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INTRODUC CION

Debido a fos grandes problemas asociados con e use extensive de
insecticidas quimicos en [a agricultura, ha sido necesaria la bisqueda de oras
fuertes para el control de plagas. Los insecticidas microbioldgicos ofrecen una
buena affernativa, pues sonmuy especificos, no afectan a olros orgarismos ni al
medio ambierte, ¥ en el manejo integrado de sistemas de control de plagas,
pueden reducir la dependencia de insecticidas quimicos.

De las bacterias entomopatogenas, el £ fugingiansk es una de las mas
conocidas, siendo utilizada comercialmente en la actualidad. Se han aislado 22
subespecies o serotipos de acuerdo a su antigeno flagelar H, y éstas varianen
sus propliedades bioquimicas, asi como los insectos que atacan.

La actividad insecticida del £ Husinyéenssis estd asociada con un cristal
glicoproteico sintetizado dentro del organismo durante el cicle de esporulacidn.
En su forma nativa, la glicoproteina es una pro-toxira, que al ser solubilizada ¢
hidrolizada por 1as proteasas dentro del insecto susceptible, se transforma er |a
toxina. Elcristal es soluble, unicamente, en pHalcaline, lo que ie confiere una
alta especificidad como bicinsecticida: iricamente afectard a lepiddpteros con pH
mayor de 10 en el intestino.
| La investigacion tuvo como propdsito el aislamiento de cepas de £
trinaiensis encontradas propiamente en Guatemala v la caracterizacion de la
endotoxina de res de las cepas aisladas. Las pruebas de toxicidad se hicieren
confra el lepidoptero Sooobnders sunig, larva conocida como “prodenia” que

afecta muchos cultivos de algodon.



La separacion del cristal de las esporasy los desechos celulares se hizo
por centrifugacion en gradientes de densidad utilizando Urografina 100% (un
agente de conltraste), y el peso molecular de los cristales se determind con base
en el parén electroforético mosirado en geles de poliacrilamida ( sistema SDS-
PAGE ).

Todo el andlisis de las cepas aisladas se hizo con base en comparaciones
hechas con la toxina producida por una variedad conocida de & duaimaensis.
Jaar moyrieasd (B - 4049y, Los cristales producidos por estas variedades fueron
los mas parecidos en tamafio y forma a los cristales encontrados en las cepas
alsladas.

El proyecto se dividio en fres etapas:

1) El aizlamiento de £ Musimpenss de  muestas de tierra obtenidas en

bodeqgas de grancs y mercados en distintas regiones del pais.

2} La separacion y caracterizacién de la endotoxina de las cepag anteriores,

ytilizando electroforesis comparativa en gel de poliacrilamida (3D 5-PAGE).

3) Prusha de la capacidad insecticida de algunas de las cepas aisladas,

mediante bioensayos hechos contra larvas de Spaakyolerns Sumie.




. ANTECEDENTES

A. Historia del £ lAurimgiensis

Bl & tusingiensic fue identificado en 1802 por ishiwata, cuando
ectudiaba fa enfermedad de “solto” en el gusano de seda Ayrbyy 2xy/ en
Japén (13; el organismo que infectaba el gusano era conocide come bacilo de la
erfermedad de solto”. Mas tarde fue aislado por Berlinery Maltes (1827). Fue

Berliner quien lo nombrd Arciius ihuriagiensss , derivando el nombre de la

provingia alemana de Thuringia, y ambos describleron la presencia de un cuerpo
de inclusion dentro de las células en proceso de esporulacion(1).

A partir de 19230 se iniciaron estudios para la utilizacion comercial del £
thurigiensis come insacticida (1) La primera preparacion fue desarrollada en
Francia, con el nombre e “Sporiene” (6). Luego desarrollaron ofros productos
similares (Bactospeine, Biosper, Entobaclerin, Parasporin, Thuricide, elc), pero
su efectividad era muy depandiente de las propiedades fisicas y biologicas de
las forrnulaciones.  Los resultados en el campo no eran constantes (5).

No fue sino hasta 1968 que un producto comercialmente estable salio al
mercado en los Estados Unidos utilizando la w7 Awrséaty HD-1. Fue con é&sto

que 5e cred Un nuevo impetu para continuar con nuevas Investigaciones (5.




B. Propiedades Biologicas:

El B Muringiensic €s unma bacteria gram positiva, aerobia, formadora de
egporas, la cual sintetiza un cristal parasporal glicoproteico durante su ciclo de
esporutacion, que es toxico contra insectos de varios ordenes (dependiendo de la
especie) (7). Elcristal representa del 20 al 30 % del peso seco de la celula, y
esto o diferencia de olras especies relacionadas.

Existen varias subespecies de £ thuimpensis, éstas varian tanto en el
tipo de toxina que producen, asi como en la especificidad del huésped que
atacan (1). La mayoria de los serolipos conocidos producen cristales toxicos
contra larvas de lepiddpteros (mariposas v palomillas); ofras variedades ( sz

fraeienti v yar Ayushtensia) son activas contra dipteros (mosquitos y mussg

givmestice ); una subespecie (1uar Avmsbydonss ) es toxica contra larvas de

coledpteros; v olras (17 fAnénus, pakistan) dkole, idang efc. ) producen los
cristales, pero no son toxicas (14).

La mayoria de los £ furimpiensis son toxicos confra lepidopteros y
producen un cristal bipiramidal caracteristico muy bien definido.  5in embargo,
existen informes sobre otras formas del cristal; runcadas, rombicas, clbicas o en
forma de cufia. La forma del cristal esta influenciada por la subespecie de &

tringiensis vy os componentes del medio en que crece (10).

1. Taxonomia
Dentro del género Becitius existen 3 especies muy relacionadas enfre si:

£ thringiensis. B careusy £ aatracss. Encontradas, comdnmente, en la tiema,




es dificil diferenciarlas con pruebas bacterioldgicas rutinarias.  El analisis de
hibridizacién DNA-DNA, enfre estas especies, muestra de un B0 a un 100 % de
hormologia. La presencia del cristal parasporal ha sido la base de identificacion
de una especie como & Maringensis (1),

El & fusimpiensis esta dividido en variedades o subespecies segun:

1) su antigero flagelar H,  2) fa foma y el tarmafio del cristal, 3} ciertas
caracteristicas fenotipicas y 43 los perfiles de DNA.

Sé han descrito mas de 22 subespecies, y todas varian tanto en toxicidad,
cono e elrango de insectos que atacan. Existen variaciones en los cristales v
diferencias metabdlicas bien marcadas dentro de subespecies con ¢l mismo
serotipe {1); 25 por esto que las propiedades seroldgicas no se pueden
correlacionar con la toxicidady la composicidn quimica de tos cristales (2).

Una de las colecciones mas grandes de & Husinpienss es la del Dr.
Howard T. Dulmage, del Departamento de Agricultura en Brownsville Texas,
EEUU{1). Las cepas que se guardan en esta coleccion se asignan con el
prefijo HD antes del nlmero que indica su pesicion en la coleccidn.

Olra clasificacidn wilizada para diferenciar enfre subespecies s¢ basa enla
patogenicidad : la capacidad entornicida de las variedades a insectos de distinto
orden{Z}.

A pesar de los problemas asociados con fa clasificacion taxondmica, Ja
diferenciacién por antigenos flagelares es y seguira siendo la base para la
identificacion enlre subespecies de A Huriagiens/s hasta que NUeYos y mejores

métodos sean desarrollados {1).




TABLA #1

Clasificacién de & dhiimgiensis segin su ndmero en la coleccion del Dr.
Dulmage, suantigeno flagelar Hy el serctipo del cristal*

Nurmero de la coleccion  Nombre de la cepa Antigeno  Serctipo

NRRL HD- Flagelar H  Cristal
1 kurstaki Ja3b k-1
172 kuretaki 3a3b k-1,thu, aiz
2 thuringiensis 1 thu
3 finktimus 2 Ni
4 alesti 2a ale
S kenyae 4adc ken
B solto 4adb Nl
7 dendrolimus 4adh den
& galleriae Sash gal
9 ertomocidus ] NI ok
10 subloxicus 3] sub
" aizawal 7 a2
12 MOITISChi fagh NI #

3 . foiwotthi g Nj #o*

14 thuringiensis 1 k-1
16 alest Ja NI o
438 darmnstadiensis 10 dar
b1 israeliensis 14 ist
> kyushuensis 1tatic NI #
826 canadiensis Sa5¢ NI

*  datos tomades de: £ thuingiensis  Culures available From the US.
Departiment of Agriculture, March 1988
NI No identificado




2. Fisiologia :
La células vegetativas del B Muingiensis tienenforma de varila, de 2- 5
urit e fargo v 1 um de ancho.  Crecen Splimamente a termperaturas de 28° &

20°C, conaireacion continua a 250 revoluciones por minuto {rpm). Una aireacion

inadecuada, suprime la razdn de velocidad de crecimiento, la produccién del

cristal, y la esporufacion (1).

a. Bequerimientos Nulricionales:

Los requeririentes nubricionales son refativamente sencillos. De los
medios estiudiades para su crecimiento, & Medic Basal (ME) descriio por
Nickerson y Bulla (3), proporciona las mejores condiciones para el crecimienio,
esporulacidon ¥ formacion del cristal en la mayoria de subespecies del &
thrimgiansis . El MB &5 un medio definido quimicamente a base de sales y
glucosa, suplementado con cilrato al 0.2%  para complementar e fuente de
carbono en elmedio.

