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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1CONTROL BIOLOGICO

Control Biolégico es la represiéon de las plagasiargd sus enemigos naturales; es decir
mediante la accion de predadores, parasitos y @abdg Los parasitos de las plagas,
llamados también parasitoidespn insectos que viven a expensas de otro insecto
(hospedero)al que devoran progresivamente hasta causarle kErtenuDurante ese
tiempo completan su propio desarrollo larval. Logdadores son insectos u otros
animales que causan la muerte de las plagas (ektorpresasdn forma mas o menos

rapida succionandoles la sangre o devorandolos.

Los patdgenos son microorganismos: virus, bactgsrasozoarios, hongos y nematodos,
gue causan enfermedades entre las plagas. Deelgrnpos de enemigos naturales

contraladores biologicoks patdgenos tienen caracteristicas muy partiesiar

El control biolégico se considera naturallando se refiere a la accion de los enemigos
bioldgicos sin la intervencion del hombre; y selémomina artificial o aplicadouando,
de alguna manera, es afectado o manipulado pangbie.

Los insectos normalmente contienen un gran numerdatterias. La mayoria son
saprofitas y comensales; y algunas son simbidti€sasionalmente se presentan
bacterias patdgenas que son capaces de ocasiferanetades especialmente en larvas.
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Las larvas enfermas se vuelven lentas, dejan deeranse y expulsan una sustancia
liquida por la boca y el ano. Al morir se vuelvesturas y negras, blandas, con los

tejidos internos transformados en una masa viscoséenida dentro de la piel.

Desde el punto de vista de su utilizacion practimaparecen ser muchas las bacterias
que presentan cualidades convenientes. Las bacesjpmrogenas, es decir aquellas que
forman esporas para resistir las condiciones adsgerson las mas favorables. Las
bacterias noesporégenas, aunque pueden ser mwgepas) tienen el inconveniente de

ser muy susceptibles a la desecacion.

Un primer caso extraordinario de utilizacion exatate las bacterias fue la introduccion
del Bacillus popilliae y Bacillus lentimorbuscontra el escarabajo japon&opillia
japoénicaen los Estados Unidos. Estos gérmenes causanferfmdad lechosa” de las
larvas del escarabajo. Las larvas, subterraneasind@aminan al ingerir las bacterias con
el alimento y se vuelven de color blanco lecholemals deBacillus esporulados. Estos
bacilos esporulados pueden mantenerse infectivosn@s de cinco afios. Existen
formulaciones comerciales d@acillus polilliae: Doom, Grub Attack, Milky Spore
Powder y Japidemic, que se aplican contra diveesoarabidos. Ningun patégeno ha
recibido tanta atencidon como Bhcillus thuringiensisBerliner. Después de haberse
perfeccionado los métodos de su cultivo y habeesardollado diversas razas biologicas
este patdgeno se ha comercializado bajo diferéotasilaciones de polvos, aspersiones

y granulos con diversos nombres comerciales (2).

1.2Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensisees una bacteria Gram positiva con la capacidadsferelar. Es
muy semejante a otras especies del géBawllus comoBacillus cereusy Bacillus
anthracis pero se diferencia de ellas por la formacién dectistal proteico en el

momento de la esporulacion.
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El cristal esta compuesto por proteinas, algunadaslecuales son extremadamente
toxicas contra insectos, principalmente de los rdelLepidoptera Diptera y
Coleoptera mientras que los mamiferos, incluido el hombresa ven afectados. Cabe
destacar que gran parte de las plagas agricolasestéles son provocadas por insectos
de los o6rdened epidopteray Coleoptera y que la mayoria de los vectores de
enfermedades humanas son del ordeiptera. Ademas, estas proteinas son
biodegradables, por lo que no contaminan sueloagoas. Por estos motivos, esta
bacteria esta siendo utilizada como una alternatie@ldgicamente sostenible a los
insecticidas quimicos para controlar plagas agag;oplagas forestales y vectores de
enfermedades (6).

1.30RIGEN DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensidue aislado por primera vez en Japon por Ishiwatd3)1 como
patdgeno del gusano de seBambyx mori(Lepidoptera Bombycidag causandole la
enfermedad de sotto.

En 1911 Berliner, en Alemania, aislo la misma béate partir de larvas del lepidéptero
Anagasta kuehniella(Lepidoptera Pyrallidag), la palomilla de la harina del
Mediterraneo, e hizo una descripcion formal de batderia: bacilo Gram positivo, que
presenta un cristal paraesporal de naturalezaigaipEndospora y flagelos peritricos, en
distintas fases de su ciclo de crecimiento. La denéBacillus thuringiensisen honor a

la region alemana de donde la aisl6: Thuringia.

El uso deBacillus thuringiensigara el control de insectos se inicié en los afibs 3
contra el barrenador europeo del m&@strinia nubilalis (Lepidoptera Pyrallidae). El
primer producto comercial sali6 en Francia en 1B8@ el nombre de Sporeine®; en
EEUU se comercializoé por primera vez en 1957, lehjoombre de Thuricide®. Desde
entonces se ha desarrollado la produccién de fonasiva en varios paises de todo el

mundo.



-22 -

En 1970 Dulmage descubrié la cepa HD-1B@eillus thuringiensiserovar kurstakien
EEUU a partir de larvas enfermas de lepidoptersta Eerovariedad resultd ser entre 2 y
200 veces mas toxica que las variedades anteritemdilizadas en la produccion
comercial de bioinsecticidas. La Agencia de Prafecdel Medio Ambiente de EEUU
(EPA) la designé como estandar de potencia o unid@idnacional de toxicidad. En
1977, dos entomologos israelies aislaron un bagltarvas del mosquitGulexsp, el
cual se designd con el nombre Bacillus thuringiensisserovar,israeliensis y fue
considerado util en salud publica para el conteolvectores de enfermedades tropicales
por ser patdgeno de larvas del mosqéiemes aegypiiDiptera, Culicidag), vector del
dengue. En los afios 80 fueron descritas otrassadpBacillus thuringiensiserovar.
Morrisoni patovariedadegenebrionisy san diegg activos contra coledpteros. Las
serovariedades de mayor impacto a nivel indushiéal sidokurstaki israeliensisy
morrisoni, si bien no son las unicas. Desde el descubrimiemdentificacion d8acillus
thuringiensis el interés en esta bacteria ha sido cada vez nmaytdo que a la fecha se
han descrito 83 serovariedades distintas segumsggeao flagelar, en el intento de

encontrar nuevas toxinas con nuevas actividadésgiias.

La mayoria de variedades estudiadas actualmentactimas contra larvas de diferentes
grupos de lepidopteros, y algunas de ellas tambié&on contra dipteros y coleopteros.
Algunos estudios han mostrado gBacillus thuringiensistambién podria ser utilizado
contra insectos de otros 6rdenklyrienopteraHomopteray Mallophagg, nematodos,
acaros y protozoos. En los ultimos afios se hanrrddado ampliamente técnicas
moleculares que han permitido manipular geneBawdlus thuringiensispara desarrollar
bacterias acuaticas recombinantes que forman gar dieta de larvas de insectos , asi

como para generar plantas transgénicas para atedergsistencia a los insectos plaga

(6).
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1.4IMPORTANCIA DE Bacillus thuringiensis

El microorganismo mas utilizado como bioinsectigidaxtendido comercialmente en todo el
mundo eBacillus thuringiensis € la bacteria entomopatégena mas ampliamenteadtliz
como biopesticida, sola 0 en combinacién con pdaajuimicos su importancia radica en
su toxicidad contra larvas de insectos-plaga deokaenes Lepidoptera, Coleoptera,
Diptera, Himenoptera, Homoptera, Ortéptera, y @nbrganismos como acaros,
platelmintos y nematodos. Incluso ha mostrado aletd sobre células cancerigenas,
leucémicas y contra protozoos de importancia médicmo Giardia lamblia y
Plasmodium berghei

Preparaciones realizadas en baseBaxillus thuringiensishan sido usadas como
insecticidas organicos o bioinsecticidas desdesfideela década del 30. En la actualidad
se conocen méade 100 formulaciones en el mercado mundial, aplicée alrededor de

10.000 toneladas anualmente en el planeta, siemqn la marca mas utilizada (12).

Los productos de este microorganismo presentamadgearacteristicas importantes
como la ausencia de toxicidad en los seres hunmanosichos de los enemigos naturales
de diversas plagas, en otros vertebrados y erldatap, asi como un espectro de accion
reducido, lo que indica que puede ser altamentecédsm para una plaga determinada.
Por tanto, estos bioinsecticidas pueden ser péatoente dirigidos para combatir a una
plaga de interés sin perjudicar ni dafiar el menlaundante.

El éxito de estas formulaciones se ha visto reftejan la gran variedad de productos
comerciales que existen, sélo las preparacionesa paspersion comprenden
aproximadamente el 2% del mercado global de irgdat y aunque no ha sido facil su
introduccion en el mundo de la agricultura la adion de los cultivos con
formulaciones tradicionales dacillus thuringiensisesta constituyendo la estrategia de
eleccion de los agricultores organicos, ya que igsaa las numerosas pruebas de
seguridad y del impacto sobre la salud humanal yaméiente, se utilizan con mayor

certeza de su inocuidad, para una produccion dgmicas sana y de mayor calidad (6).
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TABLA No 1 DIFERENTES CULTIVOS Y PLAGAS QUE PUEDEN SER CONTROL ADAS
UTILIZANDO CRISTALES PRODUCIDOS POR Bacillus thuringiensis

Planta o cultivo Plaga de insectos

Spinacia oleracea Brassica campestr(Pieris brassicae, Pieris rapae
Brassica oleracea, Lactuca sativa
Solanum tuberosum

Citrullus vulgaris Spodoptera exigua

Nicotiana tabacum , Gossypium herbacetialiothis zeaHeliothis virescens

Hypericum perforatum Colias lesbia
Musa ssp. Oeketicussp. Phorbetronspp Oeketicussp
SibinespOpsiphanesp

REFERENCIA: http://www.biotecnolocus.com/articulos/bt/default.htm#_INTRODUCCION

1.5 CARACTERISTICAS GENERALES DE Bacillus thuringiensis

La bacteriaBacillus thuringiensis es un bacilo gram-positivo, flagelado y esporalad
que se caracteriza por la formacién de un cuerpaepporal o cristal de proteina,
conocido coma-endotoxina, estos cristales se forman durantesparalacion y tienen

actividad toxica para larvas de insectos.

La 6-endotoxina puede variar en tamafio y en formapugasggun la variedad @&acillus
thuringiensis pueden producir en el medio de cultivo mas defarmaa de cristales, se
menciona que se encontraron cristales de formabaiolal, de tipo amorfo y también
de la clase bipiramidal. Mientras que reportan iglamiento de cristales irregulares,
cuboidales, bipiramidales y esféricos, aunque lapfigue la forma mas comun es la

bipiramidal.
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Crece en gran variedad de medios no selectivosdsiel caldo nutritivo y el Luria
Bertani (LB) dos de los mas utilizados. Aunque puecer desde los 15 hasta los 45°C, la
temperatura Optima de crecimiento se sitla entrg ZBC, pudiéndose producir pérdidas
de plasmidos a temperaturas mayores de 32B@&cillus thuringiensisno es
especialmente exigente en cuanto al pH de su destion Crece adecuadamente en valores

de entre 5,5y 8,5, con pH éptimo comprendido ebifsey 7,5.

La morfologia de las colonias @acillus thuringiensisrecidos en placa puede variar
en relacion con el medio de cultivo utilizado. Eaanutritivo forma colonias circulares
con borde irregular, perfil plano y color marfibed. El didmetro que avanza en la placa
de cultivo depende directamente de la densidadbldmias que alberga. Su textura es
seca y cerosa, apreciandose en colonias madurasujuéculo central posee una
superficie de apariencia mas brillante y lisa queh@&o externo, mate, debido
probablemente a la esporulacién de las célulagalest mas adelantadas en el ciclo
(10).

