua 

en--90 m l .  de s o l u c i ó n  sa  l  a  n  a  p e p t o n a d a ,  

l o  c u a l  c o n s t i t u y e  l a  d i l u c i ó n  1 0 - 1 .  

Se e f e c t u a r o n  d i l u c i o n e s  c o l o c a n d o  1  

m l .  de l a  d i l u c i ó n  a n t e r i o r  en 9 m l .  de 

S,O) U C  i  ón s a l i n a  peptonada hasta  l a  

d i l u c i ó n  l ú - 6 .  

Se siembra  en p l a c a s  1  ml  .  de  l a s  

d i l u c i o n e s  1 0 - 5  y  1 0 - 6  en Agar N u t r i c i o  y  

Agar de recuento  de c o l o n i a s  (  A P C ) .  Se 

inc "uban a 37' 'C por 24 o 48 horas y  se 

e f e c t ó a  e l  r e c u e n t o  de m e s ó f i l o s  a e r o b i o s  

v i a b l e s .  

D .  I  den ti f i cación B i o q u í m i c a :  P a r a  l a  d i  f  eren- 

c i a c i ó n  de l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  s e l e c c i o n a d o s  

se e f e c t u a r o n  1  as s .igui  entes p  r  u  e  b  a-se 

Cata l a s a :  

Esta  prueba i n d i c a  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  de 

co 
;: 

V 
I 

en p r e s e n c i a  de Peró;, ;  i d o  de 

H i d r ó g e n o .  

P r o c e d i m i e n t o :  H a c e r  e l  c u l t i v o  en c a l d o  
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N u t r i c i o  e  i n c u b a r  a  37 C por 48 horas.  

Luego agregar  O .  5  ml  •  de pe r ox í  do de 

Hidrógeno  y  observar l a  i o r m a c i ó n  de g a s .  

R e a c c i ó n  de Voges. P r o s k a u e r :  A l g u n o s  

b a c i l o s  producen A c e t i l  M e t i l  C a r b i n o l  y  

que en presencia  de un r e a c t i v o  que 

contiene NaOH a l  40í'� y a l f a - n a f t o l  con 

c r e a t i n a .  La prueba p o s i t i v a  se r e v e l a  

m e d i a n t e  una c o l o r a c i ó n  r o j a  después de 

30 a 60 minutos a temperatura a m b i e n t e .  

P r -ocedimiento:  Se r e a l i z a n  c u l t i v o s  por 

d u p ] i c a d o  en c a l d o  MR-VP y se i n c u b a n  a  

3 7 ª C  por 48 h o r a s .  

Se a q r e q a e i  r e a c t i v o  Voges 

Prosk  auer y  s.e observa  1  a  f o r m a c i ó n  de 

c o l o r  r o j o  o  r  o  s.a d o a l  cabo de 30 o 60 

m i n u t o s  . .  Si el  r e s u l t a d o  es n e g a t i v o  

r e a l i :z a r  l a  prueba después de 7 d í a s .  

F e r m e n t a c i ó n  de G l u c o s a :  L a  u t i l i :z a c i ó n  

de G l u c o s a  se e v i d e n c i a  por e l  v i r a j e  d e l  

i n d i c a d o r  r o j o  de f e n a l .  

P r o c e d i m i e n t o :  · S e  r  e  a  l  í  z  an c u l t i v o s  en 

Agar-  G l u c o s a d o  R o j o  de F e n o l  y  se i n c u b a n  
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a 3 7 º C  por 48 h o r a s ,  luego de este tiempo 

observar e l  cambio de c o l o r  rosado a 

pu r pur-a , En algunos casos e-s i"'n?cesat- io 

esperar hasta 1 5  d í a s .  

H i d r ó l i s i s  de C a s e í n a :  Debido  a  que l a  

l e c h e  es un e x c e l e n t e  medio  de c u l t i v o ,  

s e  u t i l i z a  d i f e r e n c i a r  

m i c r o o r g a n i s m o s ,  basándose er, l a  

fermentación  de l a c t o s a ,  c a s e o l i s i s  y  por 

l a s  propiedades de c o a g u l a r  l a  c a s e í n a ,  

que se e v i d e n c i a n  con e l  a c l a r a m i e n t o  d e l  

m e d i o .  

P r o c e d i m i e n t o :  Se i n o c u l a n  l a s  muestras  

en A g a r  l e c h e  por e <:: . t , - i a d o ,  i n c u b a r  a  

::' ,7' 'C,  e > t a m i n :.=t r  de<::.pué<::, d e  7  a  1 4  d í a <:: .  e l  

a c l a r a m i e n t o  d e l  m e d i o ,  en a l g u n o s  c a s o s  

hay n e c e s i d a d  de e s p e r a r  h a s t a  2 1  d í a s .  

P,-ueba de L e c i t i n a :  E l  c a l d o  y e m a  d e  

huevo es un medio que p e r m i t e  d i f e r e n c i a r  

a  los  e s p e c i a l m e n t e  

b a c i l o s  g r a m  p o s i t i v o s ,  e i  componer, te 

l i p o p r o t e i c o  d e l  huevo m e z c l a d o  con a g u a  

d e s t i l a d a ,  es degr -adado por- una  e n z i m a  

l l a m a d a  L e c i t i n a s a .  



4 1  

P r o c e d i m i e n t o :  �;e i n o c u l a  e l  c a l d o  yema 

de huevo con 2-.3 asadas .  d e l  m i c r- o -  

organismo t e s t i g o ,  i n c u b a r-  a  3 7 ' ' C ,  se 

observa después de 1 ,  -:r  

· - · '  
7 y 1 4  d í a s  

l a  a p a r i c i ó n  de un p r e c i p i t a d o  b l a n c o  en 

l a  s u p e r f i c i e  d e l  medio y  e l  a c l a r- a m i e n -  

to de é s t e ,  l o  c u a l  i n d i c a  l a  h i d r ó l i s i s .  

de l a  l e c i t i n a  de yema de huevo.  