El citrato promueve ia cintesis de acidos grases necesarios para el creci-
miente bacleriano. ¢ cree que €s uno de los factores reguladores de la enzima
alostérica Acelil Co A carboxilasa, encargada de catalizar ¢ pase determinante
de la velocidad en la sintesis de acides grases (2). Cualquiera que sea la funcion
del cirato, se ha observado gue no hay un buen crecimiente de la bacteria en
rmedios que carecen de &l

La concentracion de glucosa no afecta ni la toxicidad, ni el tamafic de la

espora, pero si afecta la longitud v la forma del cristal. En estudios hechos con &



Hrugimgionsis var. Saringiensis, Ia longitud del cristal promedio aumenta de 0.5

2.0 um., en proparcién al incremento de glucosa en el medio, ¥ los Cristales son
arnorfos en vez de bipiramidales. Mo se sabe aun qué faclores afectan y
conbrolan el crecimiento v el tamafio del cristal (10), pero se ha demostrado que
la actividad thxica de una cepa varia significativamente, - dependiendo del medio

de cullivo (51

3. Modo de Accién de ja Toxina:

la alta celectividad del £ furimglensis especifico confra larvas de
lepidbpteros e deriva de las caracteristicas Unicas que posee el eristal. Los cris-
tales Wiicos son muy ectables; al ser ingeridos por vertebrados y olros insectos
no susceplibles, pasan a avés del intestine o son inactivados por las
cohdicienes dcidas denlro del estdmage ().

El pH del intestino medic en la mayoria de lepidopteros es usualmente al-
calino { pH 8 - 10.5), debide a la presencia de akos niveles de KoCO4. Bajo
estas condicionss, los cristales se disuelven y son hidrolizados por las enzimas
proteclificas presentes en el medio. E5, entonces, cuando ¢l cristal parasporal o
profoxina e activado a la toatina, un fragmento de menor peso melecular con
propiedades entornicidas (11).

Las especies afectadas muestran distintos sintomas y respuestas 3 la toxi-

na. Entodos los casos hay paralisis intestinal, que ocurre, aproximadamente, de

"

1 3 2 horas después de ingestibn v es cuando el insecto deja de comer.
Subsecushtemente ocurren una serie de cambios degenerativos en el epitelio

intestinal, acompafiados de alteraciones metabdlicas: hay un flujo desordenado



de iones 3 lraves de las membranas (6. Como consecuencia hay inanicion, se
produce una infeccion bacteriana v el ingecto musre, generalmente, despuée de
24 a 96 horas de haber ingeride los orisfales (51 Debido a que la ruta de enfrada
del cristal v fas esporas es viw oral, la alimentacion et una Ccondicidn muy

Irmportants para que ocuna actividad insecticida (1).

'[

3¢ ha propuesto que fa toxire, al interferir con eltransporte de iones, pro-
duce lisiz celular 2 incrementa la permeabilidad de las membranas a log iones de
petasio K* hacia la hemolinfa (14). Esto produce un incremento en el pH de ésta
y unia reduccion en el pH del intestine medio.

Loz cambios de pH en el infesting pemiten le germinacién de las esporag,
¢l crecimientc de las células vegelalivas y, posteriommente, la produccidn de
exporas huevas v orislales denro del organismc.  Los insectos muertos por

infeccion con & Hhuwiaplsss conlienen altas concenbraciones de esporas y

cristales (1).

Log desdrdenss paloldgicos asociados con ia toxina son {2);

a. Separacion de fas ¢élulas intestinales de la membrana base.

. Estimutacion de la actividad secretoria de las células epiteliales

2. Inhibicion del ranspotte activo de los iones de potasio,

d. Acumulacionde fonesz K* en la hernolinfa,

& Incremento en la permeabilidad del intesting a los fones de Ma'y
reduccioh en la enfrada de glucosa 2 la hemolinfa.

f. Paralisis del intestine v enalgunos casos pardlisis tofal.




Bl & Surimgpiensis o patdbgeno, principaimente, del estado larvario de
los insectos susceptibles; mientras mas joven es fa larva, mayor serd ¢l efecto de
la toxina (1. El desamoiio y t intensidad de la infeccion bacteriana y los
procesos tdxicos son muy variables y dependen tanto de la especie del insecto

asi como de la variedad de £ Murinpknsis utilizada (5).
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C. Bioquimica del cristal:

1. Origen y funcion del cristal parasporal:

Es poca la informacion oblenida acerca del origen, la eslructura y, sobre
tode, de la funcién del cristal parasporal. Hay varias preguntas importantes que

alin penmanecen sin responder

1. ¢Por qué el & thupingiensis fomna el cristal proteinico?

Aparte del cristal parasporal, el £ Suasnpensis esta tan relacionado a £
RS, que algunos 1o designan como un variante de tal especie. Sin embargo,
el crictal constituye, aproximadamente, el 30 % del peso seco ded esporangio y
es casi tan grande como la espora misma {10y Se han formulado yarias

hipdtesis y proposiciones acerca de suorigen {2):

* Puede ser un vestigio evolutivo.

* Pepresenta un intenmediario o un producte final del metabolismo

* Sirve como alimento para la bacteria

* Es el resuttado de una sintesis especifica designada a dar al organis-
mo una yentaja selectiva sobre olras baclerias.

* Representa una sobreproduccion de las proteinas de la capa de 2
Iriedmibrare.

» Es un mecanismo de desintoxicacion, el

11



2. ;Cuales la estructura quimica del fragrento y como funciona?
Hoy dia, e conoce la estuctura quimica del fragmento y la toxing
completa,  pero su funcidn denro del insecto aln no estd fotalménte

cotmprendida.

3. ;0ué faclores son los responsables en la selectividad observada Confra
determinados huéspedes?

En los bivensayos hechos con una subespecie de & Suimpiansis en
conra de un amplio espectro de lepidépteros, se han observado  grandes
diferencias en actividad téxica; esta diferencia en actividad tarmbién se ha
reportado wilizando un amplio espectro de subespecies de £ drringiansis on
confra de ur s6lo tipo de larva.

La comparacibn enre serofipos individuales no  garantiza  una

W

especificidad similar conra un huésped determinado; no existe una razén “a
prioti” del porqué fas células vegelativas con cierto serotipo comelacionen con la
toxicidad del cristal, exceplo que es la base de la clasificacién taxondmica (10).
La especificidad insecticida se puede deber a la secugncia Gnica de los amino
acidos que forman la toxina (13}
Lo gue 51 e conoce experimentalmente es:
* Qe la formacion del cristal coincide con las primeras fases de
la formacion de la esporay
* Ciue existe una relacidn enfre la sintesis de las proteinas del
cristal, ¢f crecimients ¥ la esporulacion de la bacteria.
No sdlo se raslapa el tiempo de aparicidn del cristal con fa espora, sino

que se forman muy cerca una de la olra.  Esla relacion sugiere que pugden

12



cormpartir cormponentes quimicos. Estudios electroforéticos hechos con proteinas
del cristal v la membrana de la espora, mueslran un palrén similar  de
composicion quirnica y toxicidad. Aparentemente, fa proteina que forma la. capa

de la espora, €5 la misma gue compone ¢l cristal {2).

2. Propiedades quimicas y figicas:

a. Solubilidad:

Para poder caracterizar las propiedades quimicas y fisicas de la
subunidad glicoproleica, es necesario solubilizarla. Los cristales de todas las
subespecies son insolubles en soluciones acuosas, neulras o acidas; por esta
razén, las écnicas de solubilizacion del cristal incluyen tratamientos con base v
ratamientos con agentes desnaturalizantes (1). La actividad insecticida de let
toxina esth propercionaimente ligada a la cantidad de fragmentos txicos
derivados en la hidrélisis de la profoxina. |

Se pueden obtener soluciones con actividad biolbgica, fratande los
cristales intactos a pH 12 con NaOH 1N y luego dializandc contra buffer de
fosfatos 0.02M a pH 75 (12}, La méxima solubilidad del cristal se obtiene
después de 5 horas del ratarniento con alcali; la subunidad permanece estable
por varias horas después vy, eventuaimente, se va disociando en fragmentos
cada vez menores, resultando en una pérdida de la actividad insecticida ().

Tarbién s¢ logra solubilidad completa del cristal utilizando una solucion

% {peso 1 vol ) SDS; 2% (vol ! vol ) beta-mercaptoetanol; urea &M, y buffer de

fosfates 0.01M a pH 7.2 (13). La adicion de agentes desnaturalizantes fales

13



como urea BM, dodecil sulfato de sodio {SDS), beta-mercaptoctanol y cloruro de
guaniding, dan una mejor solubilizacién del cristal, perc los cristales pierden su
actividad (1).

Los enlaces disulfuro en los cristales son, principalmente, inratenarios.
Esto juega un papel importante en las caracteristicas de insolubilidad del cristal,
pues para romper los puentes y lograr buena solubilidad, se necesita un pH
alcalino {10).