1.5.1 EI CRISTAL PARAESPORAL
Simultaneamente a la formacion de la espora, tiegar la sintesis de uno o varios

cristales paraesporales de naturaleza proteicapge@en representar entre un 20 y un

30% del peso seco del esporangio.
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REFERENCIA: http://bicinformatica.uab.es/biocomputacio/treballs00-01/custodio/Bt_general.htmi(8)

FOTOGRAFIANo1l VISTA DE Bacillus thuringiensis EN EL MICROSCOPIO DE
CONTRASTE DE FASE.
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El cristal paraesporal se ubica en el interior elgborangio, generalmente, fuera del
exosporio. Sin embargo, se han descrito cristadeagsporales dentro del exosporio
en algunos aislamientos, con lo que el cristal goes contindan juntos tras la lisis
celular. Al igual que la espora existen pruebagjue los cristales son inactivados por
accion de la luz ultravioleta siendo ademas fagibmaelegradados por la accién de los
microorganismos del suelo. Una vez completadagaratacion, se produce la lisis de la
pared del esporangio, liberandose el cristal ysfgr en el medio, comenzando el ciclo

de nuevo si las condiciones son favorables (10).

1.5.2 FACTORES DE VIRULENCIA PRODUCIDOS POR Bacillus thuringiensis

Ademas de lag-endotoxinasBacillus thuringiensidia desarrollado una serie de factores de
virulencia que le permiten infectar a sus blan@smayor eficiencia. Entre estos factores de
virulencia se encuentran: fosfolipasas , proteasggitinasas,u-exotoxinas o exotoxinas
termolabiles , lag-exotoxinas, las cuales son toxinas que funciomamocanalogos de ATP

y las proteinas VIP, que son proteinas insecticjggsse producen en la fase vegetativa del
crecimiento. Las proteinas VIP se han cristalizadontienen un dominio semejante al sitio
activo de proteinas con actividad de ribosilacierA®P.

Se propone que estos factores ayudan a la ba&eri@a infeccion del insecto. Se ha
reportado que en algunos casos la mezcla espistadfs mata mucho més eficiente que los

cristales solos (1).

1.5.3 CLASIFICACION DE LAS & -ENDOTOXINAS DE Bacillus thuringiensis

Existen dos tipos dé -endotoxinas: las proteinas Cry y las proteinas £Ya fecha se han
clonado y secuenciado 166 diferentes gerrgsy 16 diferentes genesyt La primera

clasificacion de la8 -endotoxinas se baso en la especificidad de iadad insecticida.

En esta clasificacion las toxinas Cryl eran las guesentaban actividad contra insectos
lepidopteros, las toxinas Cryll eran proteinas rpéquefias de 70 kDa, activas contra
lepidopteros y dipteros, las toxinas Crylll erantpinas activas contra insectos coledpteros;
las toxinas CrylV activas contra insectos dipteyosas CryV y CryVI activas hacia

nematodos, en donde el CryVI era un grupo quemia teomologia con el grupo CryV.
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Sin embargo, muy rapidamente se dierdn cuenta spaectasificacion no era adecuada ya
gue empezaron a encontrar proteinas Cry que ergrsemejantes, pero con especificidad
diferente 6 toxinas Cry con actividad dual hacipidépteros y coleopteros, las cuales
también las llamaron CryV, creando una gran coafusin la nomenclatura. Esto propicio
gque se creara una nueva nomenclatura dé lasdotoxinas basadas exclusivamente en la
similitud de la secuencia primaria. En esta nuesmenclatura los nimeros romanos se
cambiaron por numeros arabigos. La definicion detginas Cry es cualquier proteina
paraesporal d8acillus thuringiensisqjue muestre un efecto toxico hacia algin organismo
verificable por medio de bioensayos 6 cualquietgina que muestre similitud con las
proteinas Cry. Actualmente se han encontrado tex®y en otras especies de bacterias
como Clostridium bifermentangclasificadas como Cryl7A, Cryl8A, y Cryl9A con
actividad hacia mosquitos). Las proteinas Cyt dena las proteinas paraesporales de
Bacillus thuringiensigjue muestren actividad hemolitica 6 tengan suild la secuencia de
las toxinas Cyt. A la fecha las proteinas Cry eagmipadas en 28 grupos y varios subgrupos
y las proteinas Cyt en dos grandes grupos y vaubgrupos. Cada grupo muestra una
especificidad muy grande hacia ciertos tipos dedias (1).

1.6 CLASIFICACION TAXONOMICA DE  Bacillus thuringiensis

Reino: Eubacteria
Filo:  Firmicutes
Clase: Baucilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Genero: Bacillus
Especie:thuringiensis

Nombre binominaBacillus thuringiensisBerliner 1915
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1.7 MECANISMO DE ACCION DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensigiene un ciclo de vida que comprende la formaciéredosporas
cuando las condiciones del medio en el que se atrauson adversas. La endospora es
una forma de resistencia frente a situaciones wésesmbiental como la desecacion o la
falta de nutrientes, entre otros. Junto con la gpol@ también forma un cristal
paraesporal constituido p@rendotoxinas. Cuando estas protoxinas contenidasl en
cristal son ingeridas por las larvas de los ingesttsceptibles les causan intoxicacion.
Las condiciones alcalinas del intestino medio del#évas y sus enzimas digestivas
(principalmente tripsina y quimotripsina) disuelMes cristales y activan las protoxinas
por cortes proteoliticos, conviertiéndolas en taginLa toxina es reconocida por
receptores de membrana de las células epitelialestdstino medio del insecto, se ancla
a ella y forma canales ionicos, causando un dds#aimiosmotico y por tanto la lisis
celular. Esto provoca en ultimo término la muedtd insecto. Las endosporas de
Bacillus thuringiensisse mantienen en el canal alimentario, donde, despeéuna
disminucién del pH provocada por el desequilibremético, pueden germinar.Una
caracteristica importante de estas toxinas egdag@do de especificidad. En la relacién
toxina-insecto susceptible se han descrito cuanelas de especificidad. El primer nivel
corresponde a la conducta alimentaria del inséste;debe ingerir junto con su alimento
las endosporas y los cristalesBicillus thuringiensis El segundo nivel viene definido
por el pH del intestino medio del insecto, que dedrealcalino, pues la mayoria de los
cristales paraesporales dgacillus thuringiensise solubilizan a pH alto, excepto en un
caso, en el que también solubilizan a pH aciddeteler nivel es debido a las proteasas
alcalinas del intestino del insecto; éstas han adelas adecuadas para poder digerir
parcialmente las proteinas, es decir, realizaagsb e protoxina a toxina. Por ultimo, el
cuarto nivel de especificidad corresponde a losptres de membrana de las células
epiteliales del intestino medio del insecto; lagirtas deben ser reconocidas por los
receptores para poder anclarse a la membrana. Ademda union al receptor, es
necesaria la insercioén de parte del dominio deXsa, la agregacion y la formacion del

canal (6).
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REFERENCIA: http://www.biotecnolocus.com/articulos/bt/default.htm# INTRODUCCION
FIGURA No 1. MECANISMO DE ACCION DE Bacillus thuringiensis.

1.8 HABITAT DE Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensistiene la capacidad de ocupar un gran nimero destaosis
terrestres diferentes como desiertos, bosque huitnedical, altas montafias, playas y
cuevas entre muchos otros y es habitante de mwghbgentes, se han aislado cepas
de suelo, insectos, polvo y granos de productosacdmados, residuos, hojas y
coniferas. En granos de almacén donde hay ausdacla luz solar, y relativa baja
humedad, se evita la actividad depredadora de organismos que eliminan las
esporas, lo que favorece la supervivencia de laebacpor un mayor tiempo, en
contraste con la menor persistencia de las espoeaBacillus thuringiensisen

ambiente abierto o exterior.

Sin embargo, el suelo que es el habitat del quer@yor frecuencia se han aislado cepas
de Bacillus thuringiensisla poblacion y la toxicidad declinan rapidameitarece ser

que Bacillus thuringiensis no es altamente competitivo en relacion a otros
microorganismos, ya que al inocular esporas yatasten suelo se ha observado que
la presencia y actividad se mantiene hasta poio8 an suelos estériles mientras que en

suelos no estériles se pierde la actividad.
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Una conclusion obtenida a partir de los resultatko$os muestreos de suelo es que no
existe relacion entre las poblaciones de insectas \qven sobre un suelo y las de

Bacillus thuringiensislbergadas en ellos.

Los primeros trabajos enfocados al estudio dedbbgta deBacillus thuringiensigenian
como objetivo el de analizar la distribucion y atbamcia de esta especie en el ambiente,
principalmente en el suelo. En la década de lose8@icieron varios muestreos de suelos
de distintas partes del mundo. En 1989 Martin wdra publicaron un trabajo donde
analizaron muestras de suelos de todos los cotgmeA pesar de encontrBacillus
thuringiensisen todo el mundo, concluyeron que el papeBdeillus thuringiensien el
medio ambiente era un enigma. Después de estgotrsdhan realizado varios estudios
de busqueda dBacillus thuringiensien suelos de diferentes paises: Indonesia, Korea,
Noruega, México, Colombia y Espafia, entre otrostddes estos trabajos se concluye

gue ésta es una especie cosmopolita.

Otro nicho ecologico de donde se ha aislBdgillus thuringiensido constituyen los
insectos enfermos 0 muertos. La toxicidad de Iskmiientos obtenidos a partir de
ellos no se ajusta en todos los casos a lo espefdbdlhan dado casos, por ejemplo, de
aislamientos d@acillus thuringiensisnactivos frente a la especie de la cual fueron
obtenidos o0 que afectan a insectos de distint@npréb que sugiere un posible

comportamiento oportunista de la bacteria.

El filoplano constituye otro habitat en el que escfiente la presencia d=acillus
thuringiensis con actividad insecticida. Los resultados obtemid@an llevado a
postular queBacillus thuringiensispodria ser una bacteria epifita de plantas, y que
mantendria relaciones de simbiosis con ellas, @&gtndo sus exudados para
desarrollarse mientras ejerce un efecto repeleat@ahlos insectos. Ademas, la
proporcion de aislados con actividad insecticidat lepidopteros provenientes
de este medio es mucho mayor a la encontrada saa@s de suelo, lo que viene a
apoyar la hipétesis de que la cubierta vegetalréoe el establecimiento de niveles
ezooticos de poblaciones Bacillus thuringiensisactivas frente a los insectos que

la habitan.
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A principios de la década de los 90, Smith y Coud®®91) publicaron el primer trabajo
de busqueda deBacillus thuringiensisen hojas de arboles. AislaroBacillus
thuringiensisdel 50- 70% de las hojas muestreadas. Estos aléorzmon una hipotesis
en la que proponiaBacillus thuringiensicomo comensal o simbionte de las plantas,
ofreciendo proteccion a éstas de los insectosafjtis. A su vez, las plantas proveerian
nutrientes mediante los exudados foliares y adepréaseerian un nicho libre de
competencia con otras bacterias esporogénicas uddb. sSmith y Couche también
proponian que se deberia determindaillus thuringiensies metabdlicamentactiva

en el filoplano y examinar las yemasldse plantas para evaluar si son fuentes adicionales
de nuevos aislamientos dgacillus thuringiensis Los resultados de este estudio
sugerian que el papel deacillus thuringiensisen el medio ambiente debia ser
reconsiderado. A pesar de que se supone que las tiejplantas son nicho ecolégico,
puesto que es la manera de aplicacion del cometgjora-cristal y porque se reporta el
aislamiento de esporas @acillus thuringiensisanto de vegetales domésticos como
silvestres, al ser las espoiacillus thuringiensisusceptibles a la radiacion solar, ello

debe limitar su viabilidad en la hoja (6).

1.9AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Bacillus thuringiensis

El aislamiento y seleccidn de nuevas cepas depleceBacillus thuringiensisutilizada
para la produccion de bioplaguicidas es una pmdtiternacional que ha permitido
aumentar las posibilidades de uso a partir de rueepas con potencialidades de

control sobre otros organismos que constituyengslag

La mayoria de los procedimientos para el aislanoiedd Bacillus con actividad
entomopatdgena, incluyen un pre-tratamiento deepagacion de las muestras destinado
a la eliminacion de la flora vegetativa presentéaenisma sin afectar la viabilidad de la

mayoria de las esporas, siendo ésta la primera stdectiva del proceso.
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El tratamiento con calor consiste en calentar a tw@maperatura entre 60-65°C las
suspensiones de la muestra en solucion salinaaguencorriente durante 60 min.
Bacillus thuringiensise distingue solamente por la formacion de cueppogesporales
visibles al microscopio. Se corrobora la presedeida especiéhuringiensismediante
la determinacion de la presencia del cuerpo paoaaisp cristal.