Prueba de F e n i l  A l a n i n a :  A l g u n o s  

m i c r o o r g a n i s m o s  son capaces de d e s a m i n a r  

l a  f e n i l  a l a n i n a  c o n v i r t i é n d o l o  en á c i d o  

f e n i l  p  í  r  uv  í  c.o , que se e v i d e n c i a  por- e l  

cambio de colo r -  a l  agregar-  a l  c u l t i v o  

C l o r u r o  F é r r i c o  a l  1 0 % .  

P r o c e d i m i e n t o :  Se i n o c u l a  c u l t i v o s  de l o s  

mi c r o o r q ari i s.mos. en prueba por dup 1  i  cado 

en Agar F e n i l  A l a n i n a  por- 7 d í a s  a  3 7 " C ,  

l u e g o  se c o l o c a  4  o  5  g o t a s  de s o l u c i ó n  

de C l o r u r o  F é r r- i c o  a l  1 0 % ,  a  l o s  c u l t i v o s  

y  se obser-va l a  a p a r- i c i ó n  de un c o l o r  

verde e s m e r a l d a  que i n d i c a  p o s i t i v i d a d  de 

l a  p r u e b a .  



RESULTADOS Y DISCUSION 

Se t r a b a j ó  un t o t a l  de 63 m u e s t r a s ,  de l a s  c u a l e s  39 

fueron de s u e l o  y  24 de a g u a ,  se a i s l a r o n  537 c o l o n i a s  

sospechosas de B a c i l l u s  c o n f i r m a d o s  por o b s e r v a c i ó n  

m i c r o s c ó p i c a ,  de l a s  c u a l e s  s o l a m e n t e  6  se r e f e r í a n  a  l a s  

especies 

r e s u l t a d o s :  

b u s c a d a s ,  obteniéndose l o s  s i g u i e n t e s  
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TABLA N º l :  LUGARES DE MUESTREO 

1 1 -  ORIGEN 1 N• DE MUESTRA TIPO DE MUESTRA 

Oí  T i e r r a  de J.;,.rd ín Alameda-Hga .  

(1:::' T i e r · r a  CU 1 t Í VIJ a l f ,... l f .;,  Hue t¿¡_ ta .s-Hg.;, . •  
- �  

0.3 Tien-a c u l t i v o  Quinva.  Hu.a ta. t a s - H g a .  

04 T í  er r a c u l t i v o  
,,,, . .  H u y u h u i l c a - H t a .  n .1. 1 Z  

() :i T i e r r a  c u l t i v o  T r i g o  Huyu nu i 1 c a - H í  e  •  

(l6 Tien·¿¡_ C v l t i v o  Ma.i z S o c o s c o c h a . - H t a .  

07  Agua. r í  echue l o H v n t u l i c h a c c - H t a .  

08 Agv«. m «. n a n t i a l  H u. n t u l i c h a c c - H t a .  

09 A9uiii. de r í o  Hv:tvhu.i l c a - H t .;.  . .  

1 0  Agua de r í o  H u a t a t a s - H g a .  

1 1  Agua de e s t a n q u e  Huida t a s - H g a .  

12  Agua de r í o  S o c o s c o c h a - H t a .  

1 3  Agua de r i a c h u . e i o  H u. a. m a n g a  

14  T í  e  r  r  a  de j a r d í  n Huamanga  

1  c.  I  í  e r  r  s  Huamilnga ,, 

1 
1 6  T i e r r c1  de j a r d í n  Hu amarHJ c1 

1 7  T i e r r ii  c u l t i v o  T r i g o  Huam,rngi4 

.  ,.,  Tierr ·a  de j  «. r d  í  n  Qu . inu« r  o  

19  Tierr¿¡ _  c u l t i v o  Ar·ve j a Qu.inu¿¡, 

20 íierr.;. .  War-i 

2 1  T i e r r ¿, _  c u l t i v o  f1¿,_ í z Huamanga  

22 T í  e  r  r  a  Huamang.;. 

23 T i e r r a  c u l t i v o  M a í z  Huamangc1  

24 T i e r r a  j ¿,_ r d í n  de P l a z a  Hu amanq a  �  
2�· L í  e  r  r  a  c u l t i v o  f  r  u  t  ... Q u i n u a  

1  
26 T i e r r a  c u l t i v o  Tr i o o Huamang.;, .  

':' 7  T i e r r a  c u l t i v o  Fr·uta H u a m a n g a  L I  

28 T i e r r a  cu í t í vo f1a í z Huamanqa 

-�·Q T í  er r a de j ,;,r·d ín  A l a m e d a - H g a .  L ,  

30 T i e r r a  c u l t i v o  H o r t a l i z a s  A l  a .meda-Hg¿,, .  

31  T i e r r a  de runa  les H u a t a t a s - H g a .  

1  
7 7  f i e r r a  campo a b i e r t o  Hu.a ta  t a s - H g a .  .J �  

Hu11. t_¿¡_ t� .s-Hga.  
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w DE MUESTRA TIPO DE MUESTRA ORIGEN 

..,..,. 
T í  e  r  r  «  de .J.;, .rdín M..;, .qd.;,len.;. .-Hgct.  •.h! 

34 T ierr«.  j a r d í n  1 1.;, . gd.;, . lenct-Hgct.  
7 C  T ierra  c u l t i v o  11a í z Hu ay t e p a m p  e.-Hq e  •  ,J J. 

