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RESUMEN

es realizadas e el

Q.
oy

Numer-osas investigacl
extranjerc por- varlios estudicsos comg fonmerat, Schenkel,
Padua, Ohba, Hiftawa, Sronson v otros, demuestran gque el
usc de entomopatdgencs s posible. Siendo esto un tema
muy amplic, en el FPetrd se han Lniciado las primeras
investigaciones con bacterias gue se realizan en la
Umiversidad Peruana Cayetano Heredia, en la Universidad

Macional de Piura vy la Universidad Nacional Mavor de San

o

Mar-cos, la i1mpor-tancia de este traosajo e basa en el

il

-
rt
[
3
[47)

manejo  de  plagas, mejot-amienta de i agr-1cu

#1)

0

fomentar el wuso ge bilo-insecticidas v fomentar ia

proteccisn del medic ambiente.

Por- tanto los objetivos del presente trabayoc ce
Tesis fueron la evaluacion de la presencia de cCcepas

rnativas de Faclllus thurlngiensis vy Baclllus sphaericus

entomopatdgencs en las provinclas de Huamangs y Huanta vy



ig

gsi contribulis & 1la oplicscitn ge une metodologis de
alslamliento e identificacldén de las mismas en condliclones

de labot-atot-ic.

e procesaron 63 muestras de agua ¥y suelo, de las
cuales e aislaron 537 colonias sosepechosas, solo &6 cepas
resultaron po=itivas en las pruebas. recspectivas, 3 de

-7

Baciilus thurinpiensis v 3 de Hacilius sphaericus, este

resultado nos i1ndica que nuestra regidn posee una variada
poblacion de bacilos, peroc las cepase buscadas c<c.e

encuentran solo en un 9.&%.

Se concluye gue se ewvaludy la presencia de cepas

nativas., de Facililus thuwringiensay

h

v FHacalillusz sphaericus

en las provinciaz de Huamanga. v Huanta, =e contribuvd a
la aplicacion de una metodologia de aislamiento en
laboratorio, por I gue =& recomienda reallizar la
preparacidén de medios de marmera correcta, las pruebas
bioqQuimicas, una ver mas de lo gue recomienda el manual,
una buena tincion Gram v realizar pruebaz de tosxicidad de

las cepas rativaz frente a larvas de inmsectos de ruestra

n

regiton.



INTRODUCCION

El gran ewxito de los imsecticidas sintéticos
origéanicos gel tipo diclorodifenilitriclor-cetanc (DDT) vy
(BHC) despugs de terminar la Segunda Guerra Mundial, dio

inicioc a una nueva erg del control de plagas.

£l mnuamero de plaguicidas registrados aumentd de 0
en 17326 a mas de 200 en 1771 v la produccidén anual en los

millcnes a mas de 1.4

o
it
Q
M
=

Estados Unidos, g mend

miles de millones de libras en 1778.

ta resistencia a los insecticidas se presento por

primera ez en Jdos anos despues ge usar ampliamente el

+

m
it

DDT contra las moscas. Un ejemplo mas alarmante de ta
espiral es €l gue se presentd en los algodonales de Peruy,

EqQipto, Centro Ameérica y Texas Ccuancdo Hell1othls zea vy

Heliothis virescens gesat ol laron rresistencia a todos los
insecticidas existentes.



Bajo estas condiciones, el costo de control de
plagas ba hecho que la produccion cea irredatable,
agemasz la snorme céntidad ge pesticidas ha tenido efectos
decsastrosos en la calidad del ambiente v la presentacion

de riesgos muy serios para los trabtajadores agricolas. %Y

Como parte importante del manejo integrado de
plagas, =ze 1inicio el control microbiano, que se define
romo 21l wuso de microorganlisEmos O Ssues productos para el

control de insecto= plagas.

£en la naturaleza, los wvirus, bacterias, bongos.,
protozoarios ¥y =sus productos microbianos, infectan los
insectos vy causan cuadros. epizepdticos en poblaciones

naturales de insectos, esto ayuda en la regulacion

natural de poblacionez npaturales de insectos.

Mas de 1500 p=pecies de microorganismos.
entomopatdgenos han sido descritos con  potencial  en
control microbiliano de poblaciones de insectos plaga

agricola, forestales, ornamentalesy csalud.

En lo=. Estados Unidos=, las. preparaciones qgue

contienen Hacililus theingiensis <son los incsecticidas

. utilizados. Las formulaciones de este bhan

n

microbiano=s ma

n

zido ma= Gtiles para controlar las especies masticadoras
del follaje del tipo Lepidoptera que ataca a los cultivos

del Tabaco vy las legumbrecs, en loz gue eztd restringiloo

eh.i=.0 de imn=z.ecticiidecis. gQuamicos debido a los resaducs



toxicos.

Pais.es. tropacales =zon los principales lugares de
desarrollo de diferentes especies de mosqQuitos que
tranemiten énfermédades metaxenicas bumanas COMD Ia
Malaria, Filariasis, Fiebre Dengue hemorragica y Fiebre

Amarilla. Cepas de FHacillus sphaericus fueron encontradas

asia v Tailandia, Singapur ¥ otros.7”

i

en indonesia, Ma

La biotecnologia agricola aplicada al control de

plaga=s. agricola=s., aun no tiene amplic decsarrollo en

n

nueztro pai=z, entre los unicos trabajos realizados gue e
conocen ectan los de ia Universidad MNacional Mavyor de San
Marcoe, Universidad Feruana de Cayetano Heredia vy algunas
otras institucione=s, qQue han alcanzado aislar algunas
cepas nativas de Bacillus entomopatdgenos v realizar las
pruebas preliminares de toxicidad, e=to=. trabajos
pauvlatinamente alcanzaran un nivel s.emi-comercial para la

produccion de compuestos aqrobioldgicos utiles para el

hombre, plantas v animales.

s

En la revisidn bibliografica resenada se explica en
forma resumida el comportamiento de estos dos bacilos,
gezde sus caracterasticas morfolidgicas, nutricionales,
biogQuaimilcas, toxinas, modo de accion, proguccion

comercial, toxicidad contra vectores humanos, etc.

En el precente trabajo se reporta el aislamiento vy

caracterizacidn de Facailius thuringiensis v FBacillus




sphaerlcus que despugs de una Oobservacldn microscopica

nos dieron buepos resultados, con el aislamiento de &

cepas de Bacillus, 3 de Facillus thuringlensis y 2 de

BEacillus sphaericus.

E=zta invecstigaciodn tiene como uno de sus objetivos
el contribuir al desarrollo bio-tecnoldgico de Avacucho
v

¥ por supuesto del pais, con la deteccidn de cepas

nativas de FBacallus thuringiensicse v FBacillus sphagricus

entomopatdgenos de muestras de zuelo y agua; de la sub

region MARI.

Para concluir decimos que =1 eNoo ecsta una
experiencia nueva, se agrega al culminar el trabajo
algunas recomendaciones para obtener mejores resuitados,
discutiendo los beneficios v contrariedadec que nos da
ezta invecstigacion. Los trabajos realizado= indican gue
exicste gificultad, pero esto no es motivo ;uficiente cOmo
para no intentar llegar al nivel de poseer un fermentador
gue trabaje con cepas nativas de la region y ensayarlias
contra plagas tambien de la misema region, constituyendo
ezte trabajo uwun semillero de upa investigacidn de

thiotecnologia de bioansecticidas gue podria realizarse en

un futuroc muy cercano.

£1 siguiente trabajo busca 1iniciar los estudios
biotecnolbgicos, para que en 8} futuro, se pueda utilizar

productos bioincsecticidas proplos de la region, para lacs



plagas de Ja region.

O0BJETIVOS:

1@

e

Ri=

o
a

Detectar la presencia de cepas nativas de FHacijilus

thuringlensls y Bacilllus sphaericus entomopatdgencs

en nuestra region.

Contribulr con la aplicacion de una metodologia de

QU

i=lamiento e identificacidn de cepsas nativas de
e=tos bacilos en condiciomes de laboratorio,

especialmente adaptadas a nuestra realidad.

Fomentar- el uso de biogim=ecticidas con el finn de

disminuir- el wuwusoc indiscriminado de insecticidas

in
w8
[\
Je
Q
in
W
[
]
i
a
ot
a

QuUimicos Que OCa310nan SetT Lo

ambiente.