Debido a las muliples cnicas utilizadas para preparar y solubilizar fos
cristales, ruchos experimentos muestran un alte grado de variacion en los

resullados obtenidos (1).

b. Técnicas de purificacién:

Desde su descubrimiento, uno de los problemas principalkes afrontados
por los investigadores ha sido la separacion de las esporas y los cristales, pues
son de tamafio sirmilar (10).  Yarias tcnicas han sido utilizadas para conseguir
esle fin, enre las cuales podemos mencionar: separaciohes en sistemas
bifasicos ulilizando solventes organicos y polimeros de alo peso molecular,
cenfrifugacion en gradientes de densidad utilizando CsCly agentes de confraste
y centrifugacion zonal en gradientes de Nabr (8).

Los métodos que utilizan centrifugacién en gradientes de Be nografina han
dado excelentes resultados (13y fueron los que se utiizaron para 1 separacion
de ios cristales en esta investigacion.  Renografina s ¢l agente de conlraste de

rayos X metilglucamine: 3,5-diacetilamino-6,4, f-riiodobe nzoato.

14



¢. Composicién quimica:

Ef cristal esth compuesto de un 95% de proteina y un 5% de
carbohidratos,  Andlisis cromatografico para hexosas neulras revelan que
contiene un 3.8% residuos de glucosa y un 1.8% residuos de manosa (3}.

Lo amino 4cidos mas abundantes son el acido aspartico y el acido
glutarmico. No se han detectado lipidos, 4cidos nuciéicos ni derivados del acido
sidlico.  La estructura de las cadenas laterales de carbohidratos atin se

desconoce, asi como Ios Iugares de union con la proteina (2).

d. Elechroforesis:

Eefudios elechroforéticos de los cristales de varias subespecies con
SDS-PAGE, hah demostirado que se producen 2 bandas bien marcadas: una de
rnayor peso molecular (135,000 daltons), v olra de menor peso molecular (68,000
dalons) en la mayoria de las subespecies. Aparecentambién olras bandas mas
tenues, producto de una hidrdlisis incompleta del cristal (1).

Estudios de composicion quimica de los componentes individuales de
cada banda, muestran un perfil de amino acidos casi idéntico al patrénmostrado
por el cristal entero (1) Esta evidencia sugiere que el cristal puede estar formado
por una subunidad Onica repeliiva o pro-toxina que, bajo condiciones
apropiadas, se convierte en un fragmento thxico mas pequefic de 58,000 d (13).
Se ha reportado un rango de pesos moleculares distintos para la subunidad

glicoproteica, que varia de 90,000 a 135,000 daltons, dependiendo del método

utilizado para la solubilizaciény la determinacion del mismo.
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Haciendo un resumen de los datos reportados, se puede concluir que: en
todos los métodos se produce un compuesto de allo peso molecular y ofro de
menor peso molecular, arbos con propiedades txicas, y se cree que el complejo

de bajo peso molecular se genera del grande (2).

e. Proteasas contaminantes:

Alguras preparaciones parecen tener proleasas confaminantes,
responsables de fa produccidn de los ragmentos de menor peso molecular que
aparecen en la eleclroforesic. Estas proteasas existen probablemente denlro de
las células, se generan durante el proceso de esporulacidn  (pues estd
caracterizado por un extensivo recambio de proteinas) y, consecuientemente, se
ungh de manera no especifica al cristal (4).  Se debe asumir que ¢l cristal
contiene proteasas contaminantes absorbidas delmedio, a no ser que se pruebe

lo contario (14].
3. Genélica:

La sintesis de la pro-foxina esta codificada por 1 solo gene, es una
caracteristica especifica de Ia esporulacion y, aparentemente, esta controlada a
nivel de ranscripcidbn. Se ha demostrado la existencia de un ANAm especifico
para la toxing, que estd presente, unicaments, en células en procese de
esporulacion(1).

El £ thuringiensis posee numerosos plasmidos que varian entamafio (de

152 180 M daltons) y en nimero (de 2 a 17 ) dependiendo de la especie. A la
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fecha los tnicos genes que se conocen para la sintesis de la proteina del cristal
8o de origen plasmidico (14).

La Ingenieria Genélica nos proporciona una herramienta para la
conslruccion de cepas mas efectivas, estables, selectivas, con mayor virulencia y
longevidad ambiental, para el control de plagas (1), y con el advenimiento de

nuevas cepas, se abren mas caminos para la investigacion.

4_ Toxinas producidas por £ huimgiensis

Se han descrite varias loxinas producidas por el & Hurinpbonss. La

naturaleza bioguimica de cada una varia de acuerds a la subespecie.

1.alfa - exotoxina. Llamada también "exotoxing fermolabil”.  Es una enzima que
se acumula on la fase exponencial del crecimiento en aigunas variedades;
cauza lisis celular.  Posiblemente es una lecitinasa o fosfolipasa C
{(EC.3.14.3)(14).

2. belta - exoloxina. Esta toxing se conocg como “toxina temoestable”. Es un
derivado de la adenosina, soluble en agua, que actla como inhibidor
especkico de la polimerasa de ARN dependiente de ADN, que compite
con el ATP por el sitio activo de la enzima. La exoloxing es muy efectiva
contra las moscas. Actla inferrumpiendo la mitosis celulary pueds causar
rnutaciones en células de mamiferos (14).

3. delta - endoloxina. Es la loxina enconlrada en la mayoria de las subespecies

iGxicas a lepiddpleros.
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D. Aplicaciones en la agricultura

En total, méas de 130 especies de lepidopteros, dipteros y colebpteros son
controlados por distintas subespecies de £ Muaiagiensis. Enre é5tos 5¢ pueden
mencionar muchas plagas defoliadoras que afectan culivos de gran importancia
cormo el algoddn, soya, vifiedos, tabaco, rutas, nueces, yegetales, € insectos que
actian como vectores de algunas enfermedades comunes al hombre. malaria,
filarias, fiebre amarilla, ete (7).

Las fornulacicnes de & Shuingiensis Wilizadas, actuaimente, se pueden
dividir en dog grupos: El Grupo |, lo comparten aguellos productos téxicos contra

Lepiddptercs ¢ wilizarn sspecies como la s Auslsd/. B Grupe e constituyen

aquelios productos txices conltra dipteros, y utilizan la s Srgedenss. (1).

1. Yentajas del uso de £ fAuringiensis como bioinsecticida

1. Tiene un armplic especto de actividad insecticida conbra gran ndmero
de plagas.

2. Debido 3 su aka especiflicidad, no afecta a insectos benéfices en ¢l

medio ambiente v, por lo tanto, s puede utilizar en el manejo

integradc de control de plagas.

Led

No es dafiino al hombre; ne afecta 1os productos finales que llegan al
consumidory, por lotanto, puede sér aplicado inmediatamente antes
de la cosecha.

4. El costo de produccidn es bajo, por 1o que puede competir en el

mercado con log insecticidas quimicos (1)
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5. Noesfitotdxico y es muy efectivo.
5. Hasta el momento no se ha mosirado resistencia alguna por parte de

insectos susceplibles al & Muinmpkensis (B).

2. Desyentajas del uso de Blhwingicnsis como bioinsecticida

1. Las esporas v los cristales del £ Suinmpienss son sensibles a la luz
ulravioleta; esto reduce la actividad insecticida del producte cuando se
expone al campo,

2. Debido a que el & Shuingiensis tiene que ser ingerido por ¢l insecto
susceptible, las formulaciones cornerciales requieren de 2 faclores

importantes:

* Uria aplicacibn unforme del producto sobre la fuente de alimentacién
del insecto y,
* que el insecto ingiera (a toxina antes de que ésla sea degradada por
la condiciones ambientales (1).

*

19



. HIPOTESIS

1. En Guatemala, pueden existir cepas de £ fhwringiepsis toicas contra

Lepidépteros.

2. Sialguna de las cepas de & Suringienss aislada en Guatemala es de la
misma subespecie que la cepa de £ Hurimpiensi dilizada como referencia,

2l patrén de eleclroforesic de los crictales de ambas cepas seran similares.




I¥Y. OBJETIVOS

A Aislar cepas de £ Miprpenss propias de Guatemala que sean toxicas

conira lepidopteros.

B. .Purificar y caracterizar la endotoxina de las cepas anteriores, y compararsuy

palron electroforetico con ¢l de la toxina purificada de & Mrringiensis var

JTRYTISOH .

C. Determinar ia toxicidad de cualro de las cepas aisladas con bioensayos
hechos confra Spoobfeny swad |, uma plaga comin del  algoddn en

Guatemala.




Y. JUSTIFICACIONES

Dade que Guatemala es un pais eminentemente agricola, se hace
necesaria la blsqueda de nuevas fuentes para el conlrol de plagas. El &
ditgimgiensis ofrece una buena alternativa para ¢l mangjo integrado de sistemas
de conlrol de plagas, reduciendo la utilizacibn de insecticidas quimnicos. Surmodo
de accidn  es alamente selectivo, muy efectivo v no es dafiine al medio

arnbierte

El aiclamiente cepas de & Hurirpenss propias de Guatemaia v la
caracterizacion de la endotoxina de las cepas aislhdas es muy importante, dado a
que no sble nos abre la posibilidad de haber enconrado una cepa nueva (no
identificada previamente), sine que nos brinda la oportunidad de poder encontrar
cepas toxicas conra  insectos enconbrados propiamente en el pais.
Posterionnente, se pueden efectuar estudios sobre la especificidad, taxonomia ¢

ingenieria genética de las cepas aisladas.