36 l í er r a r í  ber a de r í o  Huaytapampa-Hga .  

7 7  T i e r r a  bosque E u c a l i p t o  ,- . .  -  M e l c h o r - H g a .  ,J '  .:>et. t i  

38 T ierra  campo a b i e r t o  To t o r í  L l  a-Hq  a  ,  

7Q T í  err a acequ i.;:  seca. S a n t a  E l e n a - H g a .  ,J '  

40 Agu.;,, est.;,,nc.;, .d.;,,  Huaytapampa-Hga .  

41  Agu,.-. r í  be r s de r í o  Hu.;..y t.;, pa.mp¿¡ -Hq .;._. 

q·..., Agua de r í o  Huaytapampa-Hga .  e:  

'13 Agua de r i O  A l a m e d a - H g a .  

44 Agu.;,. es t..,.-.n cad.;,  A l  .;,.med 11. -Hg o1 .  

45 Agu.a. .;, .cequioi. i r r i g 11. e i ó n  San l1el ctio r  -Hqe .  

46 Agua de r í o  H u a t a t a s - H g a .  

q7 Agua t"Í o e s t a n c a d o  Lo t  or i  l  l  a-Hc a ,  

48 Agua de r í o  T o t o r i l l a - H g  .. .  

'19 Agua e s i a n c a d a  r1u_n1 r i n  a-Hq  a  .  

50 Agua de r í o  l' l u y u r i n a - H g a .  

e '  Agu.;.. de F i cl . c h u e l o  Muy1..n· i n  o1  -Hg « . •  ·.·'.l 

e ..,  Aq1u es t .;, n c .;, d .;,  C h .;, . c c o - H g -1. .  ._.IL 

c v- Aqu .  .;,  .  de t- í o C h .;,, c c o - H g o1 .  •  _J.,_J 

e,, Agua. r i be r a de r· í o C h a. c c o - H g a .  "''t 

55 Agua  de r i a c h u e l o  C h a c c o - H g a .  

56 Agua de r  Í  D  C h i\ c c o - H g a .  

57  T i e r r .;.,  c v l t i v o  l.;,.n.;, ho r i «. C h ¿¡ c c o - H g .;,  . •  

58 T i e r r .;,  cu l t í  vo Col  C h .;, . c i : o - H g .;. .  

C Q  T í  e  r  r  e  c u l t i v o  A l f a l f .;, .  C h c1 c c o - H 9 .;, ,  
"° '  
60 T i e r r a  c u l t i v o  A p i o  M u y u r · i n a - H g .;, .  

6 1  l  í  er r a c u l t i v o  C e b o l l a  Muyur in ,;.,-Hg.�  . •  

62 T i e r r .;,  c u l t i v o  rla í z M u y u r i n c1 - H g .;. .  

63 l í  e r r a c u l t i v o  Papa M u y u r i n a - H g a .  

Muchos estudio: ,os ( T r- a v e r- s ,  1 9 8 7 ) ,  han a i s J a d o  

por gramo de s u e l o ,  e x i s t i e n d o  m u c h o s  métodos de 



45 

a i s l a m i e n t o ,  siempre se debe tener en cuenta l a  e c o l o g í a  

m i c r o b i a n a ,  e s p e c i a l m e n t e  de un r a d i o  considerado a l  

rededor de donde se toma l a  m u e s t r a ;  en e l  presente 

Cuadro se i n d i c a  l o s  lugares  de muestreo escogidos a l  

a z a r  con l a  f i n a l i d a d  de saber c u a l e s  son l a s  c o n d i c i o n e s  

en l a s  que podrían  encontrarse d i c h a s  b a c t e r i a s ,  sabiendo 

que nuestra  región es en g e n e r a l ,  de un c l i m a  t e m p l a d o  y  

seco de l o s  v a l l e s  i n t e r  a n d i n o s ,  c á l i d o  y  húmedo en l a  

c e j a  de s e l v a  y  f r í o  seco en l a s  punas,  e s t a c i ó n  l  de 

l l u v i a s ,  de D i c i e m b r e  a  M a r z o ;  e s t a c i ó n  l l :  i n t e r m e d i a ,  

A b r i l ,  M a y o i  Octubre y  N o v i e m b r e ;  e s t a c i ó n  l l l :  de Secano 

de J u n i o  a  S e t i e m b r e ,  que de a l g u n a  forma  no favorecen e l  

d e s a r r o l l o  de estas b a c t e r i a s  ( T r a v e r s ,  1 9 8 7 ) .  

De otro l a d o  o  t  r  o  s  autores c o i n c i d e n  en que e l  

método de a i s l a m i e n t o  de esta=:, b a c t e r a e e más 

s a t i s f a c t o r i o  si se r e a l i z a n  de insectos  muertos o en 

áreas con a l t o  n i v e l  de i n f e s t a c i ó n  de i n s e c t o s ,  pero s i n  

embargo e x i s t e n  otros como W i n o g r a d s k y  que asegura  que e l  

p r i n c i p a l  h a b i t a t  de l a  m a y o r í a  de e s p e c i e s  de b a c i l o s  es 

e l  s u e l o  donde se encuentra  l a  mayor  parte de l a  f l o r a  

b a c t e r i a l ,  c o i n c i d i e n d o  con este y  muchos otros 

e s t u d i o s o s ,  se ha v i s t o  por conveniente r e a l i z a r  l a  mayor 

c a n t i d a d  de tomas de muestras de s u e l o s ,  pues e x i s t e  l a  

mayor p r o b a b i l i d a d  de a i s l a r  e s t a s  b a c t e r i a s  además de l a  