Impulzar el conocimiento profundo del poterncial de
loe microorganizmos entomopatdgenos para incrementar

laz pocsibilidades de uwtilizacion de estas bacterias

in

en condiciones de laboratorio v posteriormente en

condiciones naturales de esta regildnm.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 ANTECEDENTES:

£1 control microbiano fue definido por Falcon en el
ano 1971 como YEl gue incluia todos los aspectos de 1a
utilizacion de los microorganilsmbds o sus  productos.

pcundarios en el control de las plagas representadas por

m

lo=. in=ecto=". Dicha definicion incluve el uso  de
micyroorganlismos comd agentes de control gue se presenta
en forma natural, agenteg de control introducidos y la
aplicacion de milcroorganismos, SUS productos, CoOmo
insecticidas microbianos, © de ambos. Se conocen mas de
1500 microorganismos patdgenos  (National Academy of
Sciencez, 197%9), 1o gue probablemente ez =0lo una peguerna
fraccion del numero total de patdgenos que ataca a los
insectos. S5in embargo, = sabe pocD a cerca de la mavoraa
de ecz.os patdgenns. mientras gQue otros= comp la bacteria

formadora de esporas, FBacidlius thuringiensis FHeriiner vy




algunos otro=. virus gde insectos. han sido ampliamante

estudiados, 21!

Bacillus thuringiensis

ta toxicidad a 1nsectos de este grupo Oe bacilos,
Jusron descritos por primera vez en 1902 por, Ishiwata,

ai=lado del Gusano de Seda EBombix mori en Japon, poste-—

ricrmente los cuerpos de inclusidn fueron descritos por

Berliner- en 1915, v nuevamente por Mattes en 19279

P

Durante muchos anps S ha vwtilizado Baciilus

thuringiensis para destruir ciertas plagas de las

siembras v los bosgues., Hasta 1977 todas las cepas
conocidas de este bacilo =solo eran especificas para las
orugas. Por 1o tanto bubo una gran sorpresa cuando H. de
Earjac, Jefa del Centro Internacional de Referencia para

FHaciiius thuringiensis, albergado por el Instituto

Pasteur 1dentificd ese afmo uha npueva cepa bacteriana
sumamente patogena para las }arvas ge mosguitos. Esta
mi=ma Cepa habia sido descublierta en I=rael algunps. meses
antes por L.J. Goldberg v . Jd. Margalit. Esta cepa fue

genominada H-14, pues va =e conocian otros 13 serotipos

diferentecs, ¥

Saciilus thuringiensis serovayr Jisraeiensis aisiado

por Goloberg vy Margalit es patogeno a larvas de espeties

dge Dipteros, semesiante & los mosguiics v moscas. ®
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Padua vy alumnos, en 1982 durante los estudios de la

distribucidn natural de Bacy llus thuringiensis en

Filipinas, aislaron una cepa de Facillus thuringiensis

subespecie morriszoni {serotipo Ba:Bb) que demostrd ser
alta v selectivamente tdxica para larvas de mosguitos, ™!

e han realizado muchos. trabajos en todos e=stos
aros. EI cristal de e=sta bacteria, fue descubierto por
Hanmpay en 1957 vy =u toxicidad por Angus en 1956. En Japdn

Hacillus thuringiensis fue ubicado en el suelo por Ohba

¥ Alzawa en 198868 y por Kikuta en 19H9.

Se realizth Ia clonacion del gen de la delta
endotoxina en 1981 a cargo de Schneph v Whitelevy,
proszteriormente conforme la ciencia y los estudios avanzan
=2 ha logrado conocer la estructura del cricstal, este

trabajo fue realizado por Li en 1991.

F=te baciio, gram pocsitivo, Tormador de esporas,
productor de inclusiones parasporales estd distribuido en
los euelos de varias. regiones. del mundo, trabajos
realizados. por De Lucca, Padua, Martin vy Traveres, Li,
Hastowo ysotros.do demuestran y dan la posibilidad al

mundo de una nueva era en la tecnologia microbiana.

Bacillhius sphaericus:

Las primerac cepas de Facilius sphasricps tdxicas a
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moszquitos fueron rveportados en 19546 por Kellen et.al.

Desde entonces, muchos otros la aislaron, siguiendo
la necesidad de encontrar un nuevo agente bioldgico
potente para controlar la poblacidn de larvas. de

mosgulitos ., OF

En 1975 Davidson, Singer y Briggs aislaron la cepa
$511-1 de la India, que fue la praimera cepa £valuada para
una fermentacion praimitiva. WUna busgueda ecs.pecifica de
cepacs gue manifestaron mayor actividad, dio por resultado
el de=szcubrimiento de veariedade= que al pareceyr podrian
cer tamn eficaces como los larwvicidas guamicos. En la
actualidao la mas importante de ellas 2n proceso avanzado
ge desarrollo es una cepa denominada 19593, que ha =ido
producida de manera e:xperaimental  por la indusiria oy
evaluada en e] campo. Algunacs oiras cepas de este bacilo

19

[s0)

descubiertas. con posterioridad al afo d

0

i1, parecen

igualmente praometedoras como la nueva cepa de Hacallus

0

sphaericus gue fue alislagda de unma mosca megra ce un sitio

ge crianza en Nigeria por I. Menser (1%84), esta cepa Tue
designada X342, es del tipo de fago identico y serotipo
H gue la cepa 1593 pero es reportada por cser algo mas
insecticida gue la cepa 1597 a larvas de espeCcies de

mosguitos susceptibles.,

Wickremesinghe y Mendis en 1980 aiciaron la cepa en

f
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Sri Lanka llamada MR-4 gue deszpués recibid la designacion
de 2297, esta cepa e=s una de las principales candgidatas

de interes. para el campo, por la presencia de un muy

largo cuesrpo paras.poral {cristal) =similar pero no

ideéentico al crietal de FBsc.ililus thuringiensis, ™

1.2 CARACTERISTICAS GENERALES:

1.2.1 Caracteristicas de Bac.illus thuringienslis.

MORFOLOGIA:

Haci iins thuringiensy s es una bacteria

entomopatdgena gram pocsitiva usada para el control

ge larvas de especies de lepiddpteros v dipteros,@®

Haci llius thuripgiensls =g Lna bacteria

cristalifera, Tormadora de esporas, extremadamente

retacionada con Haca'llus cerenus, El ciclo de vida de

Facilius thuringirensis como la de otros tacilos es

caracterizado por dos distintos pasos la division
celular vegetativa v el de=sarrollo de la espora. La
celula vegetativa es de forma de barra de 2 a 5 um
de longitud y 1.0 um de ancho. La diwvisidn celular
e caracteriza por la formacidén de una septum
divizidn gue fue iniciado a lo largo de la mitad de

la membrana plasmatica » u=sualmente se  c<itdan

e

membranas como ves.aculas ve son interpretadas como
» Q
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mMeEsSosSomas gque aparecen casualmente & lo largo de la
periferie de la célula vegetativa vy estan asociados

. 1
con la membranma plasmé&tica.'*

-

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES:

Un azpecto de ia biologia de Bacallus

thuringlensis que recibld una atencion limitada =s

la nutricidgm.

Fil primer medio sintetico definido guimicamente
para el de=sarrollio del crecimiento, esporulacidn vy
formacidn del criztal paraesporal fue disesdado por

Mickerson v Bulla (1978), este fue llamado medio BM.

1

las. muchacs c.uabespecies de Eacljius: thuringiesnsis,

i

ninguno puege crecer en medio de Glucosa y sales
fuera de la adicion  doe factores =seguros de
crecamiento. Concentraciones de L-Cisteina asegura
el crecimiento pero  inhibe la esporulacion oy
zantesis. del cristal. E1 Glutamato, Aspartato,
Citrato, EDTA, Cistina v Tio=zulifato forman una clasze

de componentes qQue permiten el crecimiento de

Bacilluzs thurinpiensis y ellos. pueden hacerlo en la

presencia de Cloranfenicol.

El crecimiento dptimo se da en un rango de 20
C. E1 tamaro del criztal depende de la concentracidn

de Gluco=.a. Se observd gue el aumento de cowigeno



iz
durante la espor-ulacidn germite la formacion de
cristales pegquenos pero acelera la formacidn de la

espora.