La tincion de Gram es un tipo de tincion difereheimpleado en microbiologia para la
visualizacion de bacterias, sobre todo en muestiascas. Debe su nombre al
bacteriélogo danés Christian Gram, que desarrall&tnica en 1884. Se utiliza tanto
para poder referirse a la morfologia celular bét@r como para poder realizar una
primera aproximacion a la diferenciacion bacterjacansiderandose Bacteria Gram
positiva a las bacterias que se visualizan de cotdeta y Bacteria Gram negativa a las

gue se visualizan de color ro$#0)

Si es aerobio, esporulado y Gram positivo, es dakpBacillus, ahora, para afinar mas e
intentar dar con la especie, hacemos cuatro prumbgsimicas. La primera de ellas es la de
Voges-Proskawer en la que se busca la presen@aeateina o acetil-metil carbonil. Con la
segunda de las pruebas se trata de saber si fermdatglucosa produciendo 4cido y gas
negativo. La ultima de las pruebas bioquimicasistsm&n investigar la produccion o no de
a-amilasa que es la enzima que hidroliza el almiddrestro Bacilo es Gram+, esporulado
con espora central, elipsoidal que deforma al esmpo, V-P+, amilasa+, acido+, gas-.
Segun la tabla podria seéBacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus mydes, Bacillus
licheniformis, Bacillus thuringiensis o Bacillustaraciq7).

La presencia del cristal paraesporal es la cafatiter mas importante para la
identificacién deBacillus thuringiensisse determina por tincion, es decir, se prepara un
frotis delgado de la solucion dgacillus thuringiensissobre un vidrio portaobjeto,
secandolo a temperatura ambiente y luego, expanlieérsliavemente a la llama del
mechero. El material fijado se cubre con una sétude cristal violeta 0.5% durante 2-3
min. Se lava el exceso de colorante con agua yege scar el frotis a temperatura
ambiente. Los cuerpos paraesporales se observaitm@scopio éptico con 1000X de

aumento (10).
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1.10 CARACTERIZACION DE Bacillus thuringiensis

Los métodos que se utilizan habitualmente pararacterizacion fenotipica y genotipica
de los aislamientos dBacillus thuringiensisson: el serotipo flagelar, la descripcion
morfologica del cristal paraesporal, la caracteitza por métodos moleculares y los
bioensayos. El antigeno flagelar ha sido usado paracterizaBacillus thuringiensis
desde 1962. Los aislamientos Bacillus thuringiensisson incubados con anticuerpos
policlonales de cepas conocidas, los cuales reeonios antigenos flagelares del bacilo,
dandose una reaccién de aglutinacién especificauakoente se conocen 83
serovariedades. Sin embargo, existen algunos ¢®tE) los que se concluye que no
existe una relacion clara entre la clasificacion lpotécnica del antigeno flagelar y las
clasificaciones filogenéticas elaboradas mediantgcatdores moleculares. De todas
formas esta técnica sigue considerdndose comoita lerramienta disponible para
identificar las distintas serovariedadesBhillus thuringiensis. El cristal paraesporal
puede presentar varias morfologias: bipiramidabiaal, redondo, cuadrado, triangular,
entre otras. Existe una correlacién bastante alta éa forma del cristal y la actividad
toxica, por ejemplo, los cristales bipiramidalesieggeneralmente asociados a actividad

contra lepidopteros y los cristales redondos ességiados a actividad contra dipteros.

Seguramente la técnica mas utilizada para caraatarepas dBacillus thuringiensies

la PCR usando cebadores especificos de DNA, seepuigntificar los genes que
codifican las distintas proteinas que forman lestales, y asi hacer una aproximacion de
la toxicidad de cada aislamiento. En la actualidsin catalogadas genéticamente mas
de 350 proteinas cristalinas. La composicion pecatelel cristal puede ser analizada
mediante electroforesis en geles desnaturalizadgegoliacrilamida. De esta forma se
separan las protoxinas segun su peso moleculamparando con patrones de bandas de
los cristales de cepas conocidas, se puede obigaanacion sobre la posible toxicidad
de los cristales de las cepas evaluadas. Estac&qmiede ser complementada
combinandola con Western blgt en la que los componentes separados
electroforéticamente son transferidos a una memabcare se incuba con anticuerpos
especificos contra secuencias de aminoacidos aascAsi se pueden identificar las

protoxinas(6).
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Otra técnica importante para estos estudios es/dbuarion de la toxicidad de los
aislamientos sobre distintas especies de inseetasterés agronémico y para la salud.
Estos estudios se denominan bioensayos, en lossceal alimentan a las especies de

insectos a evaluar con toxinas y endosporas.

Existen dos tipos de bioensayos: los cualitatigog evallan la patogenicidad con altas
concentraciones de la muestra, contando el numeeinsgéctos muertos, ya que solo se
pretende ver la efectividad de la muestra comccingda; y los cuantitativos, en los que
se utilizan diversas dosis de toxina para evaliaahtidad necesaria de toxina con la que
se obtiene el 50% de mortalidad del insecto edfodi@osis Letal 50 (DL50) y
Concentracion Letal 50 (CL50) (6).

1.11 USO DBEBacillus thuringiensisVENTAJAS Y LIMITACIONES .

Se ha estimado que el 2% del mercado mundial décigdes es satisfecho con
biopesticidas, en el gugacillus thuringiensigsilomina el 95% de las ventas. Varios han
sido los factores que han hecho posible su éxita agricultura. EI mas importante es su
alta especificidad hacia el insecto blanco y sucurmtad para mamiferos, otros
vertebrados, plantas e inclusive otros insectoséfims. Las toxinas deéBacillus
thuringiensisse han utilizado como bioinsecticidas en agricalaurante los udltimos 40
afos, principalmente en cultivos de hortalizas seaes. Solo existe un ejemplo de
generacion de resistenciaBacillus thuringiensisen campo. Esto se debe a que los
tiempos de permanencia de las proteinas Cry emlgleate son muy cortos, por lo que
la presion de seleccion es muy baja. En este seriacillus thuringiensisha sido
utilizado como una alternativa compatible con eldimeambiente para el manejo de
plagas agricolas. Paraddjicamente, las ventaj@adiédus thuringiensise convierten en
importantes desventajas para su uso comercialstEdobo rango de huésped ocaciona

gue no se cuente con toxinas para cada plaga gc@ & actividad humana.



-35-

El reducido tiempo de permanencia en el ambientee h@ecesario un profundo
conocimiento de la biologia y comportamiento dpléa que se quiere controlar ya que
una toxina puede ser activa para los estadiosriasygero disminuir o incluso no ser
toéxica para los adultos. Por lo tanto, los tiemgofrmas de aplicacion deben ser
cuidadosamente seleccionados. Otra limitante ha ¢$&d utilizacion de Bacillus
thuringiensispara el control de insectos barrenadores y chupad@ que la aplicacion
de productos ddacillus thuringiensisse ha dado tradicionalmente como productos
asperjados y el habito alimenticio de estos insedtopide la ingestion de la toxina Cry.
Este problema se ha resuelto con la creacion detaglaransgénicas que producen
sistémicamente la toxina Cry haciendola accesillesectos barrenadores. Por ultimo,
existe el riesgo de desarrollo de resistenciasepancremento en el uso dgacillus
thuringiensis,como aspersiones de cristales y sobre todo enagldrdansgénicas que
expresen constitutivamente una o varias toxinas Esto podria sustituir gradualmente
las poblaciones sensibles por otras resistentes|ocoual no so6lo se veria reducida la
efectividad del bioinsecticida, sino que se redacla variabilidad genética de las
poblaciones de insectos. Una de las estrategias atrastivas y a la vez mas
controvertidas, se refiere a la transformacion ate dlantas de cultivo con los genes
heter6logos. Esta estrategia se desarroll6 comsecaoencia de los avances en las
técnicas de ingenieria genética de plantas. Eltiebjees que la planta, una vez
transformada con el gene de la toxina, expreseisnfe cantidad de ésta como para
aniquilar a las plagas susceptibles que las consumesde 1987 aparecieron los
primeros reportes sobre plantas de tabaco y toquegeresentaban suficiente expresion
de la toxina dd3acillus thuringiensicomo para conferir niveles altos de resistencia. En
la actualidad, universidades, centros de investigag compafias privadas, llevan a
cabo proyectos ambiciosos sobre el desarrollo detagsd transgénicas con capacidad
insecticida. Esta la han extendido hacia una garedad de plantas de importancia
econdmica. La adopcion de las plantas transgéeitda agricultura se esta llevando a
cabo en forma vertiginosa. Solo en Estados Unelds)% de la superficie sembrada con

soya consistié de plantas transgénicas resistaritegbicidas.
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En la actualidad existen 8 cultivos importantes coltivares transgénicos registrados:
soya, maiz, algodon, canola, papa, tomate, tabaemglacha, y muchas otras plantas
estan proximas a registrarse. Las dos principalasacteristicas transgénicas
comercializadas hasta la fecha son la tolerandiarhicidas y la resistencia a plagas
basadas en genesBacillus thuringiensig1).

1.12 NUTRIENTES QUE REQUIEREN LOS MICROORGANISMO

El aislamiento de bacterias a partir de muestragalas se realiza, en la mayoria de los
casos, mediante la produccion de colonias aisladasultivos sélidos. El crecimiento
explosivo de las bacterias produce un gran nimearta de una Unica célula inicial de
forma que, tras un periodo de tiempo de incubaednias condiciones ambientales
adecuadas, se produce una colonia de individuadeiguPara crecer, un microorganismo
necesita nutrientes que le aporten energia y elemeuimicos para la sintesis de sus
constituyentes celulares. Dependiendo de la fueldecarbono que utilizan, los

microorganismos se pueden clasificar en:

. Autotrofos: si es el Coatmosférico (microorganismos que fotosintetizan)

. Heterotrofos si utilizan carbono organico.

La formula elemental de un microorganismo es, dpragdamente, ¢4-0.N lo que
supone que los componentes de las células sorormadue representa alrededor del
50% del peso seco, oxigeno (32%), nitrégeno (14%Yepe estar disponible,
normalmente, en forma de MYk de aminoacidos a los que se pueda tomar su grupo
amino; fésforo (3%) y debe estar en forma de*P@zufre que representa en torno al
1% y procede de aminoacidos sulfurados o dg S{otros elementos entre los que se

encuentran Fe, K, Mg, Mn, Co, Mb, Cuy Zn.

La elaboracion de medios de cultivo que permitataamicroorganismos a fin de iniciar
posteriores cultivos puros requiere proporcionariotrientes antes citados y, en ciertos
casos, algunos aminoacidos o vitaminas que detadoitipos de microorganismos no

pueden sintetizar.
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Los medios de cultivo se pueden clasificar en d#ds cuando su composicion quimica
se conoce totalmente y complejos cuando no essel parque estdn compuestos por
mezclas de extractos de materiales complejos (gatide levadura, extracto de carne,
etc.). Por otra parte, los medios de cultivo puesirriquidos o bien sdlidos si se afiade
algun agente solidificante que no sea consumibtdgsomicroorganismos. En funcién

de los microorganismos que pueden crecer en &spedios pueden ser:

« Selectivos cuando favorecen el crecimiento de aserhicroorganismos mientras
suprimen el de otros

- Diferenciales cuando alguno de sus componentesitgeisentificar las colonias de
un tipo de microorganismos

« Selectivo-diferenciales cuando combinan las doscteristicas anteriores (por
ejemplo, el agar de MacConkey para identifiEacherichia col,

« Medios de enriquecimiento que permiten aislar upo tideterminado de

microorganismo a partir de una mezcla una poblatidta de gran tamaro (11).

1.12.1 DETECCION Y MEDIDA DEL CRECIMIENTO

Existen diferentes sistemas para detectar y médreeimiento de microorganismos; los
principales son: recuento directo, medida de laantgslas células, recuento de viables,
medida del nimero de particulas, medida de paraméipquimicos y medida de la

actividad metabdlica.

« Recuento directo: consiste en la observacion arasoopio de volimenes muy
pequefios de suspensiones de bacterias. Se usanpartasbjetos especiales
denominados camaras de Petroff-Hausser. Para queethda sea correcta es
necesario que la densidad de células sea del ded&@ por mL.