-f a c i l i d a d  de mu e st r ea r  s u e l o s  y  no así  i n s e c t o s  mu e r t o s. 
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TABLA N•2:  RESULTADO DE PRUEBAS BIOOU1M1CAS DE CEPAS 

NATIVAS SELECCIONADAS 

CEPAS PRUEBAS BJOOOl"JCAS 

I CATAI..ASA flR-YP GLUCOSA CASEIMA LEClTINA FEIHL OBSERYAC IONES 1 Al.MINA 

B. sphaericus (84c! + - - - - t CULTIVO HORTALIZAS- 

HTAS 

L sphaer i cus (79) + - - - - + CULTIVO HORTAL[lAS- 

HTAS 

L sphr1er ir:us (80) + - - + - + RrBERA DE RCO 

HUAHAPAffPA 

B. thuringiensis (54 1  + - +  +  - - TIERRA DE ACEGurn 

SfA. ELE«A 

B. thuringiensis (SS )  +  - t  + - - fIERRA DE ACEOUIA 

STA. ELENA 

L thuringiensis (e- t - t t - - T I E R R A  J ARO  I N  

1 )  ALANEOA 

L sphr1ericus (st , l + - - - - t CEPA STANDARD. 

s: t hurinaiens i s  t  -  +  t  -  -  CEPA. STANDARD 

(s t .  J  

Los t r a b a j o s  de S m i t h  ( 1 9 8 7 ) ,  son l a  base de l o s  

e:�ámenes de c a r a c t e r i z a c i ó n  d i f e r e n c i a l ,  s i e n d o  n e c e s a r i o  

l a  e j e c u c i ó n  de e s t a s .  Los primeros estudios  de t a x o n o m í a  

de l a  f o r m a c i ó n  de l a  endospora fueron i d e n t i f i c a d o s  de 

acuerdo  a  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  b i o q u í m i c a ,  en l a  a c t u a l i d a d ,  

se r e a l i 2 a n  estudios e l e c t r o i o r é t i t o s  y  g e n é t i c o s  de l a  

b a c t e r i a .  

Es n e c e s a r i o  tener l a  c e r t e z a  de que se t r a t a  de l a s  

b a c t e r i a s  b u s c a d a s ,  s i e n d o  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  b i o q u í m i c a  
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l a  más p r á c t i c a  que se encuentra a  nuestro a l c a n c e ,  se 

optó por este método,  l o s  r e s u l t a d o s  c o i n c i d e n  con l o s  

que muestra el  Manual  de B e r g e y ,  except_� en l a  prueba de 

caseína que Llna cepa de BacJ.· 1 ll.1s sphaer i c1.1s a i s l a d a  de 1  a 

r i b e r a  del r í o  de Huaytapampa d i ó  p o s i t i v o  m i e n t r a s  que 

1  as otras dos dieron n e g a t i v a s ,  según Sneath (  1 9 8 5 ) ,  

puede d a r s e  e l  c a s o ,  pues e l  r e s u l t a d o  es i n d e t e r m i n a d o ,  

confirmándose su p o s i t i v i d a d  m e d i a n t e  e l  c r e c i m i e n t o  en 

agar s e l e c t i v o  para BacJ..]]us sphaerJ.·cus. 

TABLA NQ 3 :  Número de muestras positivas de cepas 

nativas de Bac.illus thur.inq.iens:is y Bac.illus sphaer.icus 

MICROORGANISMO Bac iI Iu s Bacillus 

thurinqiensis se.haericus 

NQ muestras pos i t ivas  en suelo  03 02 

MQ muestro1s p o s i t i v ct s  en aguc1 00 0 1  

M2 mvestras neg«. t í  v as en suelo  36 37 

NQ muestras neg ... t i  vas en agua 24 23 

To t s I de mues t r as de suelo 
7n 

3'il ..:, 1 

Total  de mues t r as de agua 24 24 

Total  muestras  e x per imenta les  63 6.,.. 
._¡, 

E l  número de muestras p o s i t i v a s  e n c o n t r a d a s  

r e s u l t a r o n  ser muy reducidas  en comparación con e l  número 

de muestras procesadas ,  siendo e s t a s  63 en t o t a l ,  s o l o  se 

a i s l a r o n  6  cepas de b a c i l o s ,  de l a s  c u a l e s  3  fueron de 
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Bacillus thurinqiensis en s u e l o  l o  c u a l  es c o m p r e n s i b l e  

porque es más v i a b l e  en este medio y  no así  en a g u a ,  2  

cepas de BacJ..llus sphaericus en s u e l o  y  una en a g u a ,  

como e x p l i c a  Hernánde2 ( 1 9 9 0 ) ,  que esta b a c t e r i a  es capa2 

de soportar ambientes contaminados y se mantiene v i a b l e  

en agua a d i f e r e n c i a  de Be c il I uss ttsu.uuusns.is- 

No e x i s t e  preocupación a l g u n a  por el  reducido número 

de muestras p o s i t i v a s ,  pues autores como Travers ( 1 9 8 7 )  

y  otros reportan que en más de 80 a�os d e l  d e s c u b r i m i e n t o  

de l a  b a c t e r i a  s o l o  25 v a r i e d a d e s  de Be c i I Jus 

thur inqiensis t-,an sido encontrados,  y  Baci 1 1  us sphaer i cus 

aún se encuentra en i n v e s t i g a c i ó n .  

TABLA NQ 4:  Porcentaje de muestras positivas y 

negativas de cepas nativas de Bacillus thurinqiensis y 

Bacillus sphaericus 

MICROORGANIS"O Bac iI Lue Bac iI l as 

tnucuuusnsis Sf!.hdericus 

x muestras posit ivas  en suelo 4 . 7 8  3  . 1 8  

•J mu.es tras pos i t ivas  en agu�. 0.00  1 . 6 0  1. 

