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RESUMEN

Con el fin de conocer el crecimiente, rendimiento ¥ toxicidad de
Bacilfus thuringtens/s  var Kurstaki 3a3b producida en diferentes
medios de cultivos se llevaron a cabo fermentaciones en frascos
erlenmeyer utitizando el medic M-25, el medio base nacionat y el
medic base balanceado. Ademas se evaluaron estos medios después
de ser sometidos a un proceso de hidrolisis. Aunque no son 6ptimos,
los medios probados en este estudio, se pueden considerar adecuados
para el crecimiento de Bacilus thuringfensis 'y produccion de las
esporas y cristales. La deficiencia de azucares reductores en el medio
pase nacional y excedente de los mismos en et medio M-25 sefialan la
necesidad de revisién de balance nutricional de ambos medio para el
éptimo crecimiento de Bewilfus thuringfensis. La hidrolisis aplicada al
medic base nacional no produce crecimiento mayor de Balus
thuringtens/s en comparacién con el medio sin hidrolisis ¥ induciendo
a la bacteria la necesidad de un periodo mas largo de adaptacién
durante el cual su crecimiento fué sostenidamente lento. La causa de
este fendmeno ests ain no determinada. El balance nutricional
realizado al medio base naciomal resuita en un crecimiento inicial
rapido de Bwwlus lhuringiensis llegando al maximo punto de
crecimiento entre 30 horas comparado con 72 horas en el medic base
nacional. Sin embargo, la produccién de esporas en este medio es
inferior al medio base nacional bajo las condiciones de fermentacion
utitizadas. La cepa nativa de Bacilfus thuringrensss var Kurstaki 3a3b
cuitivada en los medios bases nacionales y balanceados muestran
toxicidad para las larvas de Autells xylostells en las concentraciones
de 0.000001 a 0.01 mg/ml.



Introduccién

Los insecticidas quimicos han sido producidos comercialmente
desde hace 40 afios. Los primeros fueron considerados una bendicién
para la agricultura, desde entonces incrementaron las cosechas y
fueron del mismo modo usados para el control de serias enfermedades
tropicates como 1a malaria.

Desde un inicic se conocia que los insecticidas quimicos poseian
un peligro potencial para fa salud humana y la naturaleza. Mas tarde
fue descubierto que estos nuevos quimicos fueron los causantes de
dafic ambiental resultando en envenenamientos humanos,
contaminacién de 1a tierra, agua y alimento. El uso indiscriminado de
los mismos fueron ¢reando una progenie de plagas résistentes de estos
quimicos.

Segiin un estudio de la Organizacién Mundial de Salud cada afio
el uso de los insecticidas quimicos provocan 2,000,000 intoxicaciones
¥ 40,000 muertos. Probablemente 1a mitad de las intoxicaciones y 3/4
parte de 1os muertos ocurren en 10s paises del tercer mundo donde se
usan solamente 1/5 parte de los insecticidas quimicos. Un estudio
reciente en las Filipinas encontré que después del uso de inscticidas
clorinados, la tasa de mortalidad de adultos masculinos en el area
rural sufrié un aumento de 27% {Goldenman y Rengam, 1989).

Nicaragua historicamente ha dependido de la importacion de
plaguicidas, 1o que representa un alto costo en consumo de divisas
para fa obtencién de estos productos. En la agricuitura nacional, ia
aplicacién de quimicos como medida generalizada para el control de
plaga v el uso irracional de los mismos a traido consecuencias

negativas en los agro-ecosistemas, sobre la saluda humana y ha



elevado los costos de produccién.

En el afio 1967, Nicaragua no pudo exportar carne de res a los
EE.UU debido a que se encontraron altas concentraciones de residuos
de Diclorofenil tricloroetano, DDT (Swezey y Daxi, 1983).
Investigaciones en el Departamento de Leon mostraron que la leche
materna contenia un promedic de 2.12 ppm de DDT lo que representa
una contaminacidn 42 veces mayor al valor limite tolerable {(0.05
ppm) por la Organizacién Mundial de Satud (WHO, 1930).

Del afio 1962 a 1972 se reportaron 3000 intoxicaciones de
plaguicidas por afio en Nicaragua (Falcon y Smith, 1973). Se reporta el
desarrollo de resistencia en insectos vectores como el zancudo
Anophilis  albimanus 3 grupos de insecticidas organoclorados,
organofosfsorados. y carbamatos (WHO, 1980). Adema’.s-_ s¢ han
reportado posible desarrollo de resistencia de plagas agricola como
Diutelia xvlostellz  a diferentes grupos de insecticidas quimicos
(Varela, 1987) y surgimiento de nuevas plagas insectiles en cultivos
horticolas por causa de destruccién de la fauna benéficas (Guharay,
1986).

Segiin estimaciones de las Naciones Unidas se necesila
anualmente 200 millones de US dolares para reparar los dafios sociales
causados por  insecticidas quimicos, 1o que representa
aproximadamente del 40 a 508 de 10s ingresos totales por exportacién
(Falcon y Daxt, 1977).