¥l. METODOS

A. Equipo materiales y reactivos

1. Obtencidn de las muestras de tiera
* ecpatulas o cucharas para recoger la tiera
* brocha de pintura {para obtencion de polvo)
* tamiz pequeno
* bolsas de plastico nuevas, numeradas
2. Aislamiento de & Suwpirpeass de muesiras de tiermra
* frascos Erlenmeyer provistos de tabiques internos (bafles)
* Autoclave CASTLE tipo 1624
* Balanza OHAUS Braimeight B-300D, de 302 300 9.
* incubadors THELCD modelo 4, Precision Scientific Co. Inc.
* Incubadora con Agitacidon, New Brunswick Scientific Co.Inc.,
Controlled Environmert Incubator, USA Patent # 3002.89%
* Micrescopio de luz WILD Heerbrugg, Suiza
* Tubos de culbive con tapdn de rosca, 3l de capacidad
* Cajas Pelri esterilizadas
3. Medics de Cultivo

* Agar T3(12)

- Triptona 30 g
- Triptosa 20 g
- Bxtracto de Levadua 15 ¢
- Buffer de Fosfatos jos5M pHES
- MnCl 0.0059
- Agar 150 g

Aforara 1 LE




X Medio Basal (ME)(9)

- Mg304 7THH0 03 g
- MnsQy Ho0 00 g
- Cacly 008 g
- Zn504 TH50 0.805 g
- CuS0yq SH,0 0005 g
- Fes0y4 THo0 0.0005g
- KoHPO, st g
- {NH4)»504 200 g
- glucosa 1.00 g
- Acido Cirico 0.2%

Aforara 1LEL
Ajustar elpHa 74 con KOH2N.

4. Coloracién Azulde Coomasie para el cristal de & Suringessis

® Coorrasie Brilliant Blue 0.25%
Sigma Chemical Co. 657

* Etanol ‘ 0%

* Acido Acélico 1%

. Separacion del Cristal
* Microfilros SIGMA 7103 0.22 micrones
* Yiales de 3- Smi esterilizados
* Jeringas Sml esterilizadas
* Centrifuga refrigerada 1EC International Refrigerated Centrifuge
Model B-20. Irternational Equipment Co.
* Solugién de Urografing 100%:
Es una solucidn acucsa de N-melikD-glucamine (SIGMA M 2004) v
dialrizoato de sodio (3IGMa& 4508) (10:66). Esta combinacion se considera
como solucién de Urografina al 100%, de concentraciéon 760 mahml ¥ ¢on un

indice de refraccidnde n=14159.




f. Electroforesis
* Carnara de Elecroforesis MINIPROTEAR I DUAL SLAB CELL. BIO RAD
Tamafic de la Camara: 16 cm{L)x 12 am (W) x 18 am {H)
Tarnafio del gel. 7am(Lyx 8 em ().
* Constant Yoltage Power Supply  BIO BAD Mo, 165 - 4761
Lirnite de Yoltaje: 600Y DC
* Secador de gel GEL DRYER Model 543

Sojuciones
* Solucion de Acrilamida | Bisacrilamida 7.5%:
Sepesan 285 g. de acrilamida y 1.5 ¢. de bisacrilamida. Se mezclan con

100 ml. de agua destitada caliente (aprox. 09C). Al enfriarse la solucion,

s filra utilizando filros millipore de 0.2 um. Esta solucién se prepara 1
dia antes dé la corida.
* Buffer Tris - HCI (1M) pHET:
Sepesan 3.0¢ de Tris- HCI y 8.8 ¢. de Tris - base y se afora a 100ml.
% Solucibn de dodecil sulfato de sodio {SDS) al 20%
* Buffer Tris - HCI {1M) pH 6.8
Sepesan 15.89. de Tris - HCL v seaforaa 100ml.
* Solucidn de Persulfato de Amonio 10%
* Buffer especial de camaras pH 8.3

Se pesan 3.04. de Tris - base, 144 g de glicinay 1 g. de 5D e afora

afllt
e _'-_‘M—/—"
e e DA
BiBL_" A
GUATEMALY
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* Preparacion del gel de corrida 7.5%:
Heactivos A ~ 10mi. g0l de Acrilamida ! Bisacrilamida
* 1t Zmil buffer Tris-RCIOIM) pRH 8.7
1R 0ul g0l SDS 20%
X B2mi Agua destilada
eactivos B * 100ul Persulfato de Amonio 1002
* 10 ul.  TEMED (lefra- etibmetil-etileridiarnina)
Se mezclan en un vaso de precipitar fodos los reactivos A v se dedasifican al
vacio por 15 min. 5S¢ adicionan los reactives B, Rapidarnente se vierte ¢i gelen
s placas v se espera 1 hora. Se adiciona un poco de isobubancl sobre elborde
dei gel para que éste se ponga lise. Después de la hora, 3¢ lava &l iscbutano|
coragua destilada { desionizada v se prepara el gel de soporte.
* Preparacion del gel de soporte:
Peachivos A £ 1 67ml solucién de acrilamida-bisadrilamida

1.25ml. Buffer Tris- HCI (1M} pHE.8

*+

* 700ml Agua destilada | desionizada
* 500u. solucidn SDS 20%
Reactivos B! * SO0ul 5ol Persuffalc de Amonio 102
* 50w TEMED
Se degasifican durante 15 min. lodos los reactivos A Se mezclan los

reactivos B, Répidarmente se vierte el gel de soporte sobre ¢l gel de corrida hasha
que  rebalse un poco.  Se coloca el peine, teniendo cuidade de evilar la
fernacion de burbujas de are. Se espera 1 hora hasta que polimerice ¥ se

pueden adicicnar las muesiras al gel.




1. Bioensayos

* 300 larvas del tercer “instar’ de  Spodidys suz cominments

Harnado Prodenia.

* Dieta de larvas cortada en cuadrados de 1x 1 % 0.5 pulgadas. Esta dieta

fue preparada en los laboratorios del Ing. Ronald Eslrada, a base de:

= % A o o %+ A * O+ *

Acido Ascdrbico 8.04q
Acide 5érbico 25 9.
Metil parabeno 509
Tetraciclina 09
Yitaminas ELIRAYIT 1.0 cucharada
Harina de Avena 226 9.
Levadura 624 9.
Gerrnen de Trigo 1000 g.
Agar 200 g.
Leche enpolvo 200 q.
Agua 1,500.0 mi.

* 30 recipientes plasticos desechables.

* 5 Jeringas desechables de 3mil.

* Syuspensidn de esporas y cristales de las cepas ¥ 82, #36, #1155, #1864,y

£ thinglensis var. payrsoss (NRRL HD 12).

g. Determinacidn de protéinas

* La concentracién de proteina en todas las muestras se determind en base

a la absorbancia a 280 nm.  Se utilizd un especrofotdmetro marca

GILFORD.
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B. Metodologia

1. Preparacion del material para el aislamiento de £ Yuwmamensi

-

ha

*

Se tomaron muestras de tiema en bodegas de granos, mercados y en

lugares cerrados donde hublera polvo acumuiado de muchos afios, en ¢l

cual $6 pudieran enconrar esporas de £ Muwingkensis que  Tubiesen

infectado algun insecto dentro de las bodegas,

Con la brocha se inroducian, aproximadamente, S gramos de tiermra en las
" bolsas plésticas, se numeraron, identificaron y seliaron.

Se tomaron muestras de varias regiones, principalmente en la costa sur, en

ol oriente y en elantiplano delfpalis.
Lislamiento de £ Maainpensis de as muesiras de tiens

A 2q de las muestras de tema se adicionaron 30 mi de Medio Basal {MB).
Se incubaron a 28°9C por 4 horas, conagiacion continua a 230 revolucionss

por minute (rpm).  Esto pemiite el crecimiento y desarrolio vegetativo de
todas las bacterias presentes en ia muesira,

Después de 4 horas, las muesras se sometieron a un ratamisnto temmico:

calertindolas en bafio de marfa a 809C por 10 min. ¥ luego bajando

inmediatamernte ta temperatura 2 S°C en un bafio de hielo por 10min. Esto

causa la destruccidn de las bacterias que no esporulan y pemmite la

esporulacion de las bacterias que i lo hacen { £ Yuaimakensis)
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Se tornd una alicuota de 1 mil de cada una de las muesiras lraladas, v se
serrbraron en cajas de Pelri con 15ml de agar T3, Se incubaron por 4 dias
a 289C

Por mmedio de un microscopio estereoscopice se observaron las colonias
resultantes. D& acuerds a su maorfologia, se hize una primera separacion,
selecionande las posibles colonias de & Mhainpedss . Las colonias
gscogidaz se cullivaron en agar T3 de nuevo & 280 para obtener un mejor
crecimiento v eliminar las colonias contaminantes.

Dezpués de 3 dias de incubacién, se hicleron preparaciones en porta
objstos para cbservar las colonias bajo el microscopio;  se whilizd la
coloracion  Azul de Coomiasie por 3 min. para tefir s <rictales. La
presencia del cristal parasporal fue la base de identificacion de una cepa

COMD & b inianss.
Separacitn del Cristal

Se prepard uncultive madre, haciendo crecer el microorganisimo en fascos
agitados con Medio Basal (MB), a 200 revoluciones | min y a 26%C. Un
entubiamiento del medio indica buen crecimiente de fa baéteria. Luego, 5¢
observd el medio baje el micoscopio para verfficar si hubo buena
produccién de cristales.