« Medida de la masa de células: el sistema se basaesitas células en suspension
dispersan la luz causando la turbidez del cultivoturbidez depende de la masa en
suspension y, por tanto, midiendo esta se puetheagsiquella.

« Recuento de viables: consiste en sembrar un volute¢grminado de cultivo o
muestra sobre el medio de cultivo solido adecuada estimar el nimero de viables
Para que la medida sea correcta desde el puntastie estadistico, es necesario
contar mas de 300 UFC.
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En ciertas ocasiones en las que la densidad deeonganismos es demasiado baja,
éstos se pueden recolectar por filtracion a trakésina membrana (de 0.2 um de
tamafio de poro) y posterior colocacion de la men@dren un medio de cultivo

adecuado para que se formen las colonias.

Medida del nimero de particulas usando contaddees@nicos de particulas. Estos
sistemas no nos indican si las particulas correfgoa células vivas o muertas; pero
nos pueden dar una idea del tamafio de las padicula

Medida de parametros bioquimicos tales como ladashde ADN, ARN, proteinas,
peptidoglicano, etc. por unidad de volumen.

Medida de actividad metabdlica de las bacteriasocgoe respiran producen una
disminucion del potencial redox del medio en quersgientran como consecuencia
del consumo de oxigeno (utilizacién de colorantssibles a oxidacidén-reduccion

tales como el azul de metileno)(11).

1.12.2 CICLO DE CRECIMIENTO DE POBLACIONES

En un cultivo bacteriano en medio liquido, se puedderenciar cuatro fases en la

evolucion de los parametros que miden el crecimiericrobiano:

Fase adaptacion: Durante la que los microorganisadaptan su metabolismo a las
nuevas condiciones ambientales (de abundancia tdentas) para poder iniciar el

crecimiento exponencial.

Fase exponencial o logaritmica: en ella la velatida crecimiento es maxima y el
tiempo de generacion es minimo. Durante esta fasebécterias consumen los

nutrientes del medio a velocidad méaxima.

Fase estacionaria: en ella no se incrementa el mideebacterias (ni la masa u otros
parametros del cultivo). Las células en fase estacia desarrollan un metabolismo
diferente al de la fase de exponencial y durarntessl produce una acumulaciéon y
liberacion de metabolitos secundarios que puedasr ienportancia en el curso de
las infecciones o intoxicaciones producidas potdréas.

Fase de muerte: se produce una reduccion del nuderbacterias viables del

cultivo. Las fases, parametros y cinética de orexito discutidas para el caso de
los medios liquidos se presentan también en lagoso{11).
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1.12.3FACTORES FiSICOS Y QUIMICOS QUE INFLUYEN EN EL
CRECIMIENTO BACTERIANO .

« Temperatura: Cada microorganismo tiene una temperatura de noretio
adecuada. Si consideramos la variacion de la \dddaile crecimiento en funcién de
la temperatura de cultivo, podemos observar un@destura minima por debajo de
la cual no hay crecimiento; a temperaturas maysegsroduce un incremento lineal
de la velocidad de crecimiento con la temperateraudtivo hasta que se alcanza la
temperatura 6ptima a la que la velocidad es maxfoaencima de esta temperatura
Optima, la velocidad de crecimiento decae brusctangnse produce la muerte
celular. La falta de crecimiento a temperaturasdage debe a la reduccion de la
velocidad de las reacciones bioquimicas y al cardbi@stado de los lipidos de la
membrana celular que pasan de ser fluidos a anisgal impidiendo el
funcionamiento de la membrana celular. La muertelarea altas temperaturas se
debe a la desnaturalizacion de proteinas y a kasaeiones producidas en las
membranas lipidicas a esas temperaturas.Hay vipios de microorganismos en
funcidn de sus temperaturas de crecimiento minndxjma y optima.

TABLAN°2  TIPOS DE MICROORGANISMOS EN FUNCIC)N DE SUS TEMPERATURAS DE
CRECIMIENTO MINIMA, MAXIMA'Y OPTIMA

Tipo de Temperatura Temperatura Temperatura
microorganismo - - .
Minima Optima Maxima
Mesofilo 5-15 30-45 35-47
Psicrdfilo 5+5 12 -15 15-20
Psicrotrofo 5+5 25-30 30-35
Termofilo 40 - 45 55-75 60 — 90

REFERNCIA: http://www.monografias.com/trabajos27/crecimiento-bacteriano
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Actividad de agua: El agua es un sustrato en muchas reacciones biafsi
(proteasas vy lipasas, por ejemplo). Cuando no bag disponible, estas reacciones
se detienen y el metabolismo se para. Esta falegda también detiene muchas de
las enzimagjue podrian degradar las estructuras biologiaasel, las células que
no crecen por falta de agua no mueren rapidamédesistemas de degradacion
tampoco funcionan y no las degradan. Es decir: dmam microorganismo se
encuentra en un sustrato con actividad de agua mgum® la que necesita, su
crecimiento se detiene. Esta detencion del creaimieo suele llevar asociada la
muerte del microorganismo, sino que éste se mangancondiciones de resistencia
durante un tiempo mas o menos largo.

pH: Es un parametro critico en el crecimiento de noigzanismos ya que cada tipo
de microorganismo tiene un rango de pH en el qee@wivir adecuadamente, fuera
de este rango muere. El pH intracelular es ligerdensuperior al del medio que
rodea las células ya que, en muchos casos, la cifmerde energia metabdlica
depende de la existencia de una diferencia enfleendracion de protones a ambos
lados de la membrana citopldsmica. El pH interno lanmayoria de los
microorganismos esta en el rango de 6,0 a 8,0idmainucién del pH se puede deber
a varios factores, uno de los cuales es la lib&@nade &cidos organicos de cadena
corta (formico, acético, lactico) por ciertas baete En este sentido, hay que tener
en cuenta que la accion bactericida de estos aom@sicos de cadena corta es mas
potente que la debida Unicamente a la disminucsbpld que producen. Esto es, los
acidos organicos de cadena corta son toxicos fraas bacterias por si mismos.

Potencial redox: hay microorganismos que requieren ambientes otadapara
crecer, mientras que otros necesitan ambientestads. El metabolismo de ambos
tipos de microorganismos presenta diferencias tedabEl requerimiento de
condiciones oxidantes o reductoras no debe conmdcon la necesidad de
presencia 0 ausencia de oxigeno para que se peo@lizgecimiento. En general,
cuando un microorganismo requiere un ambiente okgdse dice que desarrolla un
metabolismo oxidativo (o respirativo) mientras qles microorganismos que
requieren ambientes reductores (0 menos oxidames)zan un metabolismo
fermentativo. Un microorganismo es aerobio cuaretesita oxigeno para vivir y es
anaerobio cuando no lo necesita (anaerobios féigokacomo las bacterias entéricas,
0 comoSaccharomyces cerevisja@ anaerobios aerotolerantes como las bacterias
lacticas) o cuando muere en presencia de oxigdno (1
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1.13 PRODUCCION INDUSTRIAL DE Bacillus thuringiensis

Uno de los aspectos mas importantes del insectieglau produccion masiva a base de
Bacillus thuringiensisgon alto grado de toxicidad para insectos plagacala y urbano,

se disefian medios de cultivo con diferentes comjosi con dos clases de
bioinsecticidas los generados a partir de cepasotézcion y aislados regionales, no
patentados. El proceso de produccién se inicialagoreparacion del inéculo, que se
propaga en un medio de cultivo de bajo costo, lece®n de la produccion artificial,
asegura cristales toxicos, por ello el medio denétacion considera la fuente de
carbono, al igual que concentracion de proteirasofes de enriquecimiento y minerales
gue incrementen el grado de toxicidad contra adttsblanco, ademas se usan fuentes
de nutrientes accesibles y baratos, que reduzednscde produccion; de los medios de
cultivo conocidos los mas satisfactorios para sudpecion sefialan aquellos a base de:
melaza, derivados subproductos de pescados, ligeindojo de maiz. Un parametro en la
produccion es el conteo de cristales de esporaxpndumo de azUcares reductores, el
cambio de pH y la recuperacion del complejo espdstal, por el método de

coprecipitacion con la lactosa y acetona(6).

1.14 PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION DE BIOINSECTI CIDAS CON
BASE EN Bacillus thuringiensis

« Incrementar la toxicidad de las cepas conocidasBdeillus thuringiensis por
seleccion de plasmidos que contienen los genescodiéican para la sintesis de

delta-endotoxina dBacillus thuringiensis

« Ampliacion de la diversidad de los hospederos, oebdddon de productos con

actividad inespecifica es decir, contra dos o nmagag de insectos
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Optimizacion de la fermentacion o producciorBaeillus thuringiensiscon aislados

0 cepas receptoras de genes que codifican pareotaina toéxica en una de las
especies mas prometedoraBesillus subitlis,ya que forma esporas en un minimo
de tiempo, lo que acorta el periodo de la fermédrtacon el ahorro de insumos con

un aumento importante en la produccion de espocastales.

Plantas transgeénicas, implica la transferenciaodeggénes d8acillus thuringiensis
que codifican para la sintesis del cristal al gemone plantas, para una
autoproteccion contra el ataque de insectos platgservado ya en tabgdBacillus
thuringiensisdesde entonces otras se modificaron como: el aiggdel tomate,
aungue los riesgos ambientales son aun desconquinida falta de informacion de
transgénicos en la naturaleza que llevara largmpite definir como medidas
ambientalmente seguras en el control de mosquitos.inconvenientes de estas
plantas es lograr niveles toxicos del cristal Rigcillus thuringiensis suficiente,
aungue existe el riesgo del desarrollo de resigtate los insectos plaga a la delta-
endotoxina por la presién continua de selecciotofaclave para su aparicion, su

potencialidad esta en el manejo integrado de plaggsolas, urbanas y/o forestales

(6).

1.15 FERMENTACION LIQUIDA

La fermentacion liquida o sumergida es definida @da técnica de crecimiento de

microorganismos en un medio liquido, donde todesilatrientes se encuentran disueltos

en el medio de cultivo y el proceso se lleva achhm condiciones fisico-quimicas

controladas, este es el método méas usado en latiradhiotecnoldgica. En comparacion

con la fermentacion solida presenta las siguiendesajas: se obtiene un producto mas

homogéneo, es mas sencillo el control de los fastate fermentacion como la

temperatura, aireacion agitacion y pH, presentaomdistribucion del oxigeno y del

calor suministrado al sistema y se puede llevab® ¢a medicion directa de la biomasa.

La fermentacibn sumergida se realiza principalmengando tres métodos de

alimentacion de sustrato, fermentacion en loteyméatacion en lote alimentado y

fermentacién en cultivo continuo.
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1.15.1FASES DE UNA FERMENTACION
« Fase inactividad

Fase de inactividad de duracion variable ya quenidgp del nimero de células asi como
de las caracteristicas metabodlicas de las mismrasad€s fases inactividad indican la

presencia de sustancias toxicas, muerte de céufestividad de éstas.
« [Fase temporal de aceleracion

No ha sido definida matematicamente pero en elaproporciones de las células hijas

tienden a alcanzar el 50% de la poblacion total.
« Fase de crecimiento exponencial

Alli crecen los microorganismos rapidamente y eticniento de la poblacion depende

del sustrato inicialmente colocado.
« Fase estacionaria

Aqui ya se ha alcanzado el maximo valor de producan esta fase algunas células se
dividen y otras mueren donde las células vivagatillos compuestos provenientes de

las muertas como nutriente, manteniendo la poblazdstante durante la fase.
« Fase de muerte

Dado que la poblacion celular presente no se nrenper si misma comienza a morir.