Todo esta problemdtica nos plantea la necesidad de
implementar programas del manejo integrado de plagas en la que
deben intervenir diferentes métodos de control que permitan
mantener las poblaciones de plagas a niveles economicamente

permisibles. Dentro de las estrategias de control existe el uso de



control biologico.

El uso de los microorganismos para el control de las plagas y
patégenos se considera como uno de los métodos mas adecuados. La
utilizacién de RBecifus lburingiens/s para el control de las larvas
lepidopteras es un método muy difundido.

Bacitlus thuringrens/s  se incluye en el orden ZLubaclerszfes,
familia Awuilfisces , género Bacifus . La famila Bacilliacea incluye
bacilos, espordgenos gram-positivos, celulas en general grandes y a
veces dispuesta en cadenas largas (Debach, 1968).

Bl Bacilfus thuringiensic Berliner s un microorganismo
semejante al Bafus cerens , se halla ampliamente distribuido por el
mundo, tiene forma de baston, produce esporas, €S aerobio ¥
gram-positivo. El Aecilfus thuringlensts Berliner ‘es {inico en su
caracterizacién por 1a produccién de uno o mas crisiales parasporales
proteinicos durante su ciclo de esporulacién , su habilidad para utilizar
citrato de carbono como Unica fuente de carbono y alto contenido del
fosfato en sus esporas. Ademds esta bacteria tiene accién patogénica

‘en larvas de lepidopteros. Se han identificado por lo menos 20
serotipos de esta bacteria en base de las propiedades de las proteinas
flagelares {Debach, 1968).

El cristal o cuerpo parasporal formadoe por la bacteria durante
su ciclo de esporulacion generalmente tiene forma de diamante, pero
en algunas especies la forma es romboide o cubica. El cristal es de
naturateza proteica, tiene mas de 17% Nitrégeno y cuando menos 17
amino acides , pero no tiene fosforo.

Segin Debach (1968) ia toxicidad de Bwiffus lhuringrensic
contra las larvas lepidopteras fue reportado por Tovamanoff y Vago
(1951-53), Hanney (1953-55) y Angus (1954-56} establecid la



relacién entre la toxina cristalizada y la paralisis intestinal que ocurre
después de ingestién del cristal. El mismo autor reporta que mientras
la proteina téxica causa paralisis por ingestién, estd no tenia efecto
cuando se inyectaba dentro del cuerpo indicando alguna correfacién
entre el pH del intestino y 1a susceptibilidad a la toxocidad del cristal
va que el cristal es soluble en soluciones alcalinas.

Steihaus {1960-62) citado por Debach (1968) propone (ue para
obtener un diagnéstico adecuado , el mejor procedimiento es remitir
insectos afectados a un laboratorio de patologia de insectos. Sin
embargo, de un procedimiento practico en el campo se puede oblener
un diagndstico bastante acertado sobre la naturaleza de la enfermedad
observando las sintomas caracteristicos y los cambios después de la
muerte. 7

El primer signo de la infeccién de las larvas lepidopteras por
Bacillus tharingiensss es generalmente una actividad reducida y una
pérdida de apetito, seguida por la descarga de fluidos por la boca y el
ano. La infeccién puede comenzar con diarrea y por (ltimo causa una
septicémia y muerte del insecto. Después de 1a muerte la larva se
oscurece ¢on un color café ¢ negro. Generalmente los insectos muertos
estan blandos y al perder su forma los tejidos internos pueden
desintegrarse o tomar una consistencia viscosa, olorosa pero
normalmente no se derriten o lichan como los insectos muertos por
ciertas infecciones virosas. El cadaver del insecto generalmente se seca
y se encoge , el integumento permanece intacto. Examinando al
microscopio secciones histoldgicas de un insecto muerto ¢ seco
normaimente s¢ ve un gran numero de bacterias. Si el examen
bacteriolégico se retarda pueden entonces e¢star presentes bacterias
similares al verdadero patdgeno {Debach, 1968).



Actualmente se encuentran formulaciones comerciales de
Bacilfus thuringfensss para control de plagas lepidopteras en varios
cultivos. En el afio 1986 el consumo de Bawifus thuringlensis en la
agricultura nacional se estimé en 282,000 Kg con una demanda
potencial de 625,000 Kg, teniendose una importacién real del producto
de 144,000 Kg, o que refleja un deficit para satisfacer de la demanda
minima (MIDINRA, 1987}

En vista de que 1os productos comerciales como DIPEL,
THURICIDE v BACTOSPEIN son producidos por empresas extranjeras,
resuita muy cara su importacion, aicanzando un valor de 9 a 12 US
dolares por litro, mientras que ¢l producto elaborado en el pais puede
costar al maximo de 1 a 4 US dolares por litro (MIDINRA, 1987). Por lo
tanto en Nicaragua surge la necesidad de preduéir un preparado
microbial tomando como base una c¢epa nativa de JAwndlus
thuringlensis  utitizando un medic de cultivo con ingredientes
disponibles localmente.