Para separar la biormasa (células, vegetativas, esporas y cristales) del medio
e cultive, se centrifugd a 10,000 pma 49 pot 1% rain.

51l esporulacion v 13 produccion de los cristales no e suficients, se
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traspasa la pella resultante a frascos provistos de tabiques internos con
agua destilada estéril para inducir la esporulacion.  Se incuba a las mismas
condiciones por 2 dias (hasta lograr completa esporulacion de las células)
y, por ende, uma buena produccion de la toxina. Se cenlrifuga de nuevo a
10,000 revoluciones ! min. por 10 min. y se descarta el sobrenadante. La
pella resultante se resuspends en agua destilada esteril para formar una
suspensin concentrada de esporas y cristales.

Esta suspersion fue sometida a un proceso de ulra sonido al 70% por 10
rin. Esto elimina cualquier célula vegetaliva contaminante que pudiera
estar presente en el medio.  La suspensién resultarte se guarda en el

congelador.

Preparacion del gradiente de densidad (8)

Se hizo una solucién acuosa de Urografina al 100% como se describio
anteriommerte.
En un tubo de cenltrifuga se colocaron 4 ml. de la solucion de Urografina

100% y sobre ella 4 ml. de la solucidn de esporas y cristales diluida (1:3)
conagua destilada estéril v 1 o 2 gotas de TWEEN 80 Se centrifugdoa 49C

por 80 min.

Al finalizar la centrifugacion, se producen en la inferfase de 2 a 4 capas,
ura de precipitado.  Se separanh con una jeringa, se filan y se observan
bajo el microscopio. Se guarda la capa que contiene la mayoria de los
cristales. Sies necesario, hay que volver a cenlrifugar 90 min. para oblener

Una mejor separacion.
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La concentracion de la solucion de crictales se detenmind rmidiendo la

absotbanciz a 280 nim.

Eleciroforesis en gel de acrilamida (3 D5 - PAGE)

Se golubilizaron los cristales en una solucion 122 (peso vol) dodecil sulfato
de sodio {SD3), 2% (vol ! vol} de B-mercaptoetanal (ME), v BM Urea en
buffer de fosfatos (0.01 M) pH 7.2

La electroforesis se llevd a cabo en geles de SDS - poliacrilarmida al 7.52,
whilizando un amperaje de 30 a B0 mAmps por 30 min.  Los marcadores
elecroforéticos utilizados fueron Fosforilasa B {37,400 d), Abumina Bovina
(G2,000 o), Ovalbdmina {43,000 d), Inhibidor de Tripsina (30,000 4),
Anhidrass  Carbénica (20,000 o) v alfa-lactabuming (14,400 d) de
PHARMACIA Chernical Co.

Log gedes se fifieron 1 hora en selucion de azul de Coomagie | metanol
acido acético (0.25%:40%:10%). Luego pemmanecieron en solucion
destefiidora (metanol 4024 acido acético 10%4) 24 horas .

Para obtener una mejor resolucion de las bandas, se hizo la tincion con

nilrato de plata como se desaribe a continuacion.
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Tincién con nirato de plata

Sofucidn A
Solucion B

Solueion C

Solucidn O

Los geles s lavaron en las siguientes soluciones con agitacion constante:

Zq.de AgHO 5 en 10mlde agua {dura 10 min)

52.5ml NaOH 0.36%2 + Sml de NHqOH 14 3 M

Se adiciona la solucibn A gota a gota a 12 solucion B, con
agitacisn fuerie. Aforara 250l

25 ml. de acido ciirico 136 + 0.25 mi. formaldehido. Aforar a

500ml.

1. 1 hora enmetanal S0% famaldehide 0.1%.

2. 1 hora en agua destilada desionizada.

3. 30min. ensolucién de glutaraldehido 1022,

4. 1 hota en agua destilada, con cambios de agua cada 15 min,
5. 15min. consolucién C,

. Smin. conagua destilada

7. 3-Srman con solucion D hasta que aparezean s bandas.

8. Elrevelado s pard con una solucidn de metanol 5026 por 15

minutos.

32

Para secar los geles, ze pusieron en una solucidn estabilizadora (rmetanc
4%, acido acético 10%, glicerol 3%) por 1 hora.  Luego se fijaron sobre

papel celofan dentro del secador de geles por 20 min.



Bioensayos

Para cada bioensayo se utilizaron 3 recipientes plasticos conteniendo 1x 1

pulgadas de dieta.

A cada dieta se le adiciond 1 mi de 1a solucidn de cristales de las cepas

seleccionadas con una, concenltracién de (0.30mg ! mly. Para que la adicidn

fuera homogénea, la suspension se echd gota a gota, a modo de formar

una cruz de 5 puntos sobre el area total de la dieta.

Después de 2 horas, se pusieron 10 larvas del tercer instar de S sunis en
cada recipierte.

Se reportd fa mortalidad de las larvas durante 10 dias. Esto se hizo 3veces.
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Yil. RESULTADOS

A.  Primera Parte: Aislamiento de BT. de las muestras de

Tierra

Se analizaron un total de 160 rmuestras de tiera recolectadas en 25
lugares distintos del pais. enelantiplano, en el oriente, y 1a costa sur.

(Yer Anexo # 1)

Con el mélodo de aislmiente desamollade en esta investigacién, se
aiclaron un total de 78 colonias de & fwgingiensis en 14 de los lugares de
recoleccion. La base de identficacién de una colonia como BT, fue l presencia
de cristales bien definidos al observar las colonias baje el microscopio a 1000 X,
{Yer Angxko ¥ ).

Los cristales encontrados, en algunos casos, eran de mayor tarmafio que

log cristales producidos por la cepa de referencia £ Suiringleisg Ky Aursiaty

{HD-1); estos cristales eran similares a fos producidos por fa 1as aRyrisns!

(B-4049) v s les denoming coma grandes (ver Cuadre #7.1.1).

B. Sequnda Parte: Bioensayos conlra Spodoplerd Sumid

Los bicensayos se hicieron uilizande 4 de las colonias aisladas de BT.en

Guaterrala, la cepa B-4049 { & Muringlensis V& marisosy J y como blanco, se

hizo el bionesayo sin adicionarle nada a la dieta nomnal de las larvas.
La concentracién de la suspensién de cristales lifizada en cada ensayo

fue de 0.30mgiml.
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Las cepas escogidas para los ensayos fueron:

o

Cepa # 82: Aislada en la Aldea San Jorge. Zacapa
Tamafic de los cristales: Notmal

Cepa # 96: Aislada en bodega de Granos "Chacén”, Zacapa
Tamafo de los cristales: Grandes

Cepa # 155 Aislada en San Rafag! Pie de la Cuesta, San Marcos
Tamafio de fos cristales: Grandes

Cepa # 164 Aislada en Indeca, Ciudad de Guatemala
Tarnafio de los crigtales: Grandes

Cepa B.T. var. maorrisoni : Traida del U5 Departrnent of Agriculture
Brpwnsyille TX. Octubre de 1989
Tamaho de los cristales: Grances

Las figuras #7.2.1. a fa #7.2.6. muestran la mortalidad de las larvas al

cabo de 10 dias v el ndmere de larvas que murieron por dia, segun la cepa de

B thuingiensss . Estas gréficas se elaboraron con base en la sumatoria de los

resultados obtenidos de o8 res bicensayos gque se hicleron para cada cepa.

La Figura # 7.31. es una comparacion de [a efectividad de las cepas

estudiadas contra el 5 sy, y muestra la mortalidad de las larvas al cabo de 10

dias.
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C. Tercera Parte: Eleclroforesis de los cristales

La electroforesis de los cristales separados de 1as 5 cepas estudiadas se
muesran e la Figura # 741y Anexo # 6. En cada celda se adicionaron 25 ul

de profeina.




Cuadro 711

Lugar de aistarniento de & Mgimyensis en Guatemala
y tamafio del cristal encontrado en cada ludjar

LUGAR DE RECOLECCION DEMUES TRA TAMARO DEL CRISTAL

1. Ciudad de Guatemala G N
2. Palin G N
3. Escuintia G
4. La Gomera G
5. Zacapa G N
6.  Mazatenango G
7. Sanrafaelpi¢ de fa Cuesta

SanMarcos G
8. Pakzicia G N
9. Los Encuentros N
10. Sobla N
11, Totonicapan N
12. Quetzalenango N
13.  SanFrancisco et Al N
14.  Huehuetenango N

G: cristales grandes
N: cristales de tamaino nommal



Figura # 7.2.1
CEPA # §2 : Larvas muertas por dia
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Figura # 7.2.3
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Cepa BT var. morrisoni: Larvas muertas por dia
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Figura # 7.4.1

ELECTROFORESIS (SDS-PAGE)} DE LOS
CRISTALES PURIFICADOS DE
B. thuringiensis

SDS~-PAGE utilizando 7.5% de poliacrilamida/bisacrilamida

Columna # 1: Marcadores de peso molecular conocido
. Fosforilasa - b 97.4 kd
2. Albumina serica bovina 68.0 kd
3. Ovalbumina de huevo 43.0 kd
4. Inhibidor de Tripsina 36.0 kd

Columna # 2: cepa # 82

Columna # 3: cepa # 96

Columna # 4: cepa # 155

Columna # 5: cepa ¥ 164

Columna # 6: cepa B. thuringiensis var. morrisoni

Columna # 7: Nada




Yill. DISCUSIONES

A. Aislamiento de £ thurimyiensis de mueslras de tierra

Se encontrd & Hurinpensis en 14 de los 25 lugares en donde se
recolectaron las muestras (ver cuadro de resultados # 7.1.1 y Anexo #2). Los
crictales encontrados, enalgunos ¢asos, eran de mayor tamafio que los cristales

producides por ta cepa de referencia & Mhiginaiansic varkustady. Alos de mayor

tamafio o les denomind como grandes y se parecian mucho a los cristales

producidos por el & Mitsiiplensis ke, morieo, con la cual se compararon en i

elecroforesis y en los bioensayos.