Tiene un comportamiento exponencial ( 5).
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1.16 ASPECTOS RELACIONADOS CON LA PRODUCCION DE Bacillus
thuringiensis

La seleccidén de un aislado silvestre Rigcillus thuringiensisy su capacidad efectiva
para producir cristales téxicos y posible manipdlagenética para mejorarla, al igual
que sus requerimientos nutricionales, son aspdatatamentales en la produccion del
bioinsecticida a base de esta bacteria; una etapa en el proceso de escalonamiento
masivo para la produccién de la delta-endotoxinasuy posterior formulacion y
aplicacion a nivel de campo . Por lo que es neimesardisefio adecuado de un medio de
cultivo (o de fermentacion) apto para el crecimoerdsporulacion y formacion de los
cristales deBacillus thuringiensispues de ello depende la calidad toxica del trista
ese sentido el medio de fermentacion debe conterefuente de carbono, de nitrégeno
organico y sales minerales que en balance estinalilerecimiento, la esporulacién y la
produccion de cristales altamente téxicos. En t@osiidel tipo de constituyentes, la
fuente de carbono (C) organica mas empleadas aaglutosa, el almidon y sacarosa,
reconocidas como esenciales para la sintesis stales, aunque , al utilizar como fuente
de C materias primas baratas, como productos dehitablizado (almidon y dextrinas),
al igual que el jugo de agave y melaza de cafat(fsa), excelentes resultados sobre la
esporulacion y calidad toxica del cristal. Cabe cmerar que la melaza de cafa se
considera una materia prima adecuada como fuergardeno, de bajo costo con efectos
positivos sobre la toxicidad de la delta-endotoxigclaro que la ausencia de una fuente
adecuada de carbono p&acillus thuringiensiscausa una disminucion en la produccion
de esporas y en la formacion y calidad de la dedtai®xina. En el caso de fuentes de
Nitrogeno, se ha reportado gBacillus thuringiensisequiere de aminoacidos esenciales
y otras formas organicas de nitrégeno durante se fe crecimiento y durante la
esporulaciéon , en general en los medios de cuttivoerciales se han empleado proteinas
de semilla y/o agua de cocimiento de maiz, otréeyradtivas mas baratas han sido
obtenidas de fuentes naturales como la harina steage, de la semilla de algodén, o de
leguminosas como la soya, el garbanzo, la habeaahuate y las lentejas, o bien de
liguido de remojo de maiz; de residuos de levadigaangre de res, del suero de queso
y productos secundarios de la industria lactea esise de materia prima estimula la

biosintesis de la delta-endotoxina con alta acivishsecticida.
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Para los minerales se ha sefialado al Mn, K, Ca gafno elementos componentes
necesarios en el medio de fermentacion para laupobgh de la delta-endotoxina.
Dulmage (1970), report6 el aislamientoBlcillus thuringiensis que en un medio que
contiene dextrosa, extracto de levadustlRO, y KH,PO, presentd los mejores niveles
en la produccion de la delta-endotoxina y recomegiddso de sustratos baratos como
harina de semilla de algodon y harina de soya. lé&otd (1980) describié un medio de
fermentacion con glucosa, peptona de soya, extieetevadura y liquido de remojo de
maiz y sales minerales del tipo: KCI, (NKd SO, , H PQ , Mg SQ  CuC} , FeSQ,
ZnSQ, y MnSQ, , con el que logré un alto rendimiento en la esla@ion y cristales
toxicos de excelente calidad. Por lo anterior, teedios de cultivo pardacillus
thuringiensis deben contener sales minerales para la sintesenelgia, estimular el
crecimiento y la esporulacion, y factores de crémmo como: extracto de levadura
(como una fuente de vitaminas del complejo B), muesmisién retarda la esporulacion
y reduce la formacion de cristales y en consecaetei toxicidad del complejo
espora/cristal. Goldberg, en 1980, observé unoclacremento en la produccion de
esporas al adicionar extracto de levadura a unovalcultivo enriquecido (mencionado
anteriormente). Par8acillus thuringiensis la combinacion de factores nutricionales
organicos e inorganicos es esencial en la sindeda delta-endotoxina de alta toxicidad,
asi que el uso de materiales de bajo costo compauoentes del medio de cultivo, es
basico en la optimizacion del proceso de producbiéimsecticidas a base @acillus
thuringiensis En consecuencia para el disefio de medios devaulti fermentacion
sugiere 1) que sus componentes sean faciles dejanaoeque no requieran
pretratamiento; 2) que permitan optimizar el créemto de la bacteria sin afectar
negativamente la calidad de la delta-endotoxingu®)sean baratos, abundantes y sean

de facil adquisicién en la localidad (12).
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1.17 CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE Bacillus thuringiensi®ARA LA
FORMACION DEL COMPLEJO ESPORA-CRISTAL

Es importante sefialar que una formula basada emnthinacion de nutrientes para una
variedad ddBacillus thuringiensisno necesariamente es adecuada para otra varpautad,
lo que la calidad de la delta-endotoxina dependw®tdel medio de cultivo como del
aislado deBacillus thuringiensisutilizado. Aunque obviamente, el disefio del mnadia
bacteria no son los Unicos aspectos involucradoka garoduccion del bioinsecticida,
existen otras variables que deben considerarsem@naeeso de la fermentacion como: la
temperatura Optima de crecimiento Blacillus thuringiensis oscila entre los 28 y 32°C
Durante el proceso de produccion Bigcillus thuringiensises importante considerar el
suministro de oxigeno porque esta bacteria requierelevado nivel de este gas, en
especial durante la fase de crecimiento exponerieséh demanda disminuye durante la
esporogenesis y en la etapa de lisis del esporanlijfi@racion de la delta endotoxina.
Esto permite disminuir el suministro de aire eretapa final de la produccion, lo que
representa una economia en el proceso. Cuandevs&eeatisuministro de oxigeno y dado
que se utilizan medios de cultivo ricos en proteirxiste el riesgo de que se produzca
un exceso de espuma; por lo cual es necesariogasnooes, adicionar antiespumantes.
Esto debe hacerse con cuidado y el antiespumaidecemado no debe afectar el
desarrollo de la bacteria. Ademas un exceso de siducto puede crear una
anaerobiosis parcial con detrimento de la calideldodbceso. También puede ocasionar
problemas durante el recobrado y la formulaciénvélacidad de agitacion para asegurar
un suministro de oxigeno adecuado en el medio #d&/@ly evitar la acumulacion del
calor y evitar la inhibicion o reduccion de la dalil toxica de los cristales. En la
fermentacion, la aireacion tiene dos finalidadesnisistrar oxigeno y extraer el calor
producido. Diversos estudios efectuados indicanlgumntidad de oxigeno consumida
durante la fermentacién depende de la temperatdeh tamario de las particulas con que
se realiza el proceso. Adivalor de pH es un parametro importante y aungreg@limente
se deja libre durante el proceso, es necesaritagjies medios de cultivo para que no sea
menor a 5,0. En general, el pH inicial debe se8,8¢7,2 pero baja después de las primeras

8-12 horas, hasta llegar a 5,0.
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Posteriormente se incrementa lentamente y al @hptoceso tiene un valor aproximado de

8,0. Esta cinética es un buen indicador del pm¢ER).
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CAPITULO I

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion se realizélebaboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Rescuxaturales de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Dos Aislamientos dBacillus thuringiensisbtenidas de muestras de suelo de Chambo

y Alausi

2.2.2 EQUIPOS

» Estufa

* Bafo Maria

e Céamara de flujo laminar
» Balanza de presicidn

* Autoclave

* Peachimetro

* Microscopio
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» Camara fotografica

2.2.3 MATERIALES DE LABORATORIO Y OTROS

» Camara de Neubauer BOECO
e Cajas petri de vidrio

* Erlenmeyer de 250 y 1000mL
* Pipetas de 1mL

e Tubos de ensayo

* Placas porta y cubre objetos
* Probeta de 250mL.

* Mechero

» Espétula

* Agujas de transferencia

e Algododn

* Guantes estériles

* Maskin

* Marcador permanente

* Mascarillas

2.2.4 REACTIVOS

2.2.4.1 MEDIO DE CULTIVO

* Agar Nutritivo

e Agar Luria Bertani

e Medio glucosado

* Mediode Clark y Lubs
* Agar de Almidén
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2.2.4.2 REACTIVOS VARIOS

e KHPO

¢ MgSO.7 HO
* ZnSQ, 7HO
* MnSO:..HO

* FeSQ. 7TH,O
* CaCb. 4H,0

* Bacto-triptona
* Glucosa

« KOH

¢ H3PO

+ CaCQ

« NaOH

¢ Cristal violeta
e Lugol
+ Safranina

+ Alcohol-acetona

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 FASE DE CAMPO

Se realiz6 la recoleccion de las dos muestras ele sl Chambo y Alausi de cultivos
organicos en los que no se aplican agroquimicoaltdetoxicidad, se colocaron en
fundas plasticas debidamente etiquetadas y fueraslatiadas al Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturdeeda ESPOCH para realizar el

aislamiento purificacion e identificacion 8acillus thuringiensis
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2.3.2 FASE DE LABORATORIO

» Aislamiento y purificacion deBacillus thuringiensis

» Identificacion deBacillus thuringiensis

* Fermentacion a nivel de matraz de los dos aislaosedeBacillus thuringiensien
dos medios de cultivo

e Cuantificacion de esporas mediante la camara déaer del bioformulado de

Bacillus thuringiensis
» Determinacion del pH de los bioformuladosBiillus thuringiensis
2.4 PROCEDIMIENTO

2.4.1 AISLAMIENTO DE Bacillus thuringiensis

La procedencia de las muestras de suelo de laseqaisidBacillus thuringiensisfueron

las siguientes:

Muestra 1 Muestra 2

Provincia: Chimborazo Provincia: Chimborazo
Canton: Chambo Canton: Alausi
Predio: El Huayco Parroquia: Matriz
Propietario:  Sr. Angel Gavilanes Comunidad: Nizag

El procesamiento de estas muestras se realizé giguiente manera:

* Se pes6 1g de suelo se mezcl6 con 10 mL de agtiade®stéril y se pasteurizé en
bafio Maria a 65°C por 30 min.
* Se dej6 en hielo por 30 min y de éstos so6lo 10 emkaferaron con agua destilada

estéril a un volumen final de 200 mL.
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* De esta suspension se deposito 0,5 mL en cajas quetrcontenian Agar Luria
Bertani (10 g de triptona, 5g de extracto de levadtiOg de NaCl en 1L) y Agar
nutritivo respectivamente y se dejé crecer en sha@a 28°C.

* Se aislaron colonias separadas de distinta mgitolp se purificaron por resiembras

sucesivas.

2.4.2 IDENTIFICACION DE Bacillus thuringiensis

Los aislamientos ddBacillus thuringiensisse reactivaron en cajas petri con agar
nutritivo y Luria Bertani se incubaron a 28 °Cobservd su morfologia (forma, borde,

perfil, color) y se realizo la tincion de Gram.

Se realizaron cuatro pruebas bioquimicas que sactesisticas parBacillus

2.4.2.1 Prueba de fermentacion de la glucosa

Se prepard un medio liguido glucosado que tieneénditador de pH ( purpura de
bromocresol), en tubos de ensayo en pico de flaotan una asa se sembr@®Bealcillus,

se coloco en la estufa por 24 horas, se obserganebio de coloracion de el medio de
color violeta a amarilllo tomandose este resultadmo positivo.En el mismo tubo se
introduce una campana de Durham en posicién iml&ergue dependiendo de que aparezca

una burbuja o no, nos va a indicar si es gas positigas negativo.

2.4.2.2Prueba De Voges-Proskawer.

En la que se busca la presencia de acetoina d-raeti carbonil. Sembramos en un tubo
con mediode Clark y LubsTras la incubacion 24-48h a 28°C afiadimos dagtives: o-
naftol en solucion alcohdlica (etanol) al 6% y wwucion de KOH al 40%. Este ultimo
reactivo oxida a la acetoina formando diacetilo geeune a un residuo de guanidina del
medio en que se hace la prueba, en presenciamfgtol. La prueba VP es positiva si se
desarrolla un color rojo-fucsia, que indica la presa de diacetilo, producto de

oxidacion de la acetoina.
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2.4.2.3 Prueba de la hidrdlisis del almidon.

La dltima de las pruebas bioquimicas consistidingastigar la produccion o no de
amilasa que es la enzima que hidroliza el almiéara realizar esta prueba sembramos
previamente, por 48 horas a 28°C en Agar de Almidéa estria deBacillus
thuringiensis Luego colocamos 2 a3 gotas de lugol. La reacpasitiva se determind
por el area clara alrededor del cultivo

2.4.2.4 Presencia del cristal paraesporal

También se determind por tincién, es decir, se gstepin frotis delgado dBacillus
thuringiensissobre un vidrio portaobjeto, secandolo a tempesadunbiente y luego,
exponiéndolo suavemente a la llama del mecherondtérial fijado se cubrié con una
solucion de cristal violeta 0.5% durante 3 minle&8® el exceso de colorante con agua y
se dejo secar el frotis a temperatura ambientecuegos paraesporales se observaron al

microscopio optico con 1000X de aumento.