Para la cultivacién o fermentacion de Rwffus lhuringiensis se
pueden utitizar dos tipos de fermentaciones; semi-solidas ¥y
sumergidas. Las fermentaciones sumergidas que son aplicadas en este
estudio son utilizadas principalmente para formulaciones liquidas,
suspensiones del complejo espora-cristal (Dulmage y Rhodes, 1971).

Uno de los factores mas importantes en la optimizacién de un
proceso de fermentacién es el disefio del medio de crecimiento y
produccién {Cooney, 1981). Los cultivos de medios son preparaciones
solidas, serni-solidas o liquidas que constituyen en micro-mundo de los
microorganismos en condiciones de laborateorio intentando ser un
refiejo de su habitat natural en relacién a la satisfaccién de sus mas

vitales v principales necesidades como ser vivo (Herrera, 1985).



Los requerimientos nutricionales bdsicos en medic para la
fermentacion de Bacifus thuringlensis  incluyen agua, fuente de
carbono, fuente de nitrégeno, elementos minerales y factores de
crecimiente o vitaminas {Dulmage y Rhodes, 1971; Herrera, 1985).

El agua constituye el vehiculo de todas las sustancias
reaccionantes dentro de estos seres vivos, asi como en el exterior al
trasladar iones y compuestos organicos. La composicidén satina del
agua corriente varia en dependencia de la fuente pudiendo en algunos
casos matar o inhibir a los microbios . Para evitar este efecto se usa
aguas cuyas propiedades sean estables, por lo que se utiliza agua
destilada en los medios de cultivo (Herrera, 1985).

Las fuentes de carbono tiemen como principal funcién el
suministro de energia para los procesos metabdlicos del organismo y
para la formacién de biomasa, considerandose como suministradores
de carbono las grasas, carbohidratos y proteinas. Generalmente se
utifizan los carbohidratos como fuente de carbono en los medios de
cultivos, aunque Raus thuringrensis es flexible y puede utilizar
amine acidos como fuente de carbohidratos.

En los medios utilizados para fermentaciones sumergidas de
Bacilins thuringiensis se utiliza glucosa, melaza de remolacha, melaza
de cafia, sacarosa, almidén de maiz, yuca y boniate como fuentes de
energia (Dulmage, 1970; Dulmage y Rhodes, 1971; Perez, 1983 vy
MIDINRA, 1987).

Los elemenos minerales son sales inorganicas esenciales para el
crecimiento de microorganisme. Estas incluyen los elementos potasio,
manganeso, fosforo, azufre y en menores cantidades calcio, zinc, hiefro
u otros minerales. El manganeso es necesario para la esporulacién y el

calcio para la estabilidad del calor en las esporas (Duimage y Rhodes,



1971 ).

Las fuentes de nitrégeno son esenciales en el proceso de sintesis
de amino acidos para la formacién de proteinas y otros compuestos
nitrogenados como bases purinicas y pirimidicas necesarias para la
vida del microorganismo. Las harinas de semilla de algodon; $0y3,
pescado, sangre de res, residuo de polio, salvado de trigo y levadura
forrajera pueden ser utilizados como fuentes de nitrégeno en los
medios de cultivo {Dulmage v Rhodes, 1971; Salama of &/, 1983).

El balance cuantitativo y cualitativo de los componentes que
intervienen en un medio de cullivo tienen un efecto directo en la
cinetica de crecimiento de la bacteria asi como el rendimienmto que se
puede esperar en un medio de cultivo.

Con la intencién de buscar alternalivas para 1a produccién de
insecticidas bidlégicos a nivel local, se plantea la necesidad de oblener
un medio éptimo basado en materiales locates con el cual se puede
producir Bewlins thuringienss con costo reducido y de manera
eficiente.

Por esto se plantea ¢l siguiente trabajo que tiene como objetivo
estudiar Ia cinetica de crecimiento, rendimiento de esporas y cristales
y toxicidad de! complejo espora-cristal de Bacifus thuringlensis en
diferentes medios de cultivo con el fin de determinar un medio optimo
para 1a produccién de la cepa nativa (3a 3b CNPV B th-12) de Racilfiis

thuringiensis.



Materiales y Métodos

El estudio se ltevo a cabo en el Centro Nacional de Proteccidn
Vegetal {CENAPROVE) , ubicado en ¢l Km 12.5 Carretera Sur, San José
de 1a Cafiada, Managua.

Para el estudio se¢ utilizé un cultive puro de ABailus
thuringiensis var Kurstaki. Esta cepa fue aislada el 31 de Junio, 1987
de un suelo proveniente del campo de frijol en Santa Lucia , Quebrada
de Agua, Departamento de Boaco, Regién V, Nicaragua. La cepa fue
identificada en el Instituto Pasteur, Paris, Francia como Beditfus
tharingtensis var. Kurstaki serotipo 3a3b y fue registrado como CNPY
Bt-12.

En ia primera fase del trabajo se comparé la cinetica de
crecimiento y rendimiento de esporas de Bawlins thiringiensss en los
medios de cultivos M-25, medio base nacional. El medio M-25 es
utitizado en el laboratorio de Badlfus thuringfensis del Centro de
Estudios Avanzados y Post-grados del Instituto Politécnico Nacional de
Mexico y el medio base nacional es el medio en estudio para su
optimizacién. Los contenidos de estos medios se presentan en el
cuadro 1.