CRISTAL DE Bacillus thuringiensis:

En cuanto al origen v funcion del cristal
parasporal suargen algunos cuestionamientos. dPorgue
la =egura formacion ¥ porgue el organismo  la
necesita?. Yarilas presunciones pueden ser hechas:
12 E=  un ‘vestigio de la evolucion; X epsta
reprezenta un intermediarioc del producto final del
metaboliemo; 39 este =irve como reserva de alimento;

49 p=z=te es el reszultado de una =zinteszis es=pecifica

geszignado a proporcionar a la bacteria una ventaja

n

electiva v 59 representa un =obreproduccidn de
componente=z gue cubre a la ecspora. Utras hipdtesis
azociadas a la Tuncidn del c¢craistal paraesporal
incluven: =3 servir como mecanismo de
detoxiticacion; metodo de e=cape a la muerte gebido
a up deseguilibrado crecimiento ¥ autoainbibicidn de
la germinacidn. Estas i1deas tambien son expresadas

por la funcion de antit.16—-ticos peptidicos en varias

pepecies de Hacillus,

Erxizten variaciones tanto en el numero, forma

vy compasicitn de estas. inclusiones paraesporales
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Algunas cepas de Facillus thur1ngiensi s

subespecie Plurcstaki. Pi1 (E-endotontina) contienen
cricstales bipiramidale=z ocasionalmente de forma
irregular, usualmente una inclusion por celula, pero

hay otras que contienen Z o mas cricstales.

£l cristal mide aproximadamente de 1 a 1.5 um
de longituc siendo el sitio de deposicidn fuera de
la exospora, ¥ el tiempo de formacion en el ecstadio

11 - 111 de esporulacidn.’®

La forma del cristal varia =egun la especie,
pueden ser cuboidalecs, bipiramidal, ovoide vy
amoyrfos., midiendo ode ©.1 a 0.5 um de longitud,
ziendo e£] sitio de Tformacien entre el ectado 11 vy

111 de la esporulacidn. 't

Variacs tecnicas fTueron usadas para estudiar el
empague de proteinas moleculares en el enrejado
cristal. Estas= condujeraon gue el craistal ecta
comstituildo de wuna cara centrada cubica, con un
orden e moléculas arregladas en dos filas a cada

pasD de la cara del cristal.

TOXINAS Y TOXICIDAD:

[y

Baciilus thuringiensis tiene como caracteris-

tica la produccidon de una inclusidn proteinacea
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insecticida constante durante el proceso de
formacitn. Encuentra varios SINGNIMosS en la
literatura, como cuerpoc parasporal, proteinas del
cristal W fi—endotorniinag pero también e ha

encontrado variedades de Hacallus thur.ipgiensas que

edCretan un s.egundo metabolito durante el
crecamiento  de la celula vegetativa <como  un

nucledtido, designadeo 3-e:otomwinaft®

Haciilus thringliensilis se caracteriza poy

progucir una gran variedad de toxinas con diversas
‘propiedadecs; otras tovinas aparte de las  va
mencionadas, menos c.ignificativas YulgH La
fosfolipacsa C (¢i—eotoriina)l, una enzima no

identificada que pupde no s=er toxica {(y-emdtonina)l.

S—endotoyiinag: Es  la toxinma mas ampliamente

estudiada de Facrllus thurinpiensis. Estd contenmida

en el cgr-istal par-asporal protesnico, €l cual es

—

termoclétkil vy scolutile en socluciocnes calinmnas. 5Se
sabe gue esta toxina esta presente en el cristal
como una protoxina, el cual es hidroclizada & una
forma activa por enzimas protecliticas intestinales
gel hospederc. Al realizar estudics bioguimicos del
cristal se obtiene péptidocs de diferentes pescs
moleculares, un peptidc de 135000 Da. dermominado PL,

el cual es toxico contra Lepldapteros vy un segundo
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peptido de &5000 Da. denominado FPZ, el cual resulto
ser toxico contra Dipteros ademdas de serlo contra

Lepiddpteros como P1.

MODO DE ACCION:

ABacafius thuringiensis esta caracterizado por

teneyr una toxina gue actua a nivel intestinal, en
organli=mbs susceptibles que la ingaeren. Esta

bacteria produce touwinas durante la esporulacion,

que s=on dgepositadas comd inclusiones paras.porales vy
en algqunos casos <= encuentran también en  la

supsrficie de la espora.®

Cuando la inclusidn o espora es ingerida por
larvas susteptibles por ejemplo: Lepiddptera v
Diptera, el primer <saintoma observado es el cese de
ta alimentacidn, usualmente despugs de una hora,
E=sto e=s debido a la &-endotoxina y al cristal que
son rapldamente digeridos v activados dentro del
ec.témago del insecto por enzimas protecliticas, a
causa de la disolucidn del cristal en el intestino
que tiene pH alcalino, despues de 10 minutos de
habers.e suprimido la alimentacidn, se produce dano
nicstoldgico del epitelio del intestino del hospedern
para as.i despues. provocar la muerte del insecto por

paralizis o septicemia. E=to ocwre entre 1 a 7 dias
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despues de la ingesticn, &%

1.2.2 Caracteraisticas de FRacillus sphaericus

MORFOLOGIA:

Hac.ilius sphaeracus es. unpa bacteria gram

positiva aerobica con formacidn de espoOras

circulares gue se encuentran en gl sueloc'y agua.'t”’

Siendo la damensidn de la celula menor de 1.0
um, la forma del baciloc a diferencia de Haciilus

thuringlensils &s semejante & la de umn palilloc e

fosforo, un extremo ovalado vy el otro carcular,

debido a la localizacion de la espo

En el curso de la esporulacion algunas cepacs de

FAarilius sphapricus cantetizan una inclu=idn,

parasporal o cristal la cual contiene proteinas
téwicas para larvacs de una variedad de especies de

mospuitos, 8

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES:

feta bacteria se caracteriza por 1a reaccion
negativa a las tradicionales pruebas. fenotipicas
uwsadas para la clasificacidn de Bacillus. £stacs. son
ficioldgicamente aerdbicas obligadas, todas. son

capaces. de usar Glucocpato, muchos tipos uwtilizan una
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variedad de componentes de Carbono, los mayores
inciuyen Acidos grasos, intermediarios del acido
tricarboxilico y aminoacidos, la mavoria de los
tipos son capaces de utilizar Adenina, pueden crecer

a 20°C v los factores de crecimiento requeridos son

. . . . b
Biotima v Tiamina.®?

tn medio c=selectivo (BATS), gque contiene
Arginina como dnica fuente de Carbono y Nitrdgeno vy
el cual contiene también Estreptomicina, permite el

crecimiento de B4 de cepas Facaillus sphaericus

patdgenas de mosquitos. Esta inhibe el crecimiento
del I SYA de cepas no patdgenas de Hacaillus

sphaeiricius, Y

CRISTAL DE Racillus sphaericus:

£l cristal de Hacillus sphaprlicus (=34

paralelepipedo, en la demostracion interior vy
cristalina, 3= UTa pstructura enrejada con
ectriaciones de alrededor de &.73 nm. El cristal es
bordeado por una envolitura similar en apariencia al

gue circunda al cristal de Bacillus thuringiensis.

fa relacidn entre el corecimiento, esporu-
lacidn, formacion de cristal v la toxicidad para las
larvas= de mosguitos fue estudiada en las cepas 1597,

2297 v 2762, La formacidn del cristal fue detectada



inmediatamente despugs de la formacion del septum
por la ceélula esporulada, correspondiendo al inicio
del estadio 111 en el ciclo de la esporulacion. Esta
observacion s=sugiere que el cristal de RBacilius

sphaerlcus es formado mas tempranoc que el cristal de

Hacillus thuringl ens.is variedad fvurstaki. La

toxicidad a las larvas ez paralela a la aparicion vy
decsarrollo del cristal. Las proteinas D1 y 42 ¥D
ectan ausentes en Ia face exponencial gel
crecimiento vy aparecen aproximadamente iguales

durante la esporulacion. ™

TOXINAS Y TOXICIDAD:

tos principales compuestos del cristal son 2

proteinas de 51 y 4% KD, ninguna proteina sola es

toxnica para la larva, requiere ambas para la

todicidad.