2.4.3 FERMENTACION DE Bacillus. thuringiensis

Los medios de cultivo para la fermentacion repararon con los siguientes reactivos.

CUADRO No1l. COMPONENTES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO DE CULTIVO 1

MEDIO DE CULTIVO 2

KH,PO, 3.4g

MgSQO..7 HO 0.06g
ZnSQ, 7H,O 0.07¢g
MnSQO,.H,O 0.008g
FeSQ. 7H,0O 0.014g
CaCb. 4H,0 0.055¢g
Bacto-triptona 3.5g
Glucosa 1.5g

500mL de HO destilada

KH,PO, 1.25¢g

CaCQ 0.5¢

MgSO,.7 H,O 0.000055¢g
MnSQO,.H,O 0.02g

FeSQ. 7H,0O 0.014g
CaCb. 4H,0 0.015¢g
Harina de soya 3.0g
Glucosa 2.5g

Pure de tomate 20g

500mL de HO destilada
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Se ajustd el pH con KOH 3N a un pH de 7.2 paraadio 1, para el medio 2 se utilizo
NaOH 1IN y se llevo a un pH de 7 y se esterilizaaoh21°C por 15 minutos. Se
estandariz6 el inoculo para lo cual se realiz6 snapension densa dBacillus
thuringiensiscon agua destilada estéril, a partir de un deéae la bacteria en placas
petri conteniendo Agar Luria Bertani. De esta sosfgm se hicieron diluciones hasta
obtener una concentracién de aproximadamenteegf/ml. Con una pipeta estéril se
inoculé 5mL de la suspension Bacillus thuringiensien un matraz erlenmeyer de 1000
ml con 500 ml de medio de cultivo 1 y 2. Se llevae cabo fermentaciones bajo las
siguientes condiciones de cultivo: temperatura & €7 agitacion 200 RPM y pH de 7-
7.2. Se tomaron muestras cada 8 horas y se proakdahteo de esporas con la camara

de Neubauer. Se realizé la medicion del pH cadao?4s.

2.4.4 CUANTIFICACION DE ESPORAS DEL BIOFORMULADO DE Bacillus
thuringiensis

Para la determinaciéon del nimero de esporas pordetlbioformulado deBacillus
thuringiensisse preparé diluciones en serie t100%) con el fin de facilitar el conteo de
esporas en la camara de Neubauer. La primeradiltD’) se obtuvo transfiriendo con
una pipeta estéril 1mL del bioformulado a un tubcedsayo con 9mL de agua estéril, se
agité fuertemente durante 1min obteniéndose laguendilucion, de la dilucion 10se

tomé 1 mL y se colocd en 9 mL de agua estéril dbtefose la dilucién 18

Se tom6 el tubo de la dilucién 30en el cual se colocd 3 gotas de cristal violegey

agitdé enérgicamente durante 30 segundos y se elgpSar 3 minutos, se volvio a agitar
e inmediatamente se tomoé la muestra de (1pL)a@ipeta para ser depositado en la
camara. Se dejé reposar medio minuto antes de geoed conteo. EI mismo que se
realizé por triplicado. Luego se llevo la camaramatroscopio y se procedio al conteo

con el objetivo de 40x. Cada 8 horas se realindreieo de las esporas del bioformulado.
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La concentracion de esporas por mL de bioformuksdocalculd multiplicando la suma

del numero de esporas contadas en los cinco cusdsadundarios, por el inverso de la

dilucion empleada y por el factor de la camara

NUmero de esporas / mL = Suma de 5CS x factorldeidin x 50.000

2.4.5 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un disefio Completo al Azar (DCA), cotratamientos 3 repeticiones para el

aislamiento e identificacion de dRacillus thuringiensisy para la fermentacion de

Bacillus thuringiensis nivel de matraz

CUADRO No2

CODIGOS Y DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS
REALIZADOS EN EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Bacillus
thuringiensis. DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA
FACULTAD DE RECURSOS NATURALES ESPOCH. 2009

Tratamiento

Cddigo Descripcién

T1

BtACHAN Bacillus thuringiensisislamiento Chambo

en agar nutritivo

T2 BtACHLB Bacillus thuringiensisislamiento Chambo
En Luria Bertani

T3 BtAAAN Bacillus thuringiensisislamiento Alausi
en agar nutritivo

T4 BtAALB Bacillus thuringiensisislamiento Alausi

En Luria Bertani
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CUADRO N° 3 CODIGOS Y DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENT OS REALIZADOS
EN LA FERMENTACION DE Bacillus thuringiensis A NIVEL DE
MATRAZ. DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA
FACULTAD DE RECURSOS NATURALES ESPOCH. 2009

N° de Cadigo Descripcién

Tratamiento

T1 FBtACHM1| Fermentacion Bacillus thuringiensis aislamientd

Chambo En medio de cultivo 1.

T2 FBtACHM2| Fermentacion Bacillus thuringiensis aislamientg

Chambo. En medio de cultivo 2.

T3 FBtAAM1 | Fermentaciomacillus thuringiensisislamiento Alausi

En medio de cultivo 1.

T4 FBtAAM2 | FermentaciomBacillus thuringiensisislamiento Alausi.

En medio de cultivo 2.




57

CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Bacillus thuringiensis

A las 48 horas de realizada la instalacion de lszelpa de aislamiento se tiene el
crecimiento de cultivo mixto de bacterias en agaritivo y Luria Bertani. Mediante
siembras sucesivas por estriado simple se obtieligccpuro de cada uno de los dos
aislamientos. Las caracteristicas morfologicas reage de las colonias dBacillus
thuringiensis aislados de suelos de Chambo y Alausi obtenidaslaepresente
investigacion utilizando agar nutritivo y agar lauBertani, determina que tienen forma
circular, color marfil claro en agar nutritivo yetna en agar Luria Bertani, de textura
cerosa, borde irregular y perfil plano caracteréstisimilares al reportado p&scobar,
(1992) y Lara, (2008) (3)(9).

CUADRO No.4 RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION MORFOL OGICA DE Bacillus
thuringiensis. DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA
FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH. ABRIL 2009
MORFOLOGIA Bt Chambo | Bt Chambo | Bt Alausi Bt Alausi
Agar Luria Agar Luria Bertani
nutritivo Bertani nutritivo
Forma Circular Circular Circular Circular
Color Marfil claro Crema Marfil claro Crema
Textura Cerosa Cerosa Cerosa Cerosa
Borde Irregular Irregular Irregular Irregular
Perfil Plano Plano Plano Plano
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3.1.2 TINCION GRAM DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensies Gram positivo, y al microscopio se observo istarde forma
romboide, con esto se reafirma lo expuesto poolia, (1992) que sefala “ bacteria
Bacillus thuringiensises un bacilo flagelado, esporulado y Gram posijue produce,
durante la esporulacién, un cristal de proteinactopara los insectos, conocido también
como delta endotoxina.” Asi como lo reportado @dauka y Benintende, (2008) es un
bacilo Gram positivo que durante el proceso de reggpmon produce una inclusion
parasporal formada por uno 0 mas cuerpos cristld® naturaleza proteica que son
toxicos para distintos invertebrados, especialméateas de insectos. Estos cristales
pueden presentar distintas morfologias y puedesifickrse en bipiramidales, cubicos,
cuadrados aplanados, esféricos y otras formagsasipnenos frecuentes. Y Lara, (2008)
Bacillus thuringiensigs un bacilo Gram positivo (3)(13)(9).

CUADRO No 5. RESULTADOS DE LA TINCION GRAM DE Bacillus thuringiensis.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. ABRIL 2009

TRATAMIENTOS TINCION GRAM

Bacillus thuringiensis Bacilo Gram positivo
Chambo Agar nutritivo

Bacillus thuringiensis Bacilo Gram positivo

Chambo Luria Bertani

Bacillus thuringiensis Bacilo Gram positivo
Alausi Agar nutritivo

Bacillus thuringiensis Bacilo Gram positivo

Alausi Luria Bertani
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FOTOGRAFIANo 2. TINCION GRAM DE Bacillus thuringiensis. AISLADO DE SUELOS DE
CHAMBO Y ALAUSI. MICROSCOPIO OPTICO CON 400X DE
AUMENTO DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA
FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH. ABRIL 2009

FOTOGRAFIANo0 3. CRISTALES DE Bacillus thuringiensis. MICROSCOPIO OPTICO CON
1000X DE AUMENTO DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE
LA FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH. ABRIL 20 09

3.1.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS

La prueba bioguimica de fermentaciéon de la gludosgpositiva y se comprobé por el
cambio de color dehedio que inicialmente fue violeta y luego cambicmarillo por la
produccion del &cido, fue gas negativo debido ausencia de burbuja. La prueba de
Voges-Proskawees positiva porque presento un color rojo-fucsia ipdica la presencia

de diacetilo, producto de oxidacion de la acetoina.
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La ultima de las pruebas bioquimicas consistioneestigar la produccion de-amilasa
que es la enzima que hidroliza el almidon. Al catdagol sobre toda la superficie de la
placa, no se tifieron las colonias ni sus inmeoies ya que es amilasa positiva, es
decir, nuestro bacilo produceamilasa que ha hidrolizado el almidén. Se commueb
expresado en la pagina de internet http://htnelomalelvago.com/identificacion-de-un-
microorganismo.html. Nuestro Bacilo es Gram+, eslaoio, Voges-Proskawer +,
amilasa+, acido+, gas-. Segun la tabla podria Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Bacillu. mycoides, Bacillus licheniformis, Bacilltrauringiensis o Bacillus anthraci§e
confirma que edBacillus thuringiensispor la observacion al microscopio del cristal

caracteristico de la bacteria (7).

CUADRONo0.6 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS P ARA LA
IDENTIFICACION DE Bacillus thuringiensis. DEPARTAMENTO DE
FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE RECURSOS NATURALES.
ESPOCH. ABRIL 2009

PRUEBAS Bacillus thuringiensis Bacillus thuringiensis
BIOQUIMICAS aislamiento Chambo aislamiento Alausi
Fermentacion de glucosa (+) (+)

Gas CQ ) )
Voges-Proskawer (+) (+)
Hidrolisis del almidon (+) (+)

3.2 CURVA DE CRECIMIENTO DEL BIOFORMULADO LIiQUIDO DE

thuringiensis

Bacillus

Para la determinacion de la curva de crecimientdiddormulado liquido deBacillus
thuringiensisse realiz6 el conteo del nimero de esporas medeapteanara de Neubauer

cada 8 horas Anexo 1,2 ,3 4
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3.2.1 CURVA DE CRECIMIENTO DEL BIOFORMULADO LIQUIDO DE
Bacillus thuringiensiAISLAMIENTO CHAMBO MEDIO DE CULTIVO 1
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GRAFICO No. 1 CURVA DE CRECIMIENTO DEL BIOFORMULAD O LiQUlDO DE

Bacillus thuringiensis AISLAMIENTO CHAMBO MEDIO DE CULTIVO 1.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. JUNIO 20089.

La curva de crecimiento del bioformulado liquidoReeillus thuringiensisaislamiento

Chambo en el medio de cultivo 1 presenta la faserel@miento hasta las 40 horas con

una poblacién de 4.1x1QFC/mL de bioformulado seguida de la fase estaciargue

se extiende hasta las 160 horas en la cual la strac®n permanece constante con un

valor de 3.16 x1DUFC/mL de bioformulado, y una poblacién final erfdae de muerte,
de 1x16 UFC/mL de bioformulado a las 264 horas
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3.2.2 CURVA DE CRECIMIENTO DEL BIOFORMULADO LIQUIDO DE
Bacillus thuringiensisAISLAMIENTO CHAMBO MEDIO DE CULTIVO 2
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GRAFICO No.2 CURVA DE CRECIMIENTO DEL BIOFORM ULADO LIQUIDO DE
Bacillus thuringiensis AISLAMIENTO CHAMBO MEDIO DE CULTIVO 2.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. JUNIO 2009.