Con ¢l objetivo de lograr mayor asimilacién de las proteinas,
amine Acidos y vitaminas provenientes de harinas y levaduras se
puede someter los contenidos del medio a un procese de hidrolisis

tratando el medio con acido fosférico (0.78 vol/vol) y manteniendo la
mezcia a una temperatura de 121° C por 40 minutos utilizando
autoclave. Bl medio M-25 es hidrolizado normalmente; para efectos de

comparacién se realizé igualmente hidrolisis del medio base nacional.



Cuadro 1. Componentes de los diferentes medios de cultivo utilizados

en ¢l estudio.

Medio M-25% Medio base nacional Medio base balanceado
Glucosa, 3% Melaza 2% Melaza 7%
Harinade Sangre 1,2% HarinadeSoya 1% Harinade Sova 1.2%
Levadura 0,6% HarinadePescado 1% Harinade pescado 1.1%
Calls 01% Levadura 0.2% Levadura 0.6%
HqPO4 0.7% Cslly 01% Calls 01%
Agua de Maiz* 05% K HPO4 0.15% KpHPO4 0.15%
(NH4),S04 0.3% H3PO4 0,7% HqPlg 0.7%
MgS0, 0.2% CuSg 0.000417%
KC1 0.2% MnS04 0.0000063%
Colly 0.093% .

MnS04 0.004%
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¥ Medio utilizado en CINVESTAV, Mexico
* [In producto industrial en forma de polvo
Se sgrega HoP0, para realizer la hidrolisis
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Para la fermentacién todos 105 medios se distribuyeron en
frascos erfenmeyer de 500 mi de capacidad a razon de 200 mi en cada.
frasco. El pH del medio se ajustd a 7.5 antes de esterilizar con una
solucion de NaOH (5%). La esterilizacién se realizd en autoclave
utilizando ta temperatura de 121°C por 15 minutos.

Preparacién del indcule: Para la preparacién de frascos de
indculo se utilizé 1a cepa de Racilfus lhuringrensis var Kurstaki 3a 3b
1a cual se hiso c¢recer en nutriente agar inclinado a una temperatura de
32-349C por 72 horas y guardado a 4°C hasta su empleo. Azadas de
este cultivo fueron usadas para inocular frascos conteniendo 100 mi
de 1a dieta NYSMA (Cuadro 11} anteriormente autoclavada a 121°C por



15 minutos. Los frascos fueron incubados en un agitador rotatorio a
200 rpm ¥ 30° C por 16 horas, luego un 2% (v/v) de estos se utilizé
para inocular otra serie de los mismos frascos y se incubaroen por §
horas mas. Luego estos se utilizaron para inocular otra serie de los

mismos frascos a 2% (v/v).

Cuadro I1. Composicién de dieta NYSMA.
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Cmsﬁtuyentes Cantidad (g)
MnSO,4 9.3930
CaCo 3 .0400
Mg Sﬁ;i_ 0.0400
Extracto de levadura 0.2500
Peptona 1.5000
Carne Seca 2.5000
Agua 500 mi
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Fermentaciéon: Todos los frascos conteniendo 200 mi de medio del
cultivo fueron esterilizados e incubados bajo las mismas condiciones
que los frascos del indculo. Se realizaron dos repeticiones por cada
medio del cultive ensayadc. Los frascos de fermentacién fueron
inoculados con 2% del volumen del contenido de la segunda serie de
frasco del indculo. De cada frasco se tomaron 6 ml de muestra cada 6
horas hasta la cosecha a las 48 horas. De cada muestra tomada se
midié el crecimiento d¢ la bacteria en base al nimero de c¢elulas
viables, bacillus, nimero de preesporas ¥ numero de esporas por
conteo twtal en camara Neabauer. Se realizarén observaciones

periddicas de los cullivos mediante preparacidén en placas que se



examinaron al microscdpio. A las mismas muestras se le realizaron
analisis de la cantidad de azucares reductores utilizando el método del
dinitrosalicilico {DNS).

La segunda fase del estudio consistié en la comparacién del
medio base nacional y ¢l medio base balanceado (Cuadro I). El balance
del medio base nacional se realizé en base de los requirimientos
nutricionales basicos de una bacteria (Revah, 1881; ver cuadro 111} ¥
1a deficiencia nutricional del medio base en comparacién con el medio
M-25 {Cuadro 1). El contenido nutricional del medio balanceado en
relacién a los requirimientos de la bacteria se presenta en Cuadro 111

Durante e¢sta fase se comparé la cinetica de crecimiento,
rendimiento de esporas y cristales y la toxicidad de productos
obtenidos én los medios base nacional y medic balanceado sin ¢ cont
hidrolisis, to cual se efectud en la misma manera como fue descrito
anteriormente utilizando acido fosforico. Para el estudio se utizaron
dos repeticiones por cada medio. El tiempo de fermentacion en esta
fase se prolongé hasta 72 horas durante 1o cual se tomaron muestra
cada b horas para estudiar ia cinetica de crecimiento y rendimiento.