Algunas algas. Cianofitas contienen genes que
codifican 1 as proteainas tdicas de Hacillus

sphagricus, lss algas ham integrado en su genoma ¥y

progucen ] cristal, el mosquito se alimenta tambien
ge estas algas. ¥y =e obtiene un buen res=sultado, la

diferencla se encuentra en que Facallus =Sphaericus

no crece en los tadaveres, pero el efecto tédxico es

el mismo, este tipo de técnica  puede =er que
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provoque un tipo de resistencla, pero e una buena

estrategia.

Mo exidsten Hacia lius sphaer.icus que sean toxicos

para Aedes, moderadamente toxicas para Anopheles,

pero =1 toxicos para especiecs de Lulex.

La towxicidad para larva estd asociado con ubha

fraccion contenido en el cristsl, ™

El an&lisis de gernes de toxinas de 51 vy 47 kla

de varlias cepas Ooe Faca ilus sphaser icus revelaron la

exic.tencia de una familia de secuenciac.

relacionadas, pero no e= claro =1 estos genes estan

(17}

[™

ocalizados en 21 oprromosoma o oen los olasmidos.

it

st

MODO DE ACCION:

Durante la ingestidédn del cristal por la larva
gel mocquito estas. proteina de 51 y 47 ¥KDa son
solubilizadas en el inte=stino medio. Los estudios
de microscopia electrdnica han 1i1ndicado que las
celuias epiteliale=s del intestino medio son el
blanco primario de la toxina. La solubilizacidn de
las. proteanas <se dan por una combinacion del pH
alcalino v proteolisis. Las moleculas de alto peso
molecular =son protoxicas, la proteolisis en el

intestino medio permite su conversiotn a toxinas de



bajo peso molecular. Las proteinas individuales son
téricas cuandao san usadas en huéspedes

sueceptiblies, ¥

n

fiuiere decir que estas proteinas. que e
encuentran en el cristal se liberan de el, por el
alto pH del intestino del bospedero, rompen las
membr anas de las célulacs epiteliales del mesenteron,
hacen orificios que salen del mesenteron hacla la
hemolinfa, el contenido de pbh sube y los paraliza,

mata al i1nsecto en cuestidn de boras, a veces en

minutos.

1.3 ECO0LOGIA - HABITATS DE RBacillus thuraingiensis vy

Bacillus sphaericus:

El principal babitats de EHac.illus thuringiensis vy

)

Facilius sphapricus es el suelo donde forman parte de la

fiora hbacteriana zimdgena.’™”

También =g encuentran en aguac. estancadas,

ecspeclalmente Bacillus sphaericus, ecta tienmne una gran

ventaja en relacidn a Bacillus thuringiencs.is pues este

puede reproducirse profusamente en los cadaveres de loes
insectos muertos y en otros se mantiene por mucho tiempo

—

hazta por 2 afps y sliguen siendo téoxices, SHacillu

n

sphagricus resiste amblientes muy contaminados comD agua

i

ectancadas, charcos, lodo, etc., mientras gque Ffacillus
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thuringrensis gener-almente muerg, en estos rnichos

ecoldgicos  siengdc =u habitat mas.  comun el suelic
ligeramente rumedo y hojas de plantas, de las cuales se

I

ha aisladcoc yva algunas cepas de este bacilo.

Sin duda la espora e= la estructura gque csoporta
temperaturas. bajc cero y  hasta 1219C, tambien las

varlacionesc. gdel clima gec.de el YErano hasta el

inviegrno, 37

1.4 PRODUCCION COMERCIAL Y APLICACION DE Bacillus

thuringiens.rs y Bacillus sphaericls:

tLos trabajos rrealizados ingdlican que existe
dificultad =i se pretende establecer un modelo que
relacicne la formulacidon de un medio de cultivo, tiempo
de esporulacitn, tamaco del cristal v mivel ce costo del
bicinsecticida, debido a las diferentes fuentes de
Carbonc y de Nitrogeno probadss que conducen a resultacos

varliagdos. FPor lo anterior, podria decirse que la mejor

m

forma de indicar el establecimientoc de un proceso para la

[

cbtencitn de este tipo Ode compuestos, es & traves de la
seleccidn de cepas nativas a par-tirr de sueloc, larvas

s de la regidén en donde se

s8]

enfermas o muertas, aisiad
desee aplicar el bicinsecticida. Un aspecto sigritficativo
=5 el desarrollc experimental gque implica el estugdic del

microotrganismn seleccignado, desde ia etapa  dJde sSu
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aislamientc y requerimientos nutricicnales, es decir la
formulacidén del medic de cultivo que no involucra wun
balance entre los ingredientes del caldo de fermentacidn
y l&a composicidn quimica del microorganismo, lo &ual,
fhabrd de conducir & que, bajo las condiciones mas
apropiadas de propagacidn vy formacidn de la s—endotoxina,
el ML Croorgan 1ismo cfrezca valores altcs er los
coeficientes de rendimiento (gramos de ceélulas/gramo de
sustrato, kilo calorias/gramc de biomasa, gramocs de
biomasa/gramo de owigenoc, etc.). Una wve: definido el
medic mas apropiado sobre el cual la cepa presente una
mejor toxicidad en los bicensayos a nivel de laboratoric
contra el insectc  blanco, es necesario un  disero
experimental, & nivel de fermentador, el cual depende de
las facilidades que existan, podria variar en capacidad,

etc.

El campo de la biotecnologia para la produccion de
bioim=ecticidas, es amplio v npuevo en nuestro pais, Yy mas
aun  en  nuestra (Ciugad, a pesar que este tipo de
compuestos e produce ya a ecscala industrial en otros
paises, Se conesidera gue es hbastante lo gue =ze puede
mejorar si c<e establece este concepto pensando en el
desarrollo tecnoldgico de nuestra Ciudad y por ende

gel Paais, debido a cuatro factores praincipales:

i@ Divercsidad de tipoes de cultivos que producimos.
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s Insectoe plaga de importancia local y macional.

IO Diferentes tipoes, ge materias primas para la
formulacion de medios, )

40 Habitat de aplicacaon de diversos climas v

condiciones y ofreciendo por Gltaimo el control
microbiologico de insectos plaga unsandgo

bioinsecticidas.

Exwieten muchos productos comerciales a base de

Bacaillus thuraingiensis, la mavyoria a base de la variedad

Furesetaki, como: Dapel, Biobit, FRactospeine, Condor,
Cutlass, Larvo RBt, En 1977, fue determinado que Facililus

thuringiensis es generalmente activo contra larvas de

Lepiddpteros, recientes, descubrimientos en lIsrael del

ais.lamiento de una cepa o©e Facillus thuringiensis con

altos. nivelees. de toxicidad para larvas de mosquitocs. vy
moecas, perd nbd activos para plagas de gusanos, sirvieron
de base para la proguccion comercaal de FHacillus

thuringrensls que caontr-ola diversa variedad de moscas, en

1987, El1 descubrimiento, en 1983 vy 1968% 'de aislamiento
ge variedad San Diego, expandid el potencial comercial de

Facallus thuringiensis, Tinalmente en 1990, aprobaron

regul arrmente la mamnipulacidn genetica, muerte,

bicaingenieria de productos a base de la S-endotoxina de

Hacillus thuringiensis, con actividad contra pecstes de
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caterpillar vy escarabajos. ¥

ta produccian de Facillus sphaericus  con upna

retencion de la actividad insecticida, estuvo archivado,
pues este ez mas delicado gque en el caso de Facallus

thuringiensis. ta composicidn del medio, las condiciones

del cultivo durante la ezporulacion son factores que
tienen gran influencia en 2] potencial insecticida de un

proceso de fermentacion.