•. r 

mue s t r as neg«. t í  vas en suelo 57 . 1 4  58.  71  1. 

x muestras n e g a t i v a s  e n  agua 38 .08  36.  �·1 

V Tot�l  de mues t r a s 1 0 0 . 0 0  1 0 0 . 0 0  1. 
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cuadro  a n t e r i o r  se deducen 1  o  s, 

porce,ntaje,s  correspondientes s.i erido para 

thurinaiensis un 4 . 7 8 %  en suelo  y  0 . 0 0 %  en aqua ¡ para 

Bacillus sphiiericus 3 . 1 B 'l.  en s u e l o  y  1 . 6 0 %  en a g u a ,  como 

se pc1dr-á c1b!:,E<F\1ar e j  porcentaje de muestras negativas  

tanto en s u e l o  como en agua es mucho m a y o r .  

Segdn S m i t h  ( 1 9 8 7 ) ,  Gordon y otros  constataron  que 

de l a  d i s t r i b u c i ó n  de especies  de b a c i l o s  en s u e l o  en 

Estados U n i d o s ,  B a c i l l u s  thurinqiensis representa entre  

0 . 5  y  0 . 0 0 5 %  de todas l a s  especies  de b a c i l o s  a i s l a d o s  

desde s u e l o ,  q u i 2 á  este sea uno de l o s  e j e m p l o s  que nos 

con mayor c l a r i d a d  e l  b a j o  p o r c e n t a j e  de 

p o b l a c i ó n  de esta b a c t e r i a ;  y  e x i s t i e n d o  poca r e f e r e n c i a  

b i b l i o g r á f i c a  de BacJ.llus sphaerJ."cus no se e n c o n t r a r o n  

datos e x a c t o s ,  pero sí e x p l i c a n  que tienen p o r c e n t a j e s  de 

TABLA NQ 5 :  Porcentaje de Población de B a c i l o s  en suelo 

y agua 

7. DE BACILOS 

lfllESTRA 
OTROS 

Bacillus Bacillus BACILOS 

tbsruuususss Sf!.hdericus 

AGUA 0 . 0 0  1 . 6 0  U  . 1 1  

1 .60 r. 

SUELO 4 . 7 8  3 . 1 8  2 2 . 2 1  

7.96 x 

TOTAL 4 . 7 8  4 . 7 8  3 3 . 3 2  

9 . 5 6  7.  
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E x i s t e n  b a c i l o s  no formadores de esporas  que pueden 

ser o no patógenos de i n s e c t o s ,  as.í como b a c i l o s  

formadores d�ysporas patógenas de i n s e c t o s ,  en c o n j u n t o  

todos vienen a formar el p o r c e n t a j e  de b a c i l o s  eh l a s  

muestras t r a t a d a s ,  de l a s  c u a l e s  1 1 . 1 1 %  son b a c i l o s  no 

patógenos de i n s e c t o s  encontrados en agua y 2 2 . 2 1 %  son 

b a c i l o s  no patógenos de i n s e c t o s  encontrados  en s u e l o ,  

pues casi  toda l a  b i b l i o g r a f í a ,  el  ManL 1al  de B e r g e y ,  

c o i n c i d e n  en a f i r m a r  que en l a  n a t u r a l e 2 a  e x i s t e n  g r a n  

c a n t i d a d  de b a c i l o s  y  que desde tiempos a t r é s  han t r a t a d o  

de c l a s i f i c a r l o s  de acuerdo a  sus c a r a c t e r  i� .ti  cas  

m o r f o l ó g i c a s ,  b i o q u í m i c a s ,  e t c .  

TABLA NQ 6 :  Promedio de Recuento de Mesófilos viables 

1  27 X 10 8  1 

MUESTRA 

AGUA TIERRA 

Promedio UFC > lOb  
, .  ., 

x  l  ()7 
�· ..... 

I Promedio UFC 

E s t a  es una prueba de r u t i n a  que se r e a l i 2 a  cuando 

se t r a b a j a  con m i c r o o r g a n i s m o s ,  para saber  l a  p o b l a c i ó n  

e > ( i s t e n t e  de b a c t e r i a s  u  o t r a s ,  y a  que e s t e  es un t r a b a j o  

como t o d o s ,  no se o b v i ó  este paso c o n s i g u i e n d o  r e s u l t a d o s  

que i n d i c a n  que l a  mayor p a r t e  de m e s ó f i l o s  v i a b l e s  se 
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encuentran en muestras de a g u a ,  debiéndose a l a  toma de 

muestra que se r e c o l e c t a r o n  g�neralmente aguas 

contaminadas,  como l o  recomienda Hernández ( 1 9 9 0 )  para e l  

a i s l a m i e n t o  de Bac:i·111.1s sphaeric:us. 