Al terminar la fermentacién se realizé la recuperacion del
complejo espora-d-endotoxina por coprecipitacién de acetona descrita
por Dulmage et al. {1970).

Prueba de virutencia: Para probar la virulencia de los productos

de fermentacién recuperados en forma de polvo seco se prepararon
suspensiones acuosas en concentraciones de 0.01 , 0001, 0.0001,
0.00001 y 0.000001 mg/mi agregando 0.2 ml de Triton-X-100 por
cada 50 m! de suspensién.



Cuadro 1I1. Requirimientos nutricionales de la bacteria y contenido

del medio balanceado.
Elementos Necesidad de bacteria  Contenido de medio balanceado
g/l g/l
Carbono 30-40 33
Ritrdgeno 1.8 1.82
Fosféro 0.375 2.56
Azufre 009 0.3
Potasic 0,337 3.40
Magnesio 00375 0056
Sodio 0,125 0,1308
Calcio 6,825 1,416
Hierro 0.165 0.244
Cobre 000225 0.000622
Henganeso 0,000825 0,000631
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Se determind la toxicidad de los productos con larvas de Flulelis
spilostalla utilizando el método de inmersién de folios (Splittstoesser ¥
McEwen, 1961). Se cortaron discos de 18 mm de diametro de hojas de
repolio {cultivado en el invernadero de CENAPROVE) introduciendo 10
discos en plato petri conteniendo las diluciones a probar. Se
mantuvieron 105 discos en las suspensiones por 2-3 minutos y luego se
colocaron los discos sobre papel filtro para absorber el exceso de agua.

Los discos tratados se colocaron individuaimente en un plato
petri donde se introdujeron una larva (I o II estadio) de Alulelis
xylostelis proveniente de la cria de CENAPROVE y de la Escuela de
Sanidad Vegetal, UNA, 1as que se recolectaron del Valle de Sébaco. La



humedad de los discos deniro de los platos petri se mantuvd
seltandolos c¢on Parafilm, la temperatura en el local del bicensayo
oscilé entre 23 a 259C v 1a humedad relativa entre 70-50%. Después
de 24 horas los discos tratados fueron reemplazados por discos sin
tratamientos para asegurar la alimentacion de las larvas en prueba. En
total se utilizaron 470 larvas por bio-ensayo . Hasta los 7 dias apartir
de 24 horas se realizaron recuentos diarios para determinar el grado

de mortalidad de las larvas en el bic-ensayo.



Resultados y Discusién

1. Evaluacién de Medio Base Nacional en comparacién con ¢l medio
M-25:

Durante esta fase se realizé fermentacion de Bacilfus

thuringtensis var Kurstaki 3a3b en los medios mencionados para
conocer el comportamiento de 1a cinetica de ¢recimiento y el consumo
de azucares reductores durante el proceso de fermentacion.

1.1. Cinetica de crecimiento

En la figura 1 se presenta las cineticas de crecimiento de ia
bacteria en los diferentes medios de cultivo donde se observa que en
los medios M-25 y medic base nacional sin hidrolisis el ¢recimiento
exponencial o logaritmico se inicia a las © horas de_ fermentacion,
mientras que en ¢l medio base nacional con hidrolisis el <recimiento
logaritmico se inicia hasta las 18 horas. Las siguienies fases de
crecimiento presentan caracteristicas muy similares en los lres
medios.

1.2 Produccion de esporas ¥ <ristales

A 1as 48 horas terminé 1a fermentacién obteniendose 7.15 % 1o
esporas /ml en el medio M-25. En ¢l medio base nacional hidrolizado
se produjo 5.25 x 108 esporas/m1 y en el mismo medio sin hidrolisis fa
produceion de 1a esporas llegoa 455 X Ioa-esperas!ml.

1.3 Consumo de azucares reductores

La cantidad de azucares reductores presente en el medio de
cultivo refleja su capacidad de soportar el crecimiento de la bacteria y
la variacién de la cantidad de los azucares duarnte la fermentacién

indican el grado de asimilacién del medio por el microorganismo.
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Medio base -sin hidrolisis

hvidad formadora de oolorviasml

Horas

Medio M-25

Unidad formadora de colonia/mi

Horss

Medio base-con hidrolisis

Linidad formadora de ooloniaZmi

Horas

Figurs 1.
Cinetica de crecimiento de Baci)lus thuringiensis
gn diferantes medios de culiivo hesta 48 horas
Para las fermentaciones se utilizaron frascos
erlenmeyer de S00 ml.
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En la figura 2 se presentan los contenidos de azucares
reductores en los medios de cultivos durante la fermentacion. Se
puede observar que en ¢l medic M-25 la cantidad de azucares
reductores al inicio de fermentacién fué 27.5 g/litro, & veces mayor
que en ¢l medio base nacional con hidrolisis (4.8 g/} ¥ 10 veces
mayor que en el medio base nacional sin hidrolisis(3.1g/1). En el M-25
el proceso de asimilacion de azucares por 1a bacteria se inicia desde tas
0 horas observandose consumo de azucares acelerado durante todo el
proceso de fermentacion. Al contrario en el medio base nacional con ¥
sin hidrolisis se observa que el consumo de azucarés se inicia apartir
de 6 vy 12 horas respectivamente. Asi mismo se puede observar que al
final de la fermentacién en el medio M-25 queda 12 g/l de azucares
reductores sin consuimnir y en los medios bases ﬁacieﬁaleﬁ_ el consumo
es casi total.