La curva de crecimiento del bioformulado liquidoReeillus thuringiensisaislamiento
Chambo en el medio de cultivo 2 presenta la faserel@miento hasta las 40 horas con
una poblacién de 4.3x1QFC/mL de bioformulado seguida de la fase estaciargue

se extiende hasta las 160 horas en la cual la ntrac#n permanece constante con un
valor de 3.2 x1DUFC/mL de bioformulado, y una poblacién final erfdse de muerte,
de 1x16 UFC/mL de bioformulado a las 264 horas
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3.23 CURVA DE CRECIMIENTO DEL BIOFORMULADO LIQUIDO DE
Bacillus thuringiensifAISLAMIENTO ALAUSI MEDIO DE CULTIVO 1
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GRAFICO No. 3 CURVA DE CRECIMIENTO DEL B IOFORMULADO LIQUIDO DE

Bacillus thuringiensis AISLAMIENTO ALAUSI MEDIO DE CULTIVO 1.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. JUNIO 2009.

La curva de crecimiento del bioformulado liquidoREeillus thuringiensisaislamiento
Alausi en el medio de cultivo 1 presenta la faserdeimiento hasta las 40 horas con una
poblacién de 3.8xTOUFC/mL de bioformulado seguida de la fase estadiargue se
extiende hasta las 160 horas en la cual la coram@dir permanece constante, con un
valor de 2.88 x1DUFC/mL de bioformulado, y una poblacién final erfdae de muerte,
de 1x16 UFC/mL de bioformulado a las 264 horas
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3.24 CURVA DE CRECIMIENTO DEL BIOFORMULADO LIQUIDO DE
Bacillus thuringiensifISLAMIENTO ALAUSI MEDIO DE CULTIVO 2
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GRAFICO No. 4 CURVA DE CRECIMIENTO DEL BIOFORMULAD O LIQUIDO DE

Bacillus thuringiensis AISLAMIENTO ALAUSI MEDIO DE CULTIVO 2.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. JUNIO 2009.

La curva de crecimiento del bioformulado liquidoReeillus thuringiensisaislamiento
Alausi en el medio de cultivo 1 presenta la faserdeimiento hasta las 40 horas con una
poblacién de 4.0xTOUFC/mL de bioformulado seguida de la fase estaciargue se
extiende hasta las 160 horas en la cual la cora@dtr permanece constante, con un
valor de 3.02 x1DUFC/mL de bioformulado, y una poblacion final erfdae de muerte,
de 1x16 UFC/mL de bioformulado a las 264 horas
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3.3 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO LiQUIDO D E Bacillus
thuringiensis

Para la determinacion del pH del bioformulado kiguide Bacillus thuringiensisse
tomaron muestras cada 24 horas y se realizo lacirbadion el peachimetro. Anexo 5, 6
.7 ,8.

3.3.1 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO LIQUID O DE
Bacillus thuringiensidAISLAMIENTO CHAMBO MEDIO DE CULTIVO 1
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GRAFICO No. 5 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULAD O LIQUIDO DE

Bacillus thuringiensis AISLAMIENTO CHAMBO MEDIO DE CULTIVO 1.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. JUNIO 20089.

La determinacion del ph del bioformulado liquidoR#illus thuringiensisislamiento
Chambo en el medio de cultivo tivo un pH inicial de7.2 , a las 40 horas de
fermentacion que es donde hubo mayor crecimienta Hacteria el medio se acidifico y
en la fase estacionaria que empieza a las 72 abrtiedde a la alcalinizacion y termina
a las 264 horas con un pH de 8.12 , lo que conaumd lo expresado por Guzmangq
expresa que la disminucion del pH se puede debari@s factores, uno de los cuales
es la liberacion de acidos organicos de cadena ¢fintmico, acético, lactico) por
ciertas bacterias(11).
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3.3.2 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO LiQUIDO DE Bacillus
thuringiensisAISLAMIENTO CHAMBO MEDIO DE CULTIVO 2
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GRAFICO No. 6 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULAD O LIQUIDO DE
Bacillus thuringiensis AISLAMIENTO CHAMBO MEDIO DE CULTIVO 2.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. JUNIO 2009.

La determinacion del pH del bioformulado liquido Becillus thuringiensisaislamiento
Chambo en el medio de cultivot@vo un pH inicial de7.0, a las 24 horas de fermentacio
gue corresponde a la fase de crecimiento de leetmel medio sufre una acidificacion
prolongada hasta 120 horas de la fase estacionyaliggo tiende a la alcalinizacion hasta
llegar a la fase de muerte con un pH de 7.42 &€& horas lo que concuerda con lo
expresado por Cafari, (1995) que expreso que curfavanza el tiempo de fermentacion,
el medio, inicialmente se acidifica y luego alcila, esto es debido a que existen mas
proteinas que carbohidratos en el caldo de fermi@ntacuya degradacion de las primeras

favorece la alcalinizacion por la excrecion de avagidos(15).
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3.3.3 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO LiQUIDO  DE Bacillus
thuringiensisAISLAMIENTO ALAUSI MEDIO DE CULTIVO 1
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GRAFICO No. 7 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULAD O LIQUIDO DE

Bacillus thuringiensis AISLAMIENTO ALAUSI MEDIO DE CULTIVO 1.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. JUNIO 2009.

La determinacion del pH del bioformulado liquidoRicillus thuringiensisislamiento
Alausi en el medio de cultivo tlivo un pH inicial de7.2 a las 24 horas el medio se
acidificéd a pH 5.3@n la fase de crecimiento y a partir de las@@fhempieza el medio
a la alcalinizacion hasta llegar a la fase de reussh un pH de 8.11. Lo que concuerda con
lo pronunciado Pescoran, que expresa que frones de pH en las fermentaciones
dependen principalmente del medio que esta siesadouy del microorganismo que esta
creciendo en él. Es importante monitorear contirergmel pH durante la fermentacion,
debido a que las desviaciones en el pH pueden penmeer signo de un problema en la
fermentacion. La disminucion del pH durante la fentacion es debido a qiacillus
thuringiensisproduce y excreta acidos a partir de glucosaasdtrentes de carbono, los
acidos que producen son: acido lactico, acetataygio; los cuales pueden llegar a ser
inhibidores del crecimiento dBacillus thuringiensisjas disminuciones del pH en la
fermentacion inhiben el crecimiento de la bactgride alguna manera influyen sobre la

produccion de la espora y el cristal insecticida (4
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3.3.4 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO LIQUIDO DE Bacillus
thuringiensisAISLAMIENTO ALAUSI MEDIO DE CULTIVO 2
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GRAFICO No. 8 DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULAD O LIQUIDO DE

Bacillus thuringiensis AISLAMIENTO ALAUSI MEDIO DE CULTIVO 2.
DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. JUNIO 2009

La determinacién del ph del bioformulado liquidoRgillus thuringiensisislamiento
Alausi en el medio de cultivotBvo un pH inicial de7 a las 24 horaie fermentacién que
corresponde a la fase de crecimiento de la baatérmedio sufre acidificacion y a partir de
las 96 horas de la fase estacionaria empiezaetwiencia a la alcalinizacion hasta llegar a
la fase de muerte con un pH de 7.77 lo que codaueon lo expresado paon lo
expresado Orietta y Larrea (2002) que dice quyaHelnicial debe ser de 6,8-7,2 pero
baja después de las primeras horas hasta lleged. a Posteriormente se incrementa
lentamente y al final el proceso tiene un valoroapnado de 8,0. Esta cinética es un

buen indicador del proceso (14).
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3.4 MAXIMO CRECIMIENTO DEL BIOFORMULADO DE  Bacillus thuringiensis
DE LOS AISLAMIENTOS DE CHAMBO Y ALAUSI EN LO S DOS MEDIOS

DE CULTIVO

El andlisis de varianza para el maximo crecimiedéb bioformulado deBacillus
thuringiensisde los aislamientos de Chambo y Alausi en los dedios de cultivo a las
40 horas de fermentacion, presentd diferenciasnalige significativas al 5% para los

tratamientos, con un coeficiente de variacion del 36.

CUADRO No 7. ANALISIS DE VARIANZA MAXIMO CRECIMIENT O DEL
BIOFORMULADO DE Bacillus thuringiensis DE LOS
AISLAMIENTOS DE CHAMBO Y ALAUSI EN LOS DOS
MEDIOS DE CULTIVO

Grados

Fuentes de F

o de Suma de cuadrados | Cuadrado medio

variacion . calculado
libertad

Tratamiento | 3 442500000000016400475000000000036009.316**

Error 8 1266665642667868005833320533348350

Total 11 569166564266803200

** Diferencias altamente significativas

Coeficiente de variacion:3.11 %

La prueba de Tukey al 5% dio como resultado 4 aamfg significancia a las 40 horas.
El aislamiento de Chambo en el Medio de Cultivtug,el que presenté mayor poblacién
con una media de 4.3x1LOFC/mL; mientras que el aislamiento de Alausi eNedio

de Cultivo 1 ocupé el Gltimo rango con una medi@¥67x18 UFC/mL.
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Esto se debe a que el medio de cultivo 1 tiene camponentes sales minerales, Bacto-
triptona y glucosa y el medio de cultivo dos ewts enriquecido con sales minerales,
glucosa, harina de soya y puré de tomate nutrieT@essarios para su crecimiento estos
resultados concuerdan con lo expresado por Esc(#t¥}4) que dice sobre la harina de
soya que es un sustrato complejo que contiene d¥roteina y 12% de lipidos. La
mayoria de nutrientes que requiere la bacteria am@ecimiento y desarrollo, al igual
que Camacho, (1992) que sefala sobre el puré dgdaromo una fuente de nitrogeno
de facil acceso. Smith (1982) indica que la glucesda mejor fuente de carbono. Y
Pardo, (2003) establece también importante la @dide micronutrientes como calcio,
potasio, manganeso, hierro y magnesio (3)(12).

PRUEBA DE TUKEY AL 5% DE MAXIMO CRECI MIENTO DE Bacillus
thuringiensis EN LOS BIOFORMULADOS DE LOS AISLAMIENTOS DE
CHAMBO Y ALAUSI EN DOS MEDIOS DE CULTIVO A LAS 40

CUADRO No. 8

HORAS
Tratamiento Medias Rango Logaritmo
T2 4.3x10 A 9.63
T1 4.1x10 B 9.61
T4 4.0x10 C 9.60
T3 3.767x16 D 9.58

GRAFICO NO. 9

Log UFC/mL
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9,55
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T3

T4

T2
Tratamientos

T1

MAXIMO CRECIMIENTO DEL BIOFORMULADO LIQUIDO DE
Bacillus thuringiensis DE LOS AISLAMIENTOS DE CHAMBO Y
ALAUSI EN DOS MEDIOS DE CULTIVO A LAS 40 HORAS
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CAPITULO IV

. CONCLUSIONES

. De las muestra de suelo obtenidas de Chambo y iAdauaisld, e identific@Bacillus
thuringiensis presentando caracteristicas morfolégicas propias ladeespecie,
confirmando lo obtenido por otros autores con iéla@ la morfologia d8acillus
thuringiensis,siendo en el Agar Luria Bertani donde se presentarecimiento

mayor de las colonias que en Agar nutritivo

. La curva de crecimiento de los bioformulados ligsidieBacillus thuringiensigiel
aislamiento de Alausi y Chambo presentan tres fés®s de crecimiento hasta las 40
horas, la fase estacionaria presenta una conceémteanstante hasta las 160 horas y
la fase de muerte a las 264 horas.