En d i f e r e n t e s  partes  d e l  mundo,  se ha tratado de 

a i s l a r  cepas de Bac:illus Ba e: i· 1 1 u s 

sphaeric:us y g e n e r a l m e n t e  se a i s l a  una nueva cepa  con 

propiedades casi  i g u a l e s  a  l a s  y a  e s t u d i a d a s ,  así  como 

G o l d b e r g  y  M a r g a l i t  en I s r a e l  a i s l a r o n  una cepa de 

Bacillus t.hur inq.i ensi· s denominada H - 1 4 ,  Padua en 

F i l i p i n a s ,  a i s l a  una cepa que denominó P G - 1 4 ,  

correspondiente  a l  seroti  po 8a8b s u b s p .  Morr i soni de 

B a c: i l l u s  thurinqi·ensi·s, l< r i e g  en A l e m a n i a  una cepa de 

B a c: i l l u s  thuri·nqiensi·s s u b s p .  t e n e b r i o n i s ,  Hern!: ,tadt en 

1986,  a i s l a  una cepa de Bac:i ·11us thuri·nqi·ensi·s denominada 

v a r i e d a d  San D i e g o ,  e t c .  I g u a l m e n t e  cepas de Ba c í  L l  u  s, 

s p h a e r i c u s  han s i d o  a i s l a d a s  de l a  I n d i a ,  de I n d o n e s i a  l a  

cepa 1 5 9 3 ,  de N i g e r i a  l a  cepa 2362,  de S r i  L a n k a  l a  cepa 

2297,  l a s  cepas IAB59 DE G h a n a ,  e t c .  e v i d e n c i a n  que si  es 

p o s i b l e  a i s l a r  cepas t ó x i c a s  c o n t r a  i n s e c t o s  y  l a r v a s ,  en 

v a r i o s  países d e l  mundo.  En este t r a b a j o  =·e t r a t a  de 

demostrar que con l a  a p l i c a c i ó n  de una t é c n i c a  adecuada  

se pueden ai  sI  ar cepas n a t i v a s  de muestras de s.u e 1 os 

de nuestra  r e g i ó n ,  como los.  y a  m e n c i o n a d o s  l o  h i c i e r- o n  

c o n t r i b u y e n d o  a l  d e s a r r- o l l o  t e c n o l ó g i c o .  (  Davidson y  
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C o l . ,  1984;  M a h i l l o n  y  D e l c o u r ,  1 9 8 4 ;  Guerrineau y  C o l ; �  

1 9 9 1 ) .  

La f  a c t i  bi l i dad económica  de c o n t r o l  m i c r o b i a n o  

dependen los .  siguientes  f a c t o r e s :  estatus de l a  p l a g a ,  

rango de hospedero para l a  p l a g a ,  r e l a c i ó n  de 

c o s t o / b e n e f i c i o  con respecto a  l a  p l a g a ,  e f e c t i v i d a d  

t é c n i c a  de c o n t r o l  m i c r o b i a n o ,  v a r i a b i l i d a d  y  v e l o c i d a d  

de e f e c t o  del  control  m i c r o b i a n o ,  v a l o r  de l a  m a t e r i a  que 

se va a p r o t e g e r ,  r e q u i s i t o s  d e l  p a t e n t e ,  s e g u r i d a d  

p ú b l i c a  y  l e g i s l a c i ó n  a m b i e n t a l  (  M e t c a l f  y  L u c k m a n  1 9 9 0 ) .  

Tomando en cuenta estos f a c t o r e s ,  se puede d e c i r  que 

s i n  embargo,  l o s  entomopatógenos son p a r t e  i n t e g r a l  de l a  

n a t u r a l e z a ,  y  por l o  t a n t o  no causan n i n g u n a  r u p t u r a  d e l  

e q u i l i b r i o  a m b i e n t a l .  Estos organismos no causan p e l i g r o  

a  o  r  q  an í  s.moe, que no son e l  b l a n c o  y  es n u l a  l a  

c o n t a m i n a c i ó n  que producen en e l  medio a m b i e n t e .  El costo  

de p r o d u c c i ó n  de i n s e c t i c i d a s  m i c r o b i a n o s  no es a l t o  en 

c o m p a r a c i ó n  con l o s  productos q u í m i c o s .  D e b i d o  a  estas 

c a r a c t e r i s t i c a s  e l  uso de m i c r o o r g a n i s m o s  entomopatógenos 

cae d e n t r o  de un sistema de manejo i n t e g r a l  de i n s e c t o s  

p l a g a  que f á c i l m e n t e  puede ser i n i c i a d o  en l a  C i u d a d  de 

A y a c u c h o ,  con e l  a i s l a m i e n t o  de n u e s t r a s  p r o p i a s  cepas  

n a t i v a s  y  l a s  pruebas de t o x i c i d a d  c o n t r a  p l a g a s ,  p r o p i a s  

de l a  r e g i ó n  que t a n t o  a f e c t a n  a  l a  e c o n o m í a  de l a  

a g r i c u l t u r a ,  l a  c o n t a m i n a c i ó n  a m b i e n t a l  y  o t r o s .  
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Es f a c t i b l e  encontrar  cepas n a t i v a s  de b a c i l o s  en 

nuestros s u e l o s  y  a g u a s ,  en este trabajo  se reporta un 

4 2 . 8 6 %  de p o b l a c i ó n  t o t a l  de b a c i l o s ,  demostrando así  que 

con un t r a b a j o  más m i n u c i o s o  y  a  gran e s c a l a  se pueden 

obtener buenos resultados  i n i c i á n d o s e  una nueva era 

b i o t e c n o l ó g i c a  en e l  manejo i n t e g r a l  de p l a g a s  con 

b i o i n s e c t i c i d a s  en nuestra r e g i ó n ,  siendo este uno de los  

primeros a p o r t e s .  

Todos los  autores c o i n c i d e n  en que l a s  formas de 

a i s l a m i e n t o  son r e l a t i v a m e n t e  f á c i l e s ,  con l a  p r á c t i c a  se 

ha podido comprobar pero es n e c e s a r i o  r e c a l c a r  que l a  

observación  m i c r o s c ó p i c a  r e s u l t a  un poco t e d i o s a ,  pues 

son c i e n t o s  de c o l o n i a s  a  observarse por cada  1 0  a  1 5  

muestras t r a t a d a s ,  c o n t a n d o  con l o s  pocos t r a b a j o s  

r e a l i z a d o s  en Perú sobre este tema y además de t r a b a j a r  

con poca r e f e r e n c i a  d e l  b a c i l o .  