En la misma figura se observa que en ¢l medio base nacional sin
y con hidrolisis aumenta la cantidad de azucares reductores en las
primeras 6-12 horas mientras que en el medio M-25 no se observa
esta tendencia.

1.4 Discusion

Los resultados de fermentaciones de BRecillus Lhuriniglonsis en
los diferentes medios indican la superioridad del medio M-25 sobre el
medio base nacional ya que en el medio M-25 se produce mayor
niimero de esporas después de 48 horas de fermentacién. Sin
embargo, 1a cinetica de crecimiento de Becillus thuringrensisen este
medio no difiere de fa del medio base nacional.

Analizando los contenidos nutricionales de ambos medios
{Cuadro 1) se puede considerar que el medioc M-25 es mds

aprovechable por la bacteria ya que se suministra el carbono en forma



Atzucares reductores (g/1)
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Medio nacional-sin hidrolisis Medio base—con hidrolisis
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Azutares reductores (/1)
hoJ

Medio M-25

hzuoares reductores (/1)
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T s e s o
0 0 20 30 4 50
Horas
Figurs 2.

Cantidades de azucares reductores presentes

en los diferentes medics de cultivo durants las

48 horas de fermentaciin efectuado on frasces

erlenmeysr, La contided de azucarss se
determing en base del método dinitrosaticilico.
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de glucosa, un monosacarido de facil asimilacién y este medio es
hidrolizado antes de su uso, mientras que en el medio base nacional la
melaza €5 1a fuente de carbohidrato, un disacarido que tiene que ser
desdoblado antes de ser asimilade por la bacteria sefialando que en ¢l
medio base nacional la disponibilidad y asimilacién de azucares
reductores sean pobres. Este planteamiento se confirma a travéz de
los resultados obtenidos del analisis de los azucares reductores en 10s
medios.

Para mejorar la disponibilidad de los azucares reductores y
otros factores nutricionales se sometié el medio base nacional a una
hidrolisis previo a su uso, obteniendose mayor cantidad de azucares
reductores al inicio de fermentacién y consumo de azucares mas
acelarado. Sin embargo, la cinetica de crecimiento de Baciline
thuringiensis en este medio demuestra un periodo de crecimiento
lento hasta las 18 horas aunque !a produccidn de esporas fué
tigeramente superior al medio base nacional sin hidrolisis después de
48 horas de fermentacién. Esto nos indica que ¢l proceso de hidrolisis
del medio base nacional produce condiciones que impide rapida
iniciacién de 1a fase exponencial de <crecimiento de Baailfue
haringiensss, mientras no se observa este efecto en el medio M-25
que también es sometido al mismo proceso de hidrolisis. Por 1o tante
es necesario investigar el efecto de hidrolisis sobre ¢l medic base
nacional y su aprovechamiento por ia bacteria.

Es importante sefialar la baja cantidad de azucares reductores
con que se inicia las fermentaciones en los medios nacionales efi
comparacién con ¢l medic M-25 que podria convertlirse en una
limitante para el crecimiento bacterial ya que a las 4§ horas en 1os

medios bases nacionales son c¢asi consumidos en totalidad los azucares
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sefialando 1a necesidad de balancear este medio. Por otro lado en el
medio M-25 queda sin utilizarse una gran cantidad de 10s azucares.
Ese excedente de los azucares reductores eleva los costos de
produccién debiendose formular los medios considerando el factor
economice, basondose en recursos de menor costo.

Por tal razén, se debe tratar de utilizar fuente de carbono mas
accesible (como melaza) en lugar de azucares puros {como glucosa)
aunque sea necesaric someter ¢l medio a un tratamiento previo como
hidrolisis para hacerla mdas asimilable por el microorganismo (Dulmage
y Rhodes, 1971).

2. Evaluacion de Medio Base Nacional en comparacios
Base Nacional balanceado:
En esta fase se realizaron fermentaciones de Racrllus thuringfensis

en el medio base nacional ¥ en medio nacional balanceado basado en
los resuitados obtenidos en la fase anterior. Ambos medios se
probaron sin ¥ con hidrolisis usando cido fosférico como hidrolisador.

2.1 Cinetica de crecimiento

En la figura 3 se presentan las cineticas de crecimiento de
Basilius thuringiensis en los diferentes medios ensayados hasta 72
horas donde se observa que la cinética obtenido en el medio
palanceado difiere claramente del medio base. En ¢l medio balanceado
la bacteria demuestra un crecimiento rapido iniciando la fase
exponencial a las 6 horas y alcanzado su punto crecimiento maximo a
fas 20 horas. En el medic base aunque la iniciacién de la fase
exponencial ocurre al mismo momento el crecimiento de 1a poblacion
€S mas _ienw alcanzando su punte maximo a las 72 horas.