El descubrimiento de Facillus sphaericus para el uso

= campo ecta investigado v coordinada por ia
frganizacian Mundial de Ia CSalud (WHO)Y. Produccion de
poiwvo experimental EN varios laboratorios ec.tan
constantemente ewvaluadas en el mundob, observando que

cepas de FEacillus sphasricus son 1a base Ccomo s.egunda

ppcitn como larwvicida para el control de vectores de

enfermedades metaxénicas, 949
1.4 BIOINSECTICIDAS CONTRA VECTORES HUMANOS:

Fxiste ewvidencia que en la primera prueba de campo

de Eacillus thuringiensis, =L enconty-a potencial

larvicida contra vectores de infecciones bhumanas; =iendo

la cepa de Racillus thuringiens.isvariedad Israelensis. la

que demosztro ma= eficacia, es por esta razon  que
Instituciones cientificas como 1a Organizacidn Mundial de

la Salud e Industrias privadas promueven el desarrollo
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de estudios de campo con Bacillus thuringiensis

variedad Israelensis, con especial eénfasis en las
condiciones de fermentacion local y en preparaciones
comerciales. producidas por FEiochein Ltd. Laboratorios
Abbott y Sandoz Litd. El programa mas impresionante de

proguccicon a gran escala usando Bacililus thuringiensis

variedad Israelensis fue en Africa en 1984, wvarios
cientos de miles de litros del producto fueron usados

para el control de Smudium damnosion (mosca negra)l el

vector de (ncocercosis, en un area grande en donde este
insectoc desarrolla recsicstencia a los= insecticidas

quimico=s. La eficacia del imcs.ecticida bacteriano fue

Muestro pais. presenta infecciones tropicalecs:
Malaria, Fiebre amarilla, etc., transmitidas pov
Andpheles, Asdes y ptro=z, gue son susceptibles de control

con Sacallus thuring.lensis, pero, para obtener buenos

resultados, el incsecticida bacteriano debe ser aislado,

probado, producido y usados en programas de control, como

{18)

n

e hace en oilros paises.

£1 serotipo H-14 de Hacillus thiringilencsis ec capaz

de matar larvas de gedes aegrypti en menos de 15 minutos,
vector de la fiebre amarilla y el dengue hemorragico
febril. Igualmente es efectivo por 1o menos contra larvas

de & especies. de mo=quitos, inclucso Anopheles stephensis,




importante vector de la Malaria, teniendo la ventaja de

Nno afectar otros aspectos ambientales ni ser danino para

el =er humano.*?

Se han comprobado gue ciertas cepas de Hacarllus

sphaericus son ligeramente patdgenas a causantes de

enfermedades, en larvas de mosqguitos. La mas importante
de ellacs es la cepa 1592 gue ha sido producida e:peri-

mentalmente por la industria v evaluada en el campo, ¥

Facillus thuringiensils difiere de Baci ilus

sphaericus en la naturaleza de sus toxinas v el rango de

ho=z.pedero. En general, Sacallus sphaericus es. mas activo
contra Culex y Antpheles spp. y poco activo contra Aedes

PP on cambio Bacillus thuringiensis variedad

israelencs.is es mas activo contra Aedes vy Culexw =pp. Vv
menps activo contra Andphele= spp., este es mas activo

contra moc.cas neqgras. gue Bacillus sphaericus.




MATERIALES Y METODGS

2.1 Materiales:

A.

Material Bioldgico:

Cepas standard obternidas del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la Unmiversidad
de Westerrn Ontaric, Health 5Sciences Centre.

London Ontaric NGASCL. CANADA.

Bacillus thuringiensis var. Israelensis H-14.

Bacillus thuringiliensis var. Kurstaki HD-1.

Baclllus sphaericus B4291.

Material de Vidrio:
O6 Matraces 100 ml.

0% Matraces 250 mi.



02 Matraces 500 ml.

01 Probeta 500 ml. 10/1

&0 Placas. Petri 15 x 100 mm.

20 Tubos de Prueba c/tapa rosca 14
23 Jubos de Prueba 1& x 150 mm.
20 Tubos de Prueba 13 x 100 mm.
50 Tubos de Prueba 10 x 75 mm.
05 Pipetacs Seroldgicas 10 ml.

05 Pipetasz Seroldgicas 053 ml.

10 Pipetas. Serologicas. 91 ml.

10 EspAtulas de Drigalshky

04 Frascos Goteros 30 ml.

1% Doc. Laminas Portaobjetos

10 Doc. taminillas Cubreobjetos
Reactivos:

fosfato disddico hidrogenado
fosfato de potasip dihidrogenado
Cloruro de Sodio

Sul fato de Magnesio

Hidrowido de Sodio

Hidrowido de Potaszsio

FPerdtwxido de Hidraogeno

" Acido Clorbidrico

Aleobol Etilico
Alpha Maftol

Creatina

pd

75 mm.



Prenil Alanina
Estreptomicina Sulfatoc
Aceite de Cedro
Xilol

Cr-istal 'Vicleta

Rojo de fFenocl

Medios de Cultivo:
Extracto de Levadura
Extractoc de Carne
Peptona de Carne
Peptona de Caseina
Triptona

L—Arginins

Biotina

Tiamina

Glucosa

Agar —Rgar

Otros:

Papel Filtro

Filtro de tembrana
FPapel FEraft
Gradillas =« 294 espacic

Algodon Hidrdéfilo
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4.2 Metodos:

A.

Toma de Muestra:

Se tomaron muestras aproximadamente 100
gr. de suelo procedentes de diferentes areas
geograficas dé Huamanga y Huanta (Tabla 1), en
bolsas de polietileno y las muestras de agua
en frascos esteriles de 250 ml. "SCHOTT DURAN"

y se anbtaron los datos de muestreo en

respectivas fichas. Se traslagaron al
laboratorio para =10 proceszamiento, las
muestras de agua =e guardaron a bajas

temperaturas.

Ailslamiento e JIdentificacidn Microscodpica:

- Se pes=6 1 gr. de suelo y se colocd en 9

ml. de solucien <alina, se decantd o

centrifugd a 1500 ypm. por cinco minutbDe.

- Se tra=z=basd =1 =sobrenadante y =se sometio
a Baro Maria a 89°C por 10 minutos, luego
se colocaron en agua fria, este
constituve la dilucicdn 10-1. Para
muestras de agua aparte se filtraron con
un fTiltro de membrana de ©.47. u de

porosidad "MILLIPCIRS”, luego e colocd lo
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filtrado en un tubo con solucion salina vy
se  Incubatr-on a 84°C pow 10 minutos, se

colocd I mi. dsl filocraco en wn ftubs con
? mi. de solucidn salina para constituir
la dilucidon 19-1. Luego se efectuaron

diluciones en solucidn salina hasta 10-4

en amnbos Casos.

S5e sembraron las dilucignes 10-3 vy 10-4
por Incorporacion en placas petri  con

figar MNutricio y en fAgarr Selectivo BATS

n
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para FLacillus

ml. de dilucion en cada placa y esparcir

con una- -espatula de Drigalsky.

Simultaneamente se sembrard 1 ml. ge la
dilucion 10-0 ern Caldo fAcetato para el

enriguecimiento de Bacillus.

Realizar la observacidm microscdpica &
inmersidn vy luego tedir las laminas caon
Cristal Vigleta, localizando esporas vy
cristales tipicos. == efectuaron
COMpar-aclones corr el patrdn Yy Se
formaron ceparios en fAgar Nutricio de las

muestras conslideradas positivas.

wt
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4SS

Recuento de Mestfilos Aerobios Viables:

Colocar 10 gr de suelo o 10 ml. de agua
en 90 ml, de solucidn salina peptonada,

io cual constituye la dilucion 10-1,

Se efectuaron diluciones colocando 1
ml. de Ia dilucion anterior en 9 ml. de
solucidn salina peptonada hasta la

dgilucidn 10-A.

Se c=iembra en placas 1 ml. de las
diluciones 10-5 v 10-& en Agayr Nutricio vy
Agar de recuento de colonias (APC). Se
incuban a 3I7°C por 4 o 48 horas y se
efectua el recuento de mesofilos aerobios

viables.

Identificacidn Bioboquimica: Para Ja diferen-—
ciacidn de los microorganismos seleccionados

se efectuaron las s.iguientes pruebas:

Esta prueba indica el desprendaimiento de
CO v H en presencia ge Perdsido de

4 z

Hidrdgeno.

Procedaimiento: Hacer el cultivo en caldo
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Nutricio e incubar a 27 C por 48 horas.

fuego agregar 0.5 ml. de peroxido de

Hidrdgeno y observar la formacién de gas.

Reaccion de VYopes., Proskauey: Algunos

bacilos producen Acetil Metil Carbinol vy
que en presencia de un reactivo que
contiene NaOH &l 407, vy alfa-naftol con
creatina. La prueba positiva se revela
mediante una coloracion roja despugs de

I a 60 minutos a temperatura ambiente.

Pr-ocedimiento: 5 realizan cultivos por

duplicado en caldo MR-YP v =e incuban a

37¢C por 48 horac.