Las colonias de & Murinpensis soh de color beige, redondas, con el
borde rugoso, y de textura algodonosa. Yistas bajo el microscopio de luz
{10003), utilizando la coloracion con azul de Coommasie, se distinguen claramente
los cristales, las esporas y las células vegetalivas; algunas en proceso de
esporulacidn.  Todos los cristales se tifien de color azul y tienen una forma
bipiramidal o de diarnante muy bien definida. Los cristales nomales eran de
rhenor tarnafio que la mayoria de las esporas;  los de mayor tamafio, en algunos
casos, eran igual o mas grandes que las esporas.

Parece haber una mayor incidencia de cristales grandes en las muestras
recolectadas en la costa sur y occidente (ver cuadro # 7.1.1); no obstante,
tamnbién e encorfraron cristales nomales. Hay que tomar en cuenta que las
condiciones de crecimiento del bacilo en esos lugares se desconoce, y son estas

condiciones las que afectan tanto la forma como el tamafio del cristal.




Debido a la presencia del cristal, las cepas encontradas fueron
clasificadas  efectivamente como £ Murinpiensic pero el tamafio y las
caracteristicas morfologicas del cristal pueden hacer que las cepas se clasifiquen

como distintag subespecies del bacilo.

B. Bioensayos conlra Spodoplors sunia

Para los bioensayos se escogieron 4 de las cepas de & Suwingionsss

aicladas enGuatemala; éstas varian tanto en tamafio, asi como en el lugar donde

se recolectaron. La cepa de referencia ulilizada fue el & Suringionsic rvar
fayraeosf. Para probar la efectividad inseclicida de las cepas, se observéd la
mortali;iad de larvas de & sunie durante 10 dias, luego de haber sido expuestas
a la bacteria.

Las larvas que iban muriendo se fornaban  flacidas v pdlidas. Su
crecimisnto era mas lento de 1o nommal, especialmente a lo ancho. Se cbservd
tarnbién que I dieta de las larvas que conltenia las cepas mas Kxicas no estaba
tan comida como la dieta de las larvas con cepas menos efectivas. La dieta del
blanco al final de los diez dias se acabb toda. Esto demuestra que las larvas
perdian apetto en algin punto del ensayo, sintorna cominen larvas afectadas

por £ fusinpensis,

En las graficas de resultaddos # 7.21 a la # 7.26 se muestran las curvas
de mortalidad de las larvas segun la cepa de & Muingionsis utilizada. Estas se
hicieron con base en lb sumatoria de los resultados oblenidos de los hres
bicensayos hechos por cada cepa. Las barras muestran el nimero de larvas que

se rourid en determinado dia, v ulilizan Iz escala izquierda del grafico; la escala
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ala derechia indica el nimero de gusanos vivos, comenzands con un total de 90
larvas el primer dia.

La cepa con mayor aclividad insecticida fue la & Yuringlensis -

mvrgon (Fig #1.2.5), que acabdcon un 87% de las larvasy fue la que aniquitd
la mayor cantidad de larvas en un dia (18 larvas ). De las cepas de &
Hrinpienss aisladas en Guatemala, la # 96 (Fig. #7.2.2) fue la mas efectiva,
acabando con un 78% de las larvas; luego le siguié la cepa # 82 (Fig. 7.2.1) con
un 74 % de mortalidad. Las cepas # 155 (Fig # 7.2y la # 164 (Fig # 7.2.4)
fueron las mencs efectivas, matando un 37% v un 42%  de las larvas,
respectivamente.

Se tomé como blanco el crecimiento de las larvas utilizando la misma dieta
que en log ensayos anteriores, pero sin bacilo. De las 90 larvas, onicamente
rurieron 4 enlos 10 dias { Fig. # 7.2.6). Esto indica que un 4.4 % de las muertes
no &5 Causada por el & fitagensis enla dieta.

~ En la Fig. # 7.3.1 de los resultados, se observan las curvas de mortalidad
de las larvas producidas por las 5 cepas de & Mupinpssis ensayadas. De

nuevs se obgerva (ue la cepa con mayor aclividad insecticida fue la &

SHFFAPRISE W tavsond. Las cepas # 96 y # 82 tuvieron una toxicidad
parecida, aligual que s cepas # 164 y la # 155, perc conun menor grado de
toxicidad.

Elandlisis estadiztico confima los resultados graficos de los bioensayos
{ver Anexc # 3). GSe hicieron 3 tipos de analisis: 1) andlisis de varianza,
2} la prueba de Tukey de comparaciones mltiples v 3) la prueba de Kruskal -
Wallis para datos no paramélricos. Se ulilizd un nivel de confianza de 95%, en

todas las pruebas.
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El analisis de varianza establece que si hubo una diferencia significativa
enlre las cepas ensayadas ( ver Anexo # 3, cuadro 3.1.1) 0.00 < 0.05; todas las
cepas moslraron una aclividad insecticida diferente.  Establece también que
hubo una diferencia significativa enfre ensayos 0.015 < 0.05, pero esta diferencia
fuie minima.

Alanalizar juntarnente las cepas con sus respectivos ensayos, cbservarnos
que existe una interaccidn cepa { ensayo.  no se demostrd una diferencia
significativa enlre fa cepa y los ensayos hechos para cada cepa (0.354 > 0.05
cuadro 3.1.1).  Fara poder cuantificar y eliminar esta influencia, recomiendo
hacer mas de res bioensayos por cepa de £ furinplonsis analizada. De esta
forma podria obtener una mayor cartidad de datos que reflejaran el
cornportariento real de cada cepa en cuanto a su actividad insechicida.

Los resulfados de la Prueba de Tukey se resumen en el cuadro 3.2.1 del
Anexo # 3. Este analisis agrupa las cepas que fueron estadisticame nte similares
en cuarnto a toxicidad, segun los dates de mortalidad presentados. Las cepas
g sxurisony, # 96 'y # 82 fueron estadisticamente similares v las que tuvieron
una mayor foxicidad. La cepa # 155 fue similar a la # 164 y ambag rmostraron
poca aclividad insecticida.

La prueba de Kruskal - Wallis se ulilizd para comparar las variables
dependientes cepa y ensayo, conlra el numero de larvas muertas al final de los
10 dias {ver Anexo # 3). La probabilidad obtenida en estas pruebas asume una

distribucion de chi-cuadrado con 10 grados de libertad.
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La primera prueba de Kruskal - Wallis (cuadro # 33.1) nos hace una
comparacién enlre cepas y nos indica que hay una probabilidad de 0.002 que las
cepas estudiadas sean estadisticarnente similares. Dado que 0.002 < 0.05, si
existe una diferencia significativa enlre cepas.  Esto corfimna los resultados
obtenidos en el andlisis de varianza: lodas las cepas analizadas tuvieron
cistinita actividad insecticida.

La sequnda prueba de Kruskal - Wallis {cuadro # 3.3.2) nos hace una
comparacion enre ensayos. Dado que 0.346 > 0.05, no existe una diferencia
significativa enlre éstos. Lo anlerior confimma que la diferencia enfre ensayos que

resultd en el analisis de varianza es enrealidad minima.

C. Electroforesis de los cristales

la Fgurs # 741 de los resultados y el Anexo # 6 muestran
elecroforesic de los crislales purificados de las cepas wlilizadas en los
bivensayos. En la primera columna se encuentran los marcadores moleculares
muy bien definidos (ver Anexo #4),

La columna # 2 es de la cepa # 82 (ver Anexo # 5). Esta columna muestra
ura banda muy marcada de, aproximadamente, 75,000 d. Las bﬁndas que le
siguien son mas tenues y van desde 45,000 d hasta 26,000 d.

La columna # 3 esde la cepa # 96 (ver Anexo # 5). Esta columna muestra
una serie de bandas fuertes: dos de mayer peso molecular de, aproximada-
mente, §2,000d y de 73,000d. Algunas bandas intermedias: 56,000d 47,0004,
45,000d y 38,000d. Y dos bandas de menor peso molecular: 31,000d y 26,0004,
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Las colurmnnas # 4 y # S sonde las cepas # 155 y # 164, respectivamente.
Las bandas son mas tenues, pero se puede observar claramente que hay una
simnilitud en el patrén de las bandas para arnbas cepas.