Comparando el medic base sin ¥ con hidrolisis se observa que



Linddad formadors o oolormbas/mi

uUnidad formadora de oolonis /mi
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Medio base-sin hidrelisis Medio base-con hidrolisis

) S— T ¥ p——
20 40 60 8¢
Horas '

Unidad formadora de colonts/mi

Medio balanceado-sin hidrolists

Unidad formadoras de colonia/ml

Figura 3.

Cinetica de crecimiento de Bacillus thuringiensis en diferentes medios de cultive.
La fermentacion se realizd en frascos erienmeyer de SO0 mi hasta 72 horas.

La hidrolisis se realizd utilizando acido fosférico (Q.7%),
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en el medio con hidrolisis la bacteria presenta un periodo de
adaptacién largo (hasta 30 horas) después del cual se da el proceso de
crecimiento exponencial alcanzando su punto maximo a las 72 horas
igual al medio sin hidrolisis. En el medio base sin hidrolisis no se
observa este periodo de adaptacién caracterizado por crecimiento
lento. Por otro lado los medios balanceados sin ¥y <on hidrolisis
presentan cinéticas de crecimiento similares.

2.2 Produccién de esporas y cristales

La produccién de esporas y cristales en los medios bases con ¥
sin hidrolisis fué de 1.11 X109y 1.43x 10% esporas y cristales por ml
respectivamente después de 72 horas de fermentacién. El medio
batanceado con hidrolisis produce 525 X 108 y el medio batanceado
sin hidrotisis 6.32 x 100 esporas y cristales/mi después de 72 horas.
No existe diferencia significativa entre los nimero de esporas
producidos en los medios bases con y sin hidrolisis, asi como entre los
medios balanceados con ¥ sin hidrolisis, mientras fa produccion de
esporas es significativamente mayor en el medio base en comparacion
con ¢l medio balanceado {Cuadro IV).

2.3 Virutencia de los productos de fermentacion

Para determinar la virulencia se determiné la toxicidad de Ios
productos de fermentacidn sobre las larvas de Plutella xplostells
utilizande #f método de inmersién de folies. En el cuadro V se
presentan las actividades insecticidas de la endotoxina producida en
los cuatro medios. Los datos indican que los mas alto porcentaje de
mortalidad se obtuvieron con el producto del medio base sin hidrolisis
que produjé 100% de mortalidad de larvas con ia concentracidén de
001 mg/mi seguida por e medic base con hidrolisis que causé 758

mortatidad con la misma concentracién. Los resuitados obtenidos con



1os productos de los medios balanceados son comparables con el medio

base aunque muestran valores mas bajos.

Cuadro IV. Produccién de esporas de ABscilus lhwringlenss var.
Kurstaki 3a 3b en los diferentes medios de cultivo después de 72

horas de fermentacién®.

et o i e i e Y i e s e o i A R L N S L Gk AR S e i b A R o N ] V00 Y o, i i e e kSl R R R i R S SO A N T e

mn..m.—.,_m._auwwuu—mq‘um«e—v..agu.uu.......--_»-n--.._...-...-.mnmﬂ-—ququ-—...‘-..mmm.._—_—..,»w_wuu..--..—-«..u...-«.u-...

Medio base sin hidrolisis 1.43% 169 a
Medio base con hidrolisis 1.11x 109 a
Medio balanceado sin hidfolisis 632x10% 1
Medio balanceado con hidrolisis ~ 525x 108 P
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# Las fermentaciones se realizaron en frascos erlenmeyer Je 5% mi
# Las cifras no son significativemente diferentes segin la prueba de Tukey
{p<0.05) si son acompafiadas por lawisma letra.

Cuadro V. Porcentaje de mortalidad® de larvas de Aulalis sylostells
expuestas a la endotoxina de ARsciffus thwringfens/s cultivada en

cuatro medios de fermentacién.

...au..._-.-......mm—.mh_.uawwuammm-ﬁm*wamwu........“..__...,'-':-..;‘.u,..u.w.-.u'-a-m---....an..«..ﬁ.u.w-_'n..--.'-,.:..'...,mm'.-.-'— )

Medio de cultivn Concentracidn de esporas {mg/mi)
o oot 0001 0o00a1 000001

a-..auu-w-a--.—.-‘u—....,'.‘.‘....‘..myw'-.-,.'_._-u-.-mm.,_._.-__...-....._....u-—n#—".n_.....mm...--u-'w.m..a.'m..»ma-q.-,-'q.;-.--.'

Medio base sin hidrolisis 100 100 a0 90 65
Medio base con hidrolisis 100 75 65 70 70
Medio balanceado sin hidrolisis 85 5 70 50 50
Medio balanceado con hidrolisis 95 70 65 60 60
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* Moralidad ocurrida a los 7 dias después de infeccion. Se usaron 20 larves por
wratamiento v se presenta en forma corregida en base al testigo.