Se agrega el reactivo Voges
Proskauer v ce observa la formacion de
color rojio o rosado al cabo de IO o &O
minutos. &i el recultado o5 negativo

realizar la prueba después de 7 diacs.

Fermentacidn de Glucosa: La utilizacion

de Glucosa se esvidencia por el viraje del

indicador rojo de fencol.

Procedimiento: 'S5 realizan cultaivos en

fAgar Glucosado Rojo de Fenol v se ancuban



a4

a 37°C por 48 horas, luego de este tiempo

observar el cambico de color rosado a

purpura. En alguncs casgogs &3 CECSsSar

gesperat hasta 15 dias.

Hidroglisis de Caseina: Debido & que la

leche as un excelente medio de cultivo,
se utiliza para diferenciar
MiCroorganismos, basandose e 1a
fermantacidn de lactosa, caseolisis v por
las propiedades de coagular la caseina,
que se ewvidencian con el aclaramiento del

medio.

Procedimiento: Se inoculan las muestras

en PBgar leche por estriado, incubar a

.70, examinar despuece de 7 a 14 dias. 21

n

aclaramiento del medio, en algunos casps

bay necesidad de ezperar hasta 21 dias.

Pi-ueba de Lescitina: EI caldao vyema de

huevo es un medio Que permite diferenciar
& los MICroorganismos, especiaimente
bacilos gram positivos, el componer te
lipoproteico del huevo mezclado con agua
destilada, es degr-adado por urha enzima

llamada Lecitinasa.
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Procedimiento: %e inocula el caldo vema
’

de huevo con Z-3 asadas. del micro-—
organismo testigo, incubar a 3I79C, se
observa despues de 1, %, 5, 7 y 14 dias
la aparicion de un precipitado blamco en

la superficie del medio y el aclaramien—

to de eéste, lo cual indica la hidrdlisis.

de la lecitina de yema de huevo.

Prueba de Fenil Alanina: Algunos

MLCroOrganismns son Capaces de desamlnatr
la feril alamima convirtiendolo en 4&cido
fernil piruvico, que se evidenclia por el
camblo de color &l agregar- &l cultivo

Cloruro fFérrico al 10%.

Procedimiento: S inocula cultivos de los

microorganismos. en prueba por duplicado

enn Agar Fenil Alanina por 7 dias a 37°(C,

A

luego se coloca 4 o 5 gotas de solucion
de Cloruro Férrico al 10%, a los cultivos
v & observa la aparicitn de un color
verde e=meralda nue indica positividad de

ia prueba.



RESULTADOS Y DISCUSION

S5e trabajd un total de 63 muestras, de las cuales 379
fueron de sueloc y 24 de agua, se aislaron 537 colonlas

us confirmados por observacidan
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microscaplca, de las cuales soclamente & se referian a las

esSpECIES buscadas, cbteniendose los sigulentes
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TABLA N~°1: LUGARES DE MUESTREOC

N® DE MUESTRA TIPO DE MUESTRA ORIGEN
431 Tierra de Jardin Alameda-Hyga.
G2 Tierra wuliivo alfalfa Hua ta ta3-Hga.
Q3 Tierra cultivo Quinus Hua ta tas-Hga.
o4 Tierra tultive Haiz Huyuhuilca-Hta.
9% Tierra culliive Trigo Huvubhuilca-Hia.
Q5 Tierra Cultivo faiz Socoscocha -Hia,
a7 fgus. riachuelo Huntulicharc-Hia,
o8 fgua manantial Huntulicherco-Hta,
G7 fgus. de rFio Huyuhul ica-Hia,
10 Agua de rigo Huatatas-Hga.
11 Aqua de estangue Huatatacs-Hga.
1 Agua de 7i0 Socoscocha-Hia.
12 figua de riachuelo Huamanga
i Tierra d& Jjard:n Huamangsa
i Tierra Huamanga
16 Tierra de jardan Huamari) a
17 Tierra culiive Trigo Huamanga
18 Tierra de Jardin Bu.inua
17 Tierra. tultivo Arveja Guinua
2G Timrra Wari
21 Tierra. cuitivo Maiz Huamanga
2z Tierra Huamanga
£3 Tierra cullivo Maiz Huamanga
2 Tierra Jardin de Plaza Huamanga
2% Tierra cultivo fruts Buinua
26 Tierra cultivo Trigo Huamange.
27 Tierra cultive Fruta Huamanga
8 Tierra tultivo Maiz Huamanga
&7 Tierra de jardin flameda-Hga.
3G Tierra cultivo Hortalizass Al ameda-Hga.
31 Tierra de Tunales Huatatas-Hga.
32 Tierra vampo ablierto Huatatas-Hga.

Hus ta ta s-Hga.
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N®

BE NMUESTRA

TIPO DE MUESTRA

33 Tierra de Jardin Magdalens -Hga.
34 Tierra jardin fa.gds.lena-Hga.
3% Tierra cultivo fMaiz Huay tapampa-Hga.
36 Tierra ribera de riv Huaytapampa-Hga.
37 Tierra bosgue Eucalipto San Melchor-Hgs.
38 Tierra campo abierto fotorilla-Hoa.
37 Tierra arfequia Sece. Sante Elena-Hga.
44 figua estancsda Husaytapampa-Hga.
41 Agus. Fribera de rio Huay tapampa-Hga.
92 Agua de rao Huaviapampa-Hoa.
43 Agua de rio Alameda-Hga.
G4 Agua. es tancada flameda-Hya.
b fAgu.a scequis. ITrigacidén San el chor-Hga .
46 fgua de rio Huatatas-Hga.
37 fgua 10 estancado Toiorilla-Hga,
48 Agua de rio Jotorilla-Hga.
L ¥ Agua estancada fluyurina-Hga.
oS0 figua de rao Muyurina-Hga.
ol Agus. de rilachuelo Puyurina-Hga.
&7 fpia estancads Chactco-Hga.
3 fgua de fio Chacoo-Hgea.
<4 fgua ribera de rfic Chacto-Hga.
55 Agua de riachuelo Chacco-Hqga.
56 Agua de rip Chacco-Haa.
57 Tigrra culiive Zenahoria Chacco-Haa.
S8 Tierrs cultive Col Chacio-Hga.
7 Tierra tultive AlTalfs. Chacco-Hgas.
69 Tierra cultivo Apio Muyurina—Hga.
&1 Tierra cultivo Cebeolla Puyur ina-Hgs.
52 Tierra cultivo Maiz Huyurina-Hga.
63 Tierra cultive Papa fMfuyurina—Hga.
Muchos estudipnsos (Travers, 1987), han ailslado
Bacillus thuringiensis comn un resultado de 107 bacterias
por  gramo  de existiendo muchos metogos de

suelo,
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aislamiento, siempre se debe tener en cuenta la ecologia
microbiana, especialmente de wun radio consigeradao al
rededor de donde <se toma la muestra; en el presente
Cuadro se indica los lugares de muestreo escogidos al
azar con la finalidad de saber tuales son las condiciones
en las gque podrian encontrarse dichas bacterias, sabiendo
gue nuestra regién ez en general, de un clima templado vy
seco de los wvalles inter andinos, calido y humedo en la
ceja de selva y fraio secto én las punas, estacion 1 : de
lluvias, de Diciembre a Marzo; estacion I1I1: intermedia,
Abril, Mayo, Octubre y Noviembre; estacion 111: de Secano
ge Junlo a Setiembre, que de alguna forma no favorecen el

desarrollo de estas bacterias {(Travers, 1987).