CONCLUSIONES 

1 9  Se procesaron 63 muestras de s u e l o  y  agua 

procedentes de l a s  p r o v i n c i a s  de Huamanga y H u a n t a ,  

de l o s  c u a l e s  se a i s l a r o n  537 c o l o n i a s  s o s p e c h o s a s ,  

habiéndose i d e n t i f i c a d o  s o l o  6  cepas de b a c i l o s ,  3  

de e l l o != .  correspondientes  a  B a c i l l u s  uuuzuuususus. 

y  .3 a Bac 1.· 1 1  us sphaer 1.· c u s .  

29 Se c o n t r i b u y ó  a  l a  a p l i c a c i ó n  de una m e t o d o l o g í a  de 

a i s l a m i e n t o  e  i d e n t i f i c a c i ó n  de c e p a s, de Bac1.·11us 

thur .ing.iens.i s y Bac.i 1 1  us sphaer .i c u s e n  tomopa tógenos ,  

en condiciones  de l a b o r a t o r i o .  



RECOMENDACIONES 

19 Se recomienda  r e a l i z a r  l a  p r e p a r a c i ó n  de medios 

según e l  r e c e t a r i o ,  con e l  peso i n d i c a d o ,  pues si  se 

agrega a l g ú n  componente en l a  c a n t i d a d  no i n d i c a d a  

v a r í a n  

i n h i b i c i ó n  de l a  e  s.por u l a c i ó n ,  r e t a r d o  de 

l a  

l a  

l o s  r e s u l t a d o s  d e l  a i s l a m i e n t o  como 

e s p o r u l a c i ó n ,  e t c .  

2Q Rea 1 i 2 ar l a s  pruebas. b i o q u í m i c a s  una vez  más de 1  o 

que recomienda el  manual  de i d e n t i f i c a c i ó n ,  pues 

esta está  expuesta a  

t é c n i c o ,  e t c .  

e r r o r e s  de t i p o  m a n u a l ,  

3Q R e a l i z a r  de manera c o r r e c t a  l a  e l i m i n a c i ó n  de o t r o s  

m i c r o o r g a n i s m o s  presentes en l a s  muestras a  t r a t a r s e  

para  e v i t a r  una s.o b r e pc b l e c í  ó ri  de c o l o n i a s  en l a  

p l a c a  y  por ende l a  c o n t a m i n a c i ó n ,  que h a c e  d i f í c i l  

l a  i d e n t i f i c a c i ó n  de b a c i l o s  y a  que e s t a s  



g e n e r a l m e n t e  se encuentran  en c o l o n i a s  a i s l a d a s .  

4Q Se recomienda hacer una buena t i n c i ó n  Gram para no 

c o n f u n d i r  el  b a c i l o  de Bacil lus thurJ·nqJ·ensis, 

pues este es casi s i m i l a r  a  los  otros b a c i l o s ,  para 

mejores resultados  esperar que e s p o r u l e  y  se de l a  

formación  del  c r i � t a l .  

5Q Se recomienda e f e c t u a r  bioensayos de t o x i c i d a d  de 

l a s  cepas n a t i v a s  a i s l a d a s  frente  a  l a r v a s  de 

i n s e c t o s - p l a g a  propios de l a  r e g i ó n .  
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CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DIFERENCIALES 

DE Bacillus thurinqiensis y Bacillus sphaericus: 

·� 

Pruebas Bioquí111icas Bt1cillus 8dcillus 

thurinqiensis Sf!.haeri cus 

Cata lasa + + 

Fon11ación de ácido en Glucosa + - 

Voges Proskauer d - 

Hidrólisis de Caseína + d 

Hidrólisis de gelatina + d 

Hidrólisis de c1l111idón + - 

Utilización de citrato + d 

Dea111inación de Fenil Alanina - + 

Lecitinasa d - 

Creci111ien to ph 6 . 8  en C.N. + + 

Creci111ien to a 30"C. + + 

CreciRtiento a 40"C. + d 

FUENTE: B e r g e y ' s  M a n u a l  of  S y s t e m a t i c  B a c t e r i o l o g y .  Vo l  

2 .  ( 1 9 8 5 )  



ANEXO NQ 03 

MEDIO SELECTIVO PARA EL AISLAMIENTO DE Bacillus 

sphaericus 

A .  YOUSTEIN, 5 . 8 .  FRETZ, S . A .  JELLEY ( 1 9 8 5 )  

MEDIO BATS 

COMPONENTES CANTIDAD ( g / 1 )  

Na ... HP0-4 5 . 5 7  q  r  .  

KH PO 2 . 4 0  g 1 - .  
z  -4  

MgS0-4.  7Hil 5 0 . 0 0  m g .  

MnC 1 
2 •  

4H
2
0 4 . 0 0  m g .  

FeSO . 7 H p  2 . 8 0  m g .  
-4  

c a c 1  z  '  2H
2
0 1 . 5 0  m g .  

L - a r g i n i n a  5 . 0 0  g r .  

Ti  amina 2 0 . 0 0  m g .  

B i o t i n a  2 .  oo u g .  

E s t r e p t o m i c i n a  S u l f a t o  1 0 0 .  ()() m g .  

A g a r  2 0 .  ()() g r .  

La L - a r g i n i n a ,  T i a m i n a ,  B i o t i n a  y  E s t r e p t o m i c i n a  

e s t e r i l i 2 a r  por f i l t r a c i ó n  en f r í o ,  l a s  s a l e s  y  e l  a g a r  

a u t o c l a v a r  a  1 2 1  • e ,  1 5  l i b r a s  de p r e s i ó n  por 1 5  m i n u t o s .  