La columnga # 6 es de la e srarisos/. Esta columna tiene menos bandas
que las demas. Hay una, aproximadamente, de 68,000d, olra intermedia de
24,000d, y una bien marcada de 33,000d.

Enla columna # 7 se corid la elecroforesis de una formuiacidn comercial
de & Yurmgensis que wiliza la ke Aurstet/. Debido a que esta muestra fue
una prueba aistaday no tuvo elmismo ratamiento gue las dernas, no se toméd en
cuenta en los resultados.

Por comparacién de las bandas de las fres cepas con mayor toxicidad, no
se puede determinar, exactamerte, cual de las proteinas es la que produjo la
rmuete de ag larvas. Hay que tomar en cuenta que la especificidad insecticida se
pusde deber a la secuencia dnica de los amino Acidos que forman la toxina, y
estas cepas mostraron ungran ndmero de proteinas en la electroforesis. Habria
que separar estas proteinas, determinar la secuencia de amino cidos y probar
su actividad inseclicida, individualmente.

Lag cepas # 82y # 96 tuvieron, encomin, una banda fuerte cerca de
BS,000 d, las proteinas de menor peso molecular que se observan pueden ser
cauga de una hidrblisis subsecuente de las proteinas de mayor peso molecular.
Fisicamente, los cristales de estas cepas eran de distinto farmafio; la cepa # £2
tenia cristales nommales y la # 96 tenia cristales grandes. Debido a que ambas
rostraren similitud en cuahto a toxicidad contra £ sumiz v ¢l tamafio de sus
crictales era diferente, no se puede decir que existe una relacién entre la

toxicidad de una cepa v el tamafio del cristal.
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Las cepas # 155 v la # 164 fueron estadisticamente similares en relacion
a su toxicidad, su perfil eleciroforético fue muy parecido v las caracteristicas
motfologicas de sus cristales son iguales {grandes), estas cepas, aunque
aisladas en distinkas partes del pais, es posible que sean de una misma

subespecie de & Myinpenss.
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IX. CONCLUSIONES

En Guatemala si existen cepas de £ Murimaiensi toxicas a Lepiddpteros,
El método desarrollado en esta investigacion para la separacion de £
dadingiensks  de las mueshras de tiema es muy efectivo y akamente

selectivo.

Los cristales de las cepas aisladas fueron de 2 tamafios: grandes vy

nommales (comparados con los cristales de & Husimpionsis yar Arslaty ).

El tamano del cristal no esta relacionado con la toxicidad del &

Ly Sy

De las 5 cepas de £ fhtringienss utilizadas para hacer los bioensayos, la
rras efectiva fue . kg sryrieos/ con un 87% de mortalidad. Luego fue la
cepa # 96 con un 78% v lx cepa # 82 conun 74%. No hay similitud enfre el

palron de electroforesis mostrado por los cristales de estas cepas.

Las cepas # 155 y la # 164, aunque aisldas en distintas partes del pais,
puedenser lamisma subespecie de £ Suriapiensi, ya que sy palrén de
electroforesis, su toxicidad y las caracteristicas de sus cristales son muy

similares.




#. RECOMENDACIONES

Teniendo las 78 cepas de & Suyimpiensis aisladas propiamente en el pais,
se recomienda hacer estudios subsecuentes de toxicidad contra ofros
Lepiddpteros ¢ incluso insectos de distintos rdenes para probar no sélo la
aclividad insecticida de las cepas, sino que establecer un rango de

posibles huéspedes que se pudieran cornbatir,

Se recomienda, lambién, hacer estudios bioquimicos sobre la composicidn
quimica de las loxinas, estudios seroldgicos para determinar la
clasificacion taxondmica de las cepas en cuanto a su antigeno flagelar H, v
en algln fuluro, estudios de ingenieria genética para el mejoramietito de

las cepas va existentes.

Con la técnica desarollada aquipara elaislamiento de & Sungionsi de
las rauestras de tierra, se podria buscar & Susingiensis especificamente
para un determinado huésped, analizando muestras de tiera donde habita

comunmente el insecto de interés.

Para eliminar cualquier interaccidn que pueda existir entre una cepa y sus
ensayos, recomiendo hacer mas de lres ensayos por cepa. Con esto se
cortara coh un mayor niirmero de datos que reflejen el comportamiento real

de toxicidad por cepa.
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ANEXO 1

LUGARES DE RECOLECCION DE MUESTRAS EN EL PAIS:

1. CIUDAD DE GUATEMALA
A. TERMINAL DE MAYOREQ
B. INDECA '
C. DEPOSITOS DE GRANOS INDEPENDIENTES

2. PALIN
A. DERCSITOS DENTRO DEL MERCADO
B. DEPOSITOS INDIVIDUALES

ESCUINTLA
A. INDUSTRIA OLEAGINOSA DE ESCUINTLA
B. DERPOSITOS DE GRANOS ENMERCADO
C. DEPOSITOS INDIYIDUALES

[T

4. SIOUIMALA
A MERCADO

5. LA DEMOCRACIA
A. DEPOSITOS INDIYIDUALES
B. CALLE ENFRENTE DE DEPOSITOS

5. ALDEA EL ARENAL {CAMIND & L& GOMERA)
A. ORILLA DE TIEMDA Y YENTA DE GRANOS

1. LA GOMERA
A. DEPOSITOS INDIVIDUALES

8. SIPACATE

G AYINTESA: ALMACEN DEMAICILLO, SOY A, MAIZ BLANCO Y AMARILLO
10, INGENIO GUADALUPE

11. DESMOTADORA SANTA INES

12. SANARATE




14,

16.

17

18.

18.

21

[
P

. ZACAPA

A. BENEFICIO DE ARROZ
B. BODEGAS DE INDECA
C. FINCA EXPERMENTAL EL OASIS (donde habian hecho ensayos
con DIFEL previamente)
D. ALDEA SANJORGE (S1.OS DENTRG DE CASAS DE CAMPESINOS)
E. MERCADO
F. DEPOSITOS INDIYIDUALES

CHIMALTENANGO
A& MERCADO
B. DERPOSITO DE GRANOS INDIVIDUALES

. PATZICIA

A. MERCADO
B. CASA PARTICULAR, DONDE DESGRANAN MAZORCAS PARA EL
PUEBLQ

LOS ENCUENTROS
A. TIENDAS Y YENTAS DE GRANOS

SOLOLA
A. MERCADO
B. DEPOSITOS INDIVIDUALES

HAHUALA
A. MERCADO
B. DEPOSITOS INDIVIDUALES

SANFRANCISCO EL ALTO

. HUEHUETENANGO

A. MERCADO
B. DEPOSITOS INDIYIDUALES

TOTONICARAN
A. MERCADO

. QUETZALTENANGO

A. MERCADO
B. DEPOSITOS INDIVIDUALES

'DIPEL es un bions ecticida comercial, que ulliza el # Mrutrgiarisis como base. Producido por

Aboll Laborstorios
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23. RETALHULEU
A. MERCADGC
H. DEPOSITOS INDIVIDUALES
C. INDECA

24. MAZATENANGO
A. MERCADO

2% SANHAFAEL PIE DE LA CUESTA, SANMARCOS: FINCA SANTA JULIA
A. BODEGAS DE FRLIOL YMAIZ DENTRO DE FINCA
B. BENEFICIO DE CAFE
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ANEXO 2

Ludgares de aislamiento de las mueslras v tarmahio de los cristales aislados:

Lugar de obtencidn # #colonias aisladas  Caracteristicas
de las muestras muesltras pot Inuesta Cristales
CIUDAD GUATEMALA
1. TERMINAL, bodega de maiz 1. 1.a. GRANDES
2. 1b. GRANDES
3. 1¢. GRANDES
4. 14 GHANDES
3. 1e. GRANDES
8. 1.1 GRANDES
2. & Bolivary 21 calle: compra
y venta de granos 7. B.a. NOFMAL
3. IMDECA: bodega de amozy
frijol 8. 10.a NORMAL
4. [NDECA: orilla de bodega de |
arroz, frijoly maiz q 11¢. NORMAL
>. INDECA: tiga ¢ gorgojos
en esquina de almacen 10. 124 GRANDES
6. INDECA: sorbo de maizio . 13d NORMAL
1. ICAITI regtes del sorgo de
un saco de maiz viejo 12. 174. NOPMAL
PALIN
8. enfrente de "Carniceria GUAYY 13, 23b. GRANDES

carniceria y tienda 14. 23¢. NORMAL




ESCUINTLA

4. Industria Oleaqinosa de Escuintla 15, 21a GHANDES
pelvo de harina que schra de la 16, 2 GRANDES
sermilla de algoddn cuando se exfrae of aceite

LA GOMERA

10. Crilla de uma tienda 17. sl GRANDE

ZACAPA

1. Polvo de viga denlro de
beneficio de amoz 13 a NORMAL

12. Polyo tomade de un sile
dento de una casa particular 18 2da NORMAL
en San Jorge, Zacapa 20 82h. NORMAL

Finca experimental Bl Casis: mueshas de tierra con ratamienio pravio
(15 dias antesde DIFEL,

13, Finca el Qasie - 21 M MORMAL
22, 9t NORMAL
23, qtc NORMAL
14, Bodega de Granos *Chacon® 24, 9tia. NORMAL
Zacapa 25. i GRANDES
26. Q6.c. GRANDES
27 G o, GRANDES
28, 96 . GRAMDES
29. 98 f GRANDES
30 QFig. HNORMAL
ERD Q6.h. NORMAL
PATZICIA
16 Sorgo de maiz omado de 32, 05 a. NORMSL
una desgranadora de mazorcas 33. 105k, NCHMAL
&h casa particular 4, IR TIRYS GPANDES
3%, s, GRANDES

16, Muesha dentro del cuarte donde
quardan la mazorca desgranada 38, 106, LRANDES
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LOS ENCUENTROS

17. Tienda, al lado de unos sacos 37

de maiz 38
39
40.
S0OLOLA:

18. Folyo obtenido de la ventana 41

d¢ una venta de grancs: ajonjoli,
aroz, achiote, elc.