De otro lado otros autdres coincigen en que el
metodo de aislamiento de estas. bacterias es  mas
satisfactorin =i se realizan de 1insectos muertos o en
Areacs con alto nivel de infestacion de insectos, pero sin
embargo existen otros como Winogradsky que asegura gue el
principal habitat de la mayoria de ecpecies de bacilos es
el suelo donde se encuentra la mayor parte de la flora
bacterial, colncidiendo con este vy muchos ptros
estudinsos, se ha visto por convenlente realizar la mayor
cantidad de tomas de muestras de suelos, pues existe la
mayor prababilidad de aislar estas bacterias ademas de la

facilidad de muestrear suelos y no asi insectos muertos.
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TABLA N*2Z: RESULTADO DE PRUEBAS BIOQUIMICAS DE CEPAS

NATIVAS SELECCIONADAS

CEPAS PRUEBAS BI0BUIRICAS
CATALASA | NR-VP | 6LUCOSAL CASEINA| LECITINA] FEXIL 08SERVAC TONES
ALANING

8. spheericus {B4c) ¢ - - - - ¢ CULTIVG HORTALIZAS-
HTAS

8. sphaericus {79} ¢ - - - - + CULTIVO HORTALIZAS-
HTAS

8. sphaericus (89) + - - + - + RIBERA D€ RiO
HUAYTAPANPR

8. thuringiensts {34) ¢ - + + - - TIERRA DE ACEGUIA
5TH. CLENA

8. thuringiensis (53} + - + + - - TIERRA DE  ACEQUIA
STA. ELENA

8. thuringiensis f{c- + - t + - - TIERRA JARDIN

I} ALAKEDA

B, sphaericus {st.} ¢ - - - - ¢ CepA STANDARD.

8. thuringiensis ¢ - + + - - CEPA. STANDARD

{st.}

Los trabajos de Smith (1987), son la base de los
eamenes de caracterizacion diferencial, siendo necesario
la 2ejecucitin de estaz. Los primeros estudios de taxonomia
de la formacidn de la endospora fueron identificados de
acuerdo a la diferenciacidn bioquimica, en la actualidad,
=e realizan estudios electroforéticos v genéticos de la

bacteraia.

E£s necesario tener la certeza de que se trata de las

bacterias buscadas, siendo la identificacidn bioquimica
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la mds practica gue se encuentra a nuestro alcance, cse
optd por este meétodo, los resultados coinciden con los
que muestra el Manual de Bergey, excepto en la prueba de

caseina gue una cepa de Baci llus sphaericus aislada de la

ribera del rio de Huaytapampa did pocsitivo mientras que
las otras dos dieron negativas, segun Sneath (1985),
puede darse el rcaso, pues el resultado es indeterminadao,
confirmandose su positividad mediante el crecimiento en

agar selectivo para Bacillus sphaericus.

TABLA N2 3: Namero de muestras positivas de cepas

nativas de Racallus thuringiensiis y Bacillus sphaericus

MICROORGANISMO Bacillus Baciilus
thuringrensis sphaericus
NG muestras positivas en suelo 03 02
M2 muestras positivas en agua 090 131
N2 muestras negetivaes en suelo 36 37
Ne muestras negativas &n agua 29 23
Total de muestrazs de suelo 39 37
Total de muestiras de agua 24 29
Total muestras experimentales 6% &3

El OUmero de muectras positivas encontradas
resultarcn ser suy reducidas en comparacitn con el numero
de muestras procesadas, siendo estas 63 en total, solo se

aislaron 6 cepas de bacilos, de las cuales 3 fueron de
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Bacirllus thuringiensis en suelo lo cual es comprensible

porque es mas viable en este medio y no asi en aqua, 2

tepas de HBacillus sphaericus en suelo ¥y una en agua,

comb explica Hernadndez (1990), gque esta bacteria es capaz
de soportar ambientes contaminados y se mantiene viable

en agua a diferencia de Facillus thuringiensis.

No existe preocupacidn alguna por el reducido numero
de muestras positivas, pues autores como Traveres (1987)
vy otros reportan que en mas de B0 afos del descubrimiento
de la bacteria solo 25 variedades de Hacilillus

thuringiensis han sido encontrados, v Baclllus sphaericus

aun se encuentra en investigacidn,
TABLA N2 4: Porcentaje de muestras positivas y

negativas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis y

Bacillus sphaericus

KICROORGANISHG Bacrllus Bacillus
thuringiensis sphaericus
Z muestras positivas en suelo 4.78 3.18
% muestiras positivas esn agus 2.00 1.60
% muestras nege tivas en suelo 57.14 o8.71
7% muestras negativas en agua 58.08 36.31
% Total de muestras 100.90 160.00




De acuerdo al
porcentajes

thuringiensis un 4.787%

Facilius sk

correspondientes

58 pOddra

tanto en suelo

Segun Smith
de la distribucidn
F=tados Unidos,
0.5 v 0,005%
desde =suelo,
explica con
poblacion de esta bacterias
bibliografica de HBacillus Sphaeritus no =e encontraron
datos exactos,

existencia menor que Bacillus thuringiensis.

TABLA N2 5:

comp en

Bacillus thuringiensis representa entre

cuadro
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an suselo

R
il
%
i

agua ez mucho

anterior

i1 endo

3 ,430%

entaije de muestras

{1987), Bordon vy otros

de especies de hbacilos

todas

mayor ¢

las especies de bacilos

laridad el

bajo

e

mayor.

deducen
Bacillus
agHa v
. 3.18% en suelo y 1.60%Z en agua,

negativas

constataron gue

en suelo

gquizd este sea uno de los ejemplos que nos
porcentaje

y exdistiendo poca referencia

pero sa explican que tienen porcentajes de

Porcentaje de Poblacitdn de Bacilos en suelo

¥ agua

Z DE BACILOS OTROS

RUESTRA Hacillus Racillus BACILOS

thuringiensis sphaericus

AGUA 0.00 1.60 i1.1t
1.60 %

SUELG 4.78 J.18 22.21
7.96 %

TOTAL .73 4,78 E3.32
7.56 7%

aislados
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Existen bacilos no formadores de esporacs que pueden
ser © no patdgenos de insectos, asi como bacilos
formadores de_esporas patdgenas de insectos, en conjunto
todos wvienen a formar el porcentaje de bacilos en las
muestras tratadacs, de las cuales 11.11% =on bacilos no
patdgenos de insectos encontrados en agua y 22.21% son
bacilos no patdgenos de ainsectos encontrados en suelo,
pues casi toda la bibliografia, el Manual de Bergey,
coinciden en afirmar gue en la naturaleza exiasten gran
cantidad de bacilos y que decsde tiempos atras han tratado
de clasificarlos de acuerdo a sus caracteristicas

morfoldgicas, bioguimicas, etc.

TABLA N2 6: Promedio de Recuento de Mesdfilos viables

MUESTRA

AGUG TIERRA

Promedio UFC > f0e I2 x 107

Promedio UFC 14 x 10° i 27w 10°
1

Esta es una prueba de rutina que se realiza cuando
=e trabaja con microorganismos, para zaber la poblacian
enistente de bacterias u otras, va gue este es un trabajo
como todos, no se obvid este paso consiguiendo resultados

que indican gQue la maypdr parte de mesdfilos viables se
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encuentran en muestras de agua, debiéndose a la toma de
muestra qQue se recolectaron generalmente aguas
contaminadas, ctomo lo recomienda Hernadndez (19990) para el

aislamiento de Hacillus sphaericus.

En diferentes partes del mundo, se ha tratado de

alslar cepas de Bacalius thuringiensis y Hacillus

sphaericus v generalmente se aisla una nNueva cepa con

propledades ctasi iguales a las ya estudiadas, asi como
Goldberg y Margalit en Israel aislaron una cepa de

Bacillus thuringlensirs denominada H-14, FPagdua en

Filipinas, aisla una cepa que genomind PG-14,
correspondiente al serotipo 8aBb subsp. Morrisoni de

Bacillus thuringiensis, Krieg en Alemanlia una cepa de

Bacillus thuringiensis subszp. tenebrioniz, Hernstadt en

1984, aizla una cepa de Hacillus thuringiensis denominada

variedad San Diego, etc. Igualmente cepas de Bacillus
sphaericus han sido aisladas de la India, de Indonesia la
cepa 1593, de Nigeyria la ctepa 2362, de Sri Lanka la cepa
2297, las cepacs IAB59 DE Ghana, etc. evidencian gque si es
posible aislar cepas toxicas contra insectos y larvas, en
varios paises del mundo. En este trabajo =e trata de
demostrar que con la aplictacion de una técnica adecuada
=ze pueden alslar cepas nativas de muestras de <cuelos
gde nuestra regidn, como Ios. ya mencionados lo hicieron

contribuyendo al desarrollo tecnoldgico. (Davidson vy
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Col., 1984; Mahillon y Delcour, 1984; Guerrineau y Col.,’

1991).