M e 2 c l a r  a  una temperatura  de 4 5  · c .  



A N E X O  NQ 04 

F O T O G R A F I A S  

FOTO NQ 01 BacJ..llus thurJ.·nqJ.·ensJ.·s 

BacJ..1 l u s  thurJ.·nqJ.·ensJ.·s 

ASA 4 0 0 ,  d i a f r- a g m a  8 ,  

l u 2  n a t u r- a l .  

v  a  r  ;  Ls .r  a  e  l  e  n  e  i  s,  y  

v a r- .  k u r- s t a k i .  

v e l o c i d a d  0 . 4 8 " ,  

FOTO NQ 02 Cepa a i s l a d a  de B a c J. . l l u s  thurJ.·nqiensJ.·s. 

A�;A 1 0 0 ,  d  i  a  f  r  a  om a 2 ,  v e l o c i d a d  1 " ,  L u  z  

n  a  t  u  r  a  l  ,  



FOTO NQ 03 Bac.il l u s  sphaer.icus cepa. s t a n d a r d  y  

B a c .i l l u s  sphaer.icus cepa a i s l a d a .  

ASA 4 0 0 ,  d i a f r - a g m a  8 ,  v e l o c i d a d  0 . 4 8 " ,  

l u z  n a t u r a l .  

FOTO NQ 04 Prueba b i o q u í m i c a  de F e n i l  A l a n i n a .  Tubos 

l ""  y  2 "  r -eacción n e g a t i v a ,  tubos 3 ""  y  4 º  

r e a c c i ó n  p o s i t i v a  ( B a c .i l l u s  s p h a e r .i c u s ) .  

ASA 1 0 0 ,  d  í  e  q  r  arna 2 ,  v e l o c i d a d  I  : :  ,  l u z  

a r - t i f i c i a l .  



FOTO NQ 0 5 :  C é l u l a s  v  í  v  es  de B � c i l l u s  thurinq.iensis 
( c u l t i v o  j ó v e n ) .  

ASA 1 0 0 ,  o b j e t i v o  de f a s e ,  s i n  d i s c o  de 
f a s e ,  f  í  L t  r  o  o s c u r o ,  d  í  a  f  r  aqrna 1 / 2 ,  

v e l o c i d a  2 " ,  con t r-e s t e de f a s e s .  

FOTO NQ 06 : Esporas v c r - i s t a l e s  de B a c i l l u s  

thurinºJ.. ensi s .  

ASA 1 0 0 ,  f i l t r o  a  z  u  1 ,  d i a f r a g m a  2 ,  
v e l o c i d a d  4 "  a  i n m e r s i ó n .  
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FOTO NQ 0 7 :  C é l u l a s  c  o  L o  r  e  ad  a  s  d e  B a c i l l u s  

sphaericus.  

ASA 1 0 0 ,  di  af  r-agma 

i n m e r- s i ó n .  

1  
'  

v e l o c i d a d  ' Í ' '  

L  '  
a 

FOTO NQ 08 C é l u l a s  v i v a s  de 

( c u l t i v o  j ó v e n ) .  

ASA 1 0 0 ,  s i n  f i l t r- o ,  d i a f r- a g m a  

v e l o c i d a d  4 "  c  on t r a et e de f a s e s .  

1 1 2 ,  

sphaer J.- cus Ba e J.. 1 1 u s 



ANEXO NQ 05 

TIPOS DE SUELO Y ALTITUDES DE LAS ZONAS DE MUESTREO 

LUGAR DE 

PROCEDENCIA DE 

LAS MUESTRAS 

ALTITUD 

( m . s . n . m . )  
TIPO DE SUELO 

A .  Pr ov í  rr c í a S u e l o s  k. a s t a n o s o l e s  
de Hu.arnanga con textura m e d i a ,  más 

2 , 7 4 6  
o  menos profundos ,  
c á l c i c o s ,  de reacción 

1-------------+---------i a. l c a l i n a  i  co 1 or- r o j i z o  o  nardo roJ 1.  z c, , 
r-  .  1  c o n  h o r i z o n t e s ' ¡  

a r c i l l o s o s ,  b a j o s  er, 
c o n t e n i d o  d e l  

1--------------t---------1 n i t r ó g e n o ,  muchos de 
- C h a c c o  e l l o s  d e c a p i t a d o s ,  c  ori  

2,�·�·<) 

f r e c u e n c i a  
l i t o s o l e s  

d e  
(  s1_1_e l O S  

- Wari  

-  Q u i n u a  

B .  Pr ov i n c í  a 

2 , 8 7 0  

3 , 3 9 6  

xerof  i  los /  mesóf i l o s )  
privct .dos de cub i e r t a 
s u p e r f i c i a . l  por a c c i ó n  
d e l  uso i n t e n s i v o  y  de 
l a  erosión a través de 
l o s  s i g l o s  
S u e l o s  P a r a m o s ó l i c o s ,  
con t e x t u r a  a r c i l l o s a  
a . tun d a n  t e .  

S u e l o s  s u p e r f i c i a l e s ,  

de H u a n t a  t  r  a n  s  i c i o n a  l e s ,  Con  

2 , 6 6 0  
f r e c u e n c i a  de  m a t e r i a  

o r g á n i c ¿.  

,; . c i d  a . ,  

FUENTE 

c a l c á r e a ,  s u p e r f i c i a l  
ONERN ( 1 9 8 5 )  " R e c u r - s o s  N a t u , - a l e ::;  d e l  Penj"  
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