19, Orilla de vertana enobra venta
de granos

’

SAN FRANCISCO EL ALTO:

20. Deposito de granos y fertilizantes 43.
4.

HUEHUETENANGO:

21. Deposito de malz 45,
46.
47.
48.
43.

22. Depésito de maiz 50.

1.
52.
23
>4.
o5
56.

23. Muesira de sorgo en

depdsito de granos 57.
o8
38.
80.

Solola 42.

108a.
108b.
108c.
1084.

112a.

1M3a.

120.4.

120b

NOEMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL
NORMAL

NOFRMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MORRAL

GHANDE 1

MOPMAL
NORMAL
NOHRMAL
NOFMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL

NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL



61.
fi2.
63.
24. Mueslra obtenida de un callejon
al lado de una casa vieja 54.
TOTONICAPAN:
25, Venta de granos dentro del
mercado b5,
QUETZALTENANGO:
26. Yenta de granos denbro de
mércado 66.
67.
GE.
27. Debajo del mostrador, en
venita de granos, mercado 9.
0.
Z8. Piso ¢n venta de granos,
mercado 1.
MAZATENANGO:

29, Esquina del mercado, al lado

de venta de granos 72.

30. Restos que quedan en canastos 73
donde han vendido maiz 4.
eh el mercado ' 15.

126,
126.1,
1269.

1274

1343
134b.
124 ¢

1374a.
13%h.

1394,

150a.

1534,
153b.
153.¢

HORMAL
NORMAL
NORMAL

GRANDES

NORMAL

NORMAL
NORMAL
NGRMAL

NORMAL
NORMAL

NOPMAL

NOBMAL

GRANDES
GRANDES
GBANDES

SAN RAFAEL PIE DE LA CUESTA, SANMARCOS: FINCA SANTA

JULIA:
31. Bodega donde se guarda
elfrijol en la finca 16.
1.
8.

1554,
155b.
1552,

GRANDES
GRANDES
GRANDES
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ANEXO 3
ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS OBTENIDOS
EN_LOS BIOENSAYOS

3.1. ANALISIS DE YARIANZA: Larvas muertas al final de 10 dias:

YARIABLES:

1. cepa: se estudié la toxicidad de 5 cepas de £ Sranmpensic (#82, # 86, #1553,
#164,y £ tw var. ayrieos) y se compard conlra un blanco.

2. ensayo. ¢ hicieron 3 bicensayos de toxicidad por cada cepa.

3. muertos: el paramelro que se estudié fue la muerte de larvas de S s en
un témino de 10 dias.

Yariable dependiente:  muertas
M: 54
Nivel : 95% = 0.05

Cuacko# 311
AMNALISIS DE YARIANZ A

FUENTE SUMaA DE GRADOS FROMEDID RAZON R FROBABILIDAD
CHADRADDS DE LIBERTADL  DE CUADRADOS (F)
{.Cepa 445 337 5. 59007 0080 0.000
Z. Ensayo 14.037 2 7.019 4738 0.015
3. Cepa/ensayo 16.185 10 1619 0.394 0.394

4. Error 53.333 36 1.481




3.2. PRUEBA DE TUKEY : comparaciones multiples

F=-005
Nivel = 958
Cuadio * 3.2.1
CLASIFICACION DE CERAS POR ANALISIS DE TUKEY

1. & thur var. marrisent l

2. #8582
3. *96

4. *15% I
5 *164

6. blanco o

- . cepas estadisticemente iguales en toxicidad
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3.3. PRUEBA DE KRUSKAL- WALLIS:

La Prueba de Kruskal - Wallis es un analisis unidireccional de varianza
para datos no paramétricos. Se utilizd para comparar las variables
dependientes cepa y ensayos contra el numero de larvas muertas al
final de los 10 dias. La probabilidad obtenida en ambas pruebas asume
una distribucion de chi-cuadradoe con 10 grados de libertad.

Cuadro * 3.3.1
Frueba de Kruskal - Wallis. Cepa / Muertos

Grupo Conteo Suma de Rangos
0.000 3 250.000
1.000 4 200.000
2.000 2 46.000
3.000 8 229.000
4000 3 78.000
5.000 3 60.000
6.000 3 60.000
7.000 g8 112.600
- 8.000 g8 193.000
9.000 7 161.000
10.000 3 96.000
Variable dependiente: cepa
Variable de grupo: muertas
Grados de libertad: 10
Nivel de F: 0.05

Estadistico de prueba Kruskal-wallis: 27.846

Probabilidad = 0.002
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Cuadro * 332
Prueba de Kruskal - Wallis: Ensauos / Muerlas

Grupo Conteo Suma de Rengos
0.000 9 155.000
1.600 4 892.000
2.000 2 91.000
3.000 4] 202.000
4.000 3 118.000
5.000 3 §2.000
6.000 3 118.500
7.000 g 220.000
5.000 i 148.000
9.000 7 192.500
10.000 3 64.500

Yariable dependiente: efsayos

variable de grupo: muertas

Gradoes de libertad: 10

Nivel de F: 0.05

Estadistico de Prueba Kruskal-Wallis: 11.152

1

Frobabilidad = 0346




ANEXO 4
ANALISIS DE LA ELECTROFORESIS

Curva de Calibracion: Primera Columna

Froleinas de Referencia  DistanciaMigrada  Rf (%) logPM. PM.

{ems) (kd)
1. Fosforilasa-b 1.00 ¢m. 20 1.94 87400
2. Albimina sérica bovina 1.60 32 1.83 £8.000
3. Owvadburmina de buevo 265 54 163 43.000
4. Inhibidor de tripsina 4.10 83 148 30.000
Datos Ectadisticos:

Mirmero de observaciones
Coeficiente de corelacion lineal {r)
Penhdients

Desviacion de la pendiente
Intercepto gje ()

Desyiacidn standard del eje Y

ecuacidpnde la recta:

4
0.9826
-0.0081
0.00108
21117
0.0508

y=-0.0081%+21117
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ANEXO 5

Proteinas encontradas en la electroforesis de los cristales

de las distintas cepas de & Musinpesss

Numero de  bandas de  Distancia Migrada Pf (%) log PM. PM.
cepa proleinas {cms) (kd)
Columna # 2
¥82 1 0.60 12 2012 1029812
2. 0.80 16 1982 95.9400
3 145 29 1875 15.0067
4 255 51 1 696 49.7622
5. 280 56 1.656 453215
. 3.40 68 1.559 362410
7. 4.00 ad 1452 28.9734
8. 4.20 84 1429 25.8905
Colurnng #3
#Uf 1. 0.60 12 20t2 1029912
2. 0.90 18 1.964 Q2.0874
3. 1.20 24 1.915 82.2379
4, 1.50 30 1.867 73.6207
5. 1.75 35 1.826 67.0656
6. 2.20 44 1.753 56.7022
1. 2.1 4 1672 470544
5. 2.80 56 1.656 453315
Q. 325 B5 1.583 38.3266
10. 380 16 1494 3t.2176
11. 4.20 84 1429 25.8906
Columha # 4
#155 1. 0.60 12 2012 1029912
2. 1.20 24 1.915 82.3379
3. 1.60 ' 32 1.850 70.8251
4. 2.00 40 1.786 61.0942
5. 240 48 1.72 52.5260
6. 2.60 52 1.688 48.8427
7. 2.80 _ 56 1.656 453315
8. 30 60 1.624 42.0126
9. 35.2410

340 68 1.559
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Nlmero de bandasde Distancia Migrada Rf (%) 1ogPM. PM.

cepa proteinas {cms) {kd)
Columna # 5
# 164 1. 0.60 12 2012 102.9912
2. 0.90 18 1.964 92.0874
3 1.50 30 1.867 13.6207
4. 2.00 40 1.786 61.0942
5. 240 48 1321 526260
6. 2.60 52 1.688 48.8427
7. 3.00 60 1.624 42.0727
8. 330 66 1.575 37.6184
Colurana # 6
B thirinppensis
ST 1. 0.06 12 2012 1029912
2. 1.80 36 1.818 65.6264
3. 2.30 46 1.737 54 5261
4. 3.60 72 1.526 33,6357
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ANEXOC # ©

Electroforesis de los Cristales
de B. thuringiensis
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ANEXO 7

Programas Utilizados:

1. Procesador de palabras: Macwrite. Claris Corporation. 1986,
Computadora Macintosh SE

2. Analisis Estadigtico: SYSTAT Yersion4.1. Copyright 1989, SYSTAT Inc.

Ing. Carlos Rolz. Cenlro de Estudios Cientificos y
Tecnoldgicos. ICAITI
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