Lla factibilidad econdmica de control microbiane
dependen los siguientes factores: estatus de 1la plaga,
rango de hospedero para ila plaga, relacion de
costos/beneficio con recspecto a 1a plaga, efectividad
técnica de control microbiano, variabilidad y velocidad
de efecto del control microbiano, valor de la materia gue
se va a proteger, requisitos del patente, seguridad

publica y legislacion ambiental ( Metcalf y Luckman 1990).

7

Tomando en cuenta estos factores, se puede decir que
sin embargo, los entomopatdgenos son parte integral de la
naturaleza, v por 1o tanto no causan ninguna ruptura del
equilibrio ambiental. Eztos organismos no causan peligro
& organizmos. gue no =on el blanco y es nula la
contaminacidn gue producen en &1 medio ambiente. E1 costo
de produccion de insecticidacs microbianos no e alto en
comparacién con los productos quimicos. Debido a estas
caracteristicas ! uso de microorganismos entomopatdgenos
cae dentro de un sistema de manejo integral de insectos
plaga que facilmente puede ser iniciado en la Ciudad de
Ayacucho, con el aislamiento de nuestras propilas cepas
nativas y las pruebas de toxicidad contra plagas, propias
de la regidn que tanto afectan a la economia de la

agricultura, la contaminacidn ambiental y otros.
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Es factible encontrar cepas nativas de bacilos en
nuestros suelos y aguas, en este trabajo se reporta unm
42.867% de poblacidn total de bacilos, demostrando asi que
cornr un trabajo mds minucioso y a gran escala se pueden
obtermer buenos resultados 1inicidndose una nNUEvVaE era
biotecrnoldgica en el manejo 1integral de plagas con
biocinmsecticidas en nuestra regidn, siendo este uno de los

primeros aportes.

Todos los autores coinciden enn que las formas de
aiclamiento son relativamente facilese, con la practica se
ha podido comprobar pero es necesario recalcar que la
obeservaciodn microscépica resulta un poco tediosa, pues
sornn cientos de colonias a observarse por cada 10 a 15

muecstras tratadas, contando corr los pocos trabajos

M

realizados en Peru sobre este tema y ademds de trabajar

corn poca referenclia del bacilo.
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CONCLUSIONES

Se procesaron 63 muestras de suelo Y agua
procedentes de las provincias de Huamanga y Huanta,
de los cuales se aislaron 3537 colonias sospechosas,
babiéndose identificado solo & cepas de bacilos, 3

de elloe. correspondientes a Facallus thuringiensis

v 3 a FRacillus sphaericus.

Se contribuyd a la aplicacidn de una metodologia de
aislamiento e identificacion de cepas de Racillus

thuringiensisy Bactllus sphasricusentomopatogenos,

ernn condiciones de laboratorio.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la preparacion de medios
segun el recetario, cton el peso indicado, pues =1 se
agrega algun componente.en la cantidad no indicada
varian los resultados del aislamiento como la
inhibicién de 1a esporulacion, retardo de 1la

esporulacidn, etc,

Realizar las pruebas. bioquimicas una vez mas de 1o
que recomienda el manual de 1identificacidn, pues
psta esta expuesta a errores de tipo manual,

tecnico, etc.

Realizar de manera correcta la eliminacidn de otros
microorganicsmos precentes en las muestras a tratarse
para evitar umna cobrepoblacién de colonias en la
placa y por ende la contaminacion, gue hace dificil

1a identificacion de bacilos va que estas
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generalmente se encuentran en coloniacs aisladas.

Se recomienda hacer una buena tincidn Gram para no

confundir el bacilo de FRaciilus thuringiensis,

pues ecste es casi similar a los ptros bacilos, para
mejores resultados esperar gue ecsporule y se de la

formaciédn del cristal.

Se recomienda efectuar bioensayos de toxicidad de
lacs cepas nativas aisladas frente a larvas de

insectos—-plaga propios de la region.
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ANEXO N°QO2

CARACTERISTICAS BIOGUIMICAS DIFERENCIALES

DE Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus:

Pruebas Biloguimicas B:u:illus Bacillus

thuringiensis sphaerjcus
Catalasa + +
Formacidn de dcido en Glucosa + -
Voges Proskauer d -
Hidrélisis de Caseina + d
Hidrdlisis de gelatina + d
Hidrélisis de almidén + -
Utilizacitn de citrato + d
Deaminacidn de Fenil Alanina - +
Levcitinasa d -
Creciaiento ph 6.8 en C.N. + +
Crecimiento a 30°C. + +
Crecimiento a 40°C. + d

 FUENTE: Bergey's Manual of Systematic Bactericlogy. Vol

2, (178%5)



ANEXO NG O3

MEDIO SELECTIVO PARA EL AISLAMIENTO DE Bacillus

sphaericus

A. YDUSTEIN, S.B. FRETZ, S.A. JELLEY (1985)

MEDIG BATS

COMPONENTES
Na _HPG,
ﬁHZPG‘
MgS0,. 7H.0
MnCl, 4H.O
FeS0,.7H 0
CaCl_ .2H.0
L~arginina
Tiamina
Biotina
Ecstreptomicina Sulfato

Agar

La tL-arginina, Tiamina,

esterilizar por filtracion en

CANTIDAD (g/1)
5.57 gr.
2.40 gr-.

50,30 mag.
4,00 mg.
2.8¢ mg.
1.50 mg.
5.00 gr.

20,00 mg.
Z2.00 ug.

100,030 mg.

20,00 gr.

Biotina y Estreptomicina

frio, las sales y el agar

autoclavar a 121 *C, 15 libras de presion por 15 minutos.

Mezclar a una temperatura de 45 °C.



ANEXO NS 04

FOTOGRAFIAS

FOTO NC 01 : Hacalluese thuringiensis var. Israelensis vy
FHacallus thuraingaiensis var. kurstaki.

ASA 400, diafragma 8, velocidad ©.48",
Iuz matural.

FOTO N@ 02 : Cepa aizlada de Hacallus thuringiensis.
ASA 100, diafragma Z, velocidad 1", luz
natural.




Bacil lus sphaesricus ceps. standard Y
Bacillus sphaericus cepa aislada.

ASA 400, diafr-agma 8, velocidad ©.48",
luz matural.

FOTO N2 04

Frueba biogquimica de Fenil Alamina. Tubos
1 v 2° r-eaccidn megativa, tubcs 2% oy 4°
reaccldn positiva (Baclllus sphaerlicus).
ASA 100G, diagrama 2, wvelocidad 1%, lu:z
ar-tifticial.




FOTO NG O 5 : Celulas vivas de Baecillus
(cultive Jjowvern).
ASA 100, objetivo de fase, sin
fase, filtro @ OSEwriEs diafragm
velocida 2", contraste de fases.

thuringlensis

FOTO NG 06 Esporas : ct-istales G EEraffus
thuringl ensis.
ASA 100, filtdee " aEuEts diafragma
velocidad 4”7, a inmersion.




FOTO N@ O 7 : Céiulas coloreadas de Bacillus
sphaericus.
ASA 100, diafragma 1, velocidad 2", a
inmeysidn.

e
I_ ":1'*% ||

h-l"". -I-.._f
FOTO NC 08 : Celulas wvivas de Bacillus sphaericus
fecaltive Jdviemn).

ASA 100, s£1in Ha ey diaftragma 1/2,
velocidad 34” contracste de facses.




TIPOS DE SUELO

ANEXO NG OS5

Y ALTITUDES DE LAS ZONAS DE MUESTREO

LUGAR DE
PROCEDENCIA DE
LAS MUESTRAS

ALTITUD

(Mmues.n.m.)

TIPO DE SUELO

A. Provincia

de Huamangsa

2,746

- BB s - -
Mavurinag

Rt i (‘,
Lyt

K

-
LN
%
Y
e

2,874

kastanoscles
con textura media, mis
profundos,

calcicos, de reacclidn

arcillosocs, bajos en
conntenidco de
nitrdgens, muchos de
ellos decapitados, con

frecuencia ge

~ Guinua

con textura arcillosa

shbundante.

B. Provincia

de Huanta

2,660

Suelos superficiales,
transicionales, Con
frecuencia de materia
organica

Maturalezras aCids.,

Calcares, superticial

FUENTE : OMERN (1985}

"Recur-sos




	TESIS B194_Pra cara.pdf (p.1)
	TESIS B194_Pra primer.pdf (p.2-67)
	TESIS B194_Pra color.pdf (p.68-71)
	TESIS B194_Pra segund.pdf (p.72)