23

2.4 Discusion

El balance nutricional realizado al medio base nacional tiene
como meta obtener una mejor asimilacion de todos los nutrientes del
medio para lograr altos rendimientos de esporas y cristales y mejorar
la toxicidad del producto elaborado. Ef balance del medio base nacional
se realizé aumentando la cantidad de carbohidrates, proteinas y
algunos microelementos come cobre y manganeso {Cuadro III). Los
resultados nos sefialan que bajo las condiciones que se realizaron las
fermentaciones el medio balanceado no logré mejorar 1a produccion de
la bacteria y su toxocidad én comparacién al medio base nacional. Sin
embargo, en este medio se observé crecimientos iniciales de la
bacteria mas rapidos. Es de gran valor tomar en cuenta el tiempo de
fermentacion o sea el tiempo durante el cual se obtiene una formacién
y liberacién de esporas y cristales completos. Mientras mas corto sea
el tiempo de fermentacién mas rentable resuita la produccién. Por lo
tanto se debe wvalorar el rapido crecimiento que presentaron los
medios balanceados resultando un ahorro de aproximadamente 10
horas de fermentacién comparado con el medio base nacional en base
de primer fase de crecimiento. El medio balanceado también contiene
altas concentraciones de nutriente exigiendo una concentracidn de
oxigeno mas alta , lo cual bajo las condiciones de fermentaciones
reatizadas en este estudio pudo haber actuado ¢omo una limitante
para el crecimiento 6ptimo de la bacteria y produccion de esporas y
‘cristales. Seglin Megna (1963) algun desequilibrio en el suplemento de
nitrégeno y carbohidrato da como resuitado una esporulacién
incompleta, rompimiento de célutas, germinacion de esporas y/o
autolisis. Otros autores sefialan que altas concentraciones de

nutrientes parecen inhibir 1a esporulacién y produccidn de toxina



{Norris, 1969; Sherrer et al, 1973; Holmber et al,, 1980).

Los resultados obtenidos con los medios bases sin ¥ con
nidrolisis confirman Ia tendencia del aumento del periodo de
adaptacién de la bacteria en este medio hidrolisado observado en la
fase anterior, mientras no se observa esta fendencia en el medio
balanceado hidrolisado. La causa de este efecto observado posterior a
la hidrolisis sera un tema importante de investigaciones futuras.

Aunque los resultados de los biocensayos realizadoes con las
farvas de Mukally xyfostells son preliminares ¥y no permite la
estimacién de Dosis Letal 50 a travéz de analisis de Probil, quedan
establecido que los productos de fermentacién en los medios
ensayados son toxicos a este insecto. Sin embargo, es nescesario .
realizar investigaciones toxicolégicas con otras especies de insecto ¥
estimar 1a dosis de aplicacién para los ensayos de campeo en termino
de Unidades Internacionales.

Los resultados encontrados no permite identificar un medio de
cultivo que es superior. Sin embargo, los datos obtenidos con tos
medios ensayados nos permite conocer el comportamiento de
crecimiento de Bacilus thuripgiensis y comparar la eficiencia del
medio actual con otros medios. Estas comparaciones generan
fundamentos para los cambios en el medio actual con el fin de ilegar a
un medio éptimo para la produccién eficiente de Bacilfus EARringiensis
var. Kurstaki 3a3b en escala comercial.



Conclusiones

1. La deficiencia de azucares reductores en ¢l medio base nacional y
excedente de los mismos en el medio M-25 sefialan la necesidad de
revisién de balance nutricional de ambos medio para el optimo

crecimiento de Bwitus thiringiensis

2. Aungue no son 6ptimos, los medios probados en este estudio, se
pueden considerar adecuados para el crecimiento de Bafus

tharingtensis 'y produccién de las esporas y cristates.

3. La hidrolisis aplicada al medio base nacional no produce crecimiento
mayor de Raclfus huriagfensis en comparacién con el medio sin
hidrolisis e induce a la bacteria necesitar de un periodo mas largo de
adaptacién durante lo cual el crecimiento poblacional de 1a bacteria se

mantiene tento. La causa de este fendmeno ann no esta determinado.

4. F1 balance nutricional realizado al medio base nacional results en un
crecimiento inicial rapido de Bwnilfus thuringiensis llegando al maximo
punto de crecimiento entre 30 horas en este medio comparado con 72
horas en el medic base nacional. Sin embargo, 1a produccidn de
esporas en este medio es inferior al medio base nacional bajo ias

condiciones de fermentacion utilizadas.

5. La cepa nativa de Bsvifus thuringiensic  var Kurstaki 3ajb
cultivada en los medios bases nacionales y balanceados muestran
toxicidad para las larvas de Plutells xy/fostellz en las concentraciones
de 0.000001 a 0.01 mg/mi
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Recomendaciones

1. Para ltegar a un medio éptimo basado en 10s insumos locales se debe
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medios a diferentes insectos y determinar su DL5G ¥ Unidades

Internacionales.
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