. Los bioformulados liquidos dBacillus thuringiensisdel aislamiento de Chambo
presentaron mayor crecimiento bacteriano con 4MET/mL y 4.3x18 UFC/mL

en el medio de cultivo uno y dos respectivamente

. Se determind el medio de cultivo dos compuestdKptyPO, 1.25g, CaC@ 0.5g,
MgSQ,.7 HO, 0.000055g, MNnSEH,O 0.02g, FeS® 7H,O 0.014g, CaGl 4H,0
0.015g, Harina de soya 3.0g, Glucosa 2.5g, Puterdate 20g, como el ideal para
la fermentacién de Bacillus thuringiensispor ser el mas favorable para el
crecimiento de la bacteria al ocupar el primer caeg la Prueba de Tukey al 5% de

significancia sobre el medio de cultivo uno.
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Esto se debe a la composicién del medio con haénaoya que contiene 40% de
proteina y 12% de lipidos al igual que el puré aleate fuente de nitrdgeno, la
glucosa como la mejor fuente de carbono, y los anigirientes calcio, potasio,
manganeso, hierro y magnesio, por lo tanto sonsestdos los nutrientes que

requiere la bacteria para su crecimiento y dedarrol

Las condiciones 6ptimas de fermentacion fueron é&atpra (26 = 2°C), pH 7 vy

agitacion de 200rpm
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Realizar nuevas investigaciones para comprobactavidad insecticida dBacillus
thuringiensis aislado de suelos de Chambo y Alausi , sobangetos-plaga que

atacan diversos cultivos

2. Es conveniente que los medios de fermentacion Bacdlus thuringiensissean de

bajo costo para obtener una optima producciénideidecticida
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

La presente investigacion se realizé en el Labdmide Fitopatologia de la Facultad de
Recursos Naturales de la ESPOCH y tuvo como objeteterminar el medio de cultivo
ideal y condiciones oOptimas de fermentacionB#illus thuringiensispara saber si es
posible la produccion de un bioformulado liquididizado como bioinsecticida para control
biolégico de plagas. Procediendo a aislar e ideatifcolonias a partir de dos muestras de
suelo provenientes de Chambo y Alausi. Se realizBonentaciones a nivel de matraz en
dos medios de cultivo: el uno, compuesto por saiegrales, Bacto-peptona y glucosa y el
2, formado por sales minerales, glucosa, harinsoga y puré de tomate. Posteriormente,
cada 8horas, se cuantifico el nUmero de espordmnte camara de Neubauer, con los datos
se realizo las curvas de crecimiento y se deterisu pH. Con la aplicacion del tratamiento
estadistico, analisis de varianza y prueba de Také&$b de significancia se determiné que
el medio de cultivo ideal, es el dos por estar sragjuecido con sustratos complejos que
contiene la mayoria de nutrientes que requieretdebia para su crecimiento y desarrollo.
La condiciones para la fermentacion fuetemperatur&26°C , lavelocidadde agitacion de
200rpm para asegurar un suministroosteggenoadecuado y evitar la acumulacion dalor,

asi como epH inicial éptimo de 7Mediante la fermentacion realizada en el medio de
cultivo ideal, se obtuvo el bioformulado liquidayénico. Se recomienda comprobar su

actividad insecticida sobre insectos plaga.
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SUMMARY

The present investigation was carried out at thgdplathology Lab of the Natural Resources
Faculty of the ESPOCH and its objective was deteimgi the ideal culture medium and
optimum fermentation conditions dacillus thuringiensisto know if the liquid bio-
formulated production is possible using as a bseaticide for the biological pest control.
Soil samples from Chambo and Alausi were isolated identified. Fermentations were
carried out at matrass in two culture media: ooemmosed by mineral salts, bacto-peptone
and glucose and the other one composed by mirats] glucose, soybean flour and mashed
tomatoes. Later the spore number was quantifiedye8ehours through the Neubauer
chamber. With the data, the growth curves wereoperdd and the pH was determined. With
the statistical treatment, variance analysis ankkeyuest al 5% significance application it
was determined that the ideal culture medium ids®ond one because it is more enriched
with complex substrates containing most nutrieatpuired by bacteria for their growth and
development. The conditions for fermentation wee°€ temperature, 200 rpm agitation
speed to secure an adequate oxygen provision and #ne heat build-up, as well as well as
the optimum initial pH of 7. Through fermentatioarged out in the ideal culture medium,
the organic liquid bio-formulated product was ob&al. It is recommended to test its

insecticide activity on pest insects.
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CAPITULO VIII

CHAMBO EN EL MEDIO DE CULTIVO 1

RECUENTO DE ESPORAS DE Bacillus thuringiensis DEL AISLAMIENTO

Tiempo R1 R2 R3 Promedio

Horas UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL Logaritmo
8 5.0x10 5.0x10 5.0x10 5.0x10 5.70
16 1.9 x16 2 x10 1.8 x16 1.9 x16 6.28
24 3.98 x16 3.97 x10 4 x10 3.98 x10 7.60
32 5.0x16 4.9x10 5.1x10 5.0x10 8.70
40 3.1x108 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.49
48 4.1x18 4.3x10 4x10 4.1x10 9.61
56 4.3x16 4.2x10 3.9x10 4.1x10 9.61
64 4,3x18 4 x10 4,1x10 4.1x10 9.61
72 3.1x16 3.2x10 2.9x10 4.1x10 9.61
80 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.59
88 3.1x16 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.58
96 3.1x108 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.56
104 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.52
112 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.51
120 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.51
128 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.51
136 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.50
144 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.50
152 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.50
160 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.50
168 3.1x18 3.2x10 2.9x10 3.1x10 9.44
176 2.3 x10 2.2 x10 2.5 x10 2.3 x10 9.37
184 1.70 x19 1.5 x10 1.9 x10 1.70 x18 9.23
192 7.9x 18 7.7x 16 8.1x 16 7.9x 16 8.90
200 5x16 5.2 x10¢ 4.8 x10 5 x10 8.70
208 2.7 x16 2.3 x10 2.5 x10 2.5 x10 8.40
216 1.4 x16 1.6 x16 1.8 x16 1.6 x16 8.20
224 1 x16 1.05x10 1 x10 1.02 x18 8.01
232 4.2 x16 3.8 x1d 4 x10 4 x10 7.60
240 1.4 x16 1.8 x1d 1.6 x1d 1.6 x1d 7.20
248 1 x10 1 x10 1 x10 1 x10 7.00
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256

4.7 x18

4.5 x10

4.3 x106

4.5 x10

6.65

264

1x16

1x1C@

1x1C0

1x1C@

6.00

ANEXO No 2. RECUENTO DE ESPORAS DE Bacillus thuringiensis DEL AISLAMIENTO

CHAMBO EN EL MEDIO DE CULTIVO 2

Tiempo R1 R2 R3 Promedio

Horas UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL Logaritmo
8 5.0x10 5.0x10 5.0x10 5.0x10 5.70
16 1.4x10 1.2x10 1.6x10 1.4x10 6.15
24 3.0 x10 2.8 x1d 2.6 x10 2.8 x1d 7.45
32 3.5 x18 3.3 x10 3.1 x10 3.3 x10 8.52
40 3.5 x18 3.3 x10 3.7 x10 3.5 x10 9.54
48 4.5x10 4.3x10 4.1x10 4.3x10 9.63
56 4.1x108 4.3x10 4.5x10 4.3x10 9.63
64 4.5x18 4.1x10 4.3x10 4.3x10 9.63
72 4.3x16 4.5x10 4.1x10 4.3x10 9.63
80 3.8x16 4x10 4.2x10 4x10 9.60
88 3.7x16 3.9x10 4.1x10 3.9x10 9.59
96 3.5x10 3.7x10 3.9x10 3.7x10 9.57
104 3.4x16 3.8x10 3.6x10 3.6x10 9.56
112 3.0x18 3.2x10 3.4x10 3.2x10 9.51
120 3.2x18 3.0x10 3.4x10 3.2x10 9.51
128 3.3x18 2.9x10 3.1x10 3.1x10 9.50
136 3.0x18 3.4x10 3.2x10 3.2x10 9.51
144 3.3x18 3.1x10 2.9x10 3.1x10 9.50
152 2.9x18 3.3x10 3.1x10 3.1x10 9.50
160 3.1x18 2.9x10 3.3x10 3.1x10 9.50
168 2.4x18 2.6x10 2.8x10 2.6x10 9.41
176 2.5x18 2.2x10 2.3x10 2.3x10 9.37
184 1.7x16 1.9x10 1.5x10 1.7x10 9.23
192 8.1 x18 7.9 x16 7.7 x16 7.9 x16 8.9
200 5.1 x18 5.3 x10 4.9 x10 5.1 x10 8.7
208 2.4 x18 2.6 x10 2.8 x16 2.6 x10 8.4
216 1.4 x16 1.8 x1¢ 1.6 x16 1.6 x16 8.2
224 1.2 x16 1.4 x16 1.6 x10 1.4 x16 8.1
232 4.3 x16 4.1 x10 3.9 x1d 4.1 x10 7.6
240 1.5 x16 1.9 x1d 1.7 x1d 1.7 x1d 7.2
248 1.3 x16 0.9 x1d 1.1 x1d 1.1 x1d 7
256 4.7x16 4.5x106 4.3x106 4.5x106 6.65
264 1x16 1x10 1x10 1x10 6.00
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ANEXO No 3. RECUENTO DE ESPORAS DE Bacillus thuringiensis DEL AISLAMIENTO

ALAUSI EN EL MEDIO DE CULTIVO 1

Tiempo R1 R2 R3 Promedio

Horas UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL Logaritmo
8 5.0x10 5.0x10 5.0x10 5.0x10 5.70
16 1.5x16 1.3x16 1.7x16 1.5x16 6.18
24 3.4 x10 3.2 x1d 3.0 x1d 3.2 x1d 7.51
32 4.1 x18 4.3 x10 4.5 x10 4.3 x10 9.63
40 2.7 x18 3.1 x10 2.9 x10 2.9 x10 0.46
48 3.6x10 3.8x10 4.0x10 3.8x10 9.58
56 3.8x10 3.8x10 3.8x10 3.8x10 9.58
64 3.6x10 3.8x10 4.0x10 3.8x10 9.58
72 4.0x108 3.6x10 3.8x10 3.8x10 9.58
80 3.3x10 3.5x10 3.7x10 3.5x10 9.55
88 3.7x16 3.5x10 3.3x10 3.5x10 9.54
96 3.5x10 3.3x10 3.7 x10 3.5x10 9.54
104 3.3x18 3.7x10 3.5x10 3.5x10 9.54
112 3.2x18 3.4x10 3.6x10 3.4x10 9.53.
120 3.4x18 3.6x10 3.2x10 3.4x10 9.53
128 3.6x18 3.2x10 3.4x10 3.4x10 9.53
136 3.3x18 3.1x10 3.5x10 3.3x10 9.52
144 3.1x18 3.5x10 3.3x10 3.3x10 9.52
152 3.5x18 3.1x10 3.3x10 3.3x10 9.52
160 3.1x18 3.5x10 3.3x10 3.3x10 9.51
168 2.6x18 2.8x10 3.0x10 2.8x10 9.44
176 2.0x18 2.2x10 2.4x10 2.2x10 9.35
184 1.7x16 2.1x10 1.9x10 1.9x10 9.27
192 1.2 x18 1.4 x10 1.6 x14 1.4 x10 9.15
200 1.3 x16 1.1 x10 1.5 x10 1.3 x10 9.10
208 9.3 x18 9.7 x16 9.5 x10 9.5 x16 8.98
216 1.4 x16 1.6 x16 1.8 x10 1.6 x16 8.70
224 5.3 x18 5.1 x16 4.9 x16 5.1 x16 8.35
232 4.5 x16 4.7 x10 4.9 x10 4.7 x10 7.67
240 1.4 x16 1.6 x1d 1.8 x1d 1.6 x1d 7.20
248 1.1 x16 1.3 x1d 0.9 x1d 1.1 x1d 7
256 2.0x18 2.2x10 2.4x10 2.2x10 6.34
264 1x16 1x10 1x10 1x10 6
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ANEXO No 4. RECUENTO DE ESPORAS DE Bacillus thuringiensis DEL AISLAMIENTO
ALAUSI EN EL MEDIO DE CULTIVO 2

Tiempo R1 R2 R3 Promedio

Horas UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL Logaritmo
8 5.0x10 5.0x10 5.0x10 5.0x10 5.70
16 1.5x10 1.7x10 1.9x10 1.7x10 6.23
24 3.7 x10 3.3 x1d 3.5 x1d 3.5 x1d 7.55
32 4.3 x18 4.7 x10 4.5 x10 4.5 x10 8.65
40 3x10 3.2 x10 2.9 x10 3x10 0.48
48 4x10 4.2x10 3.8x10 4x10 9.60
56 4.2x16 3.8x10 4x10 4x10 9.60
64 3.8x16 4x10 4.2x10 4x10 9.60
72 4x10 4.2x10 3.8x10 4x10 9.60
80 3.6x10 4.0x10 3.8x10 3.8x10 9.58
88 3.7x16 3.9x10 3.5x10 3.7x10 9.57
96 3.4x10 3.6x10 3.8x10 3.6x10 9.56
104 3.0x18 3.4x10 3.2x10 3.2x10 9.51
112 3.3x18 3.1x10 2.9x10 3.1x10 9.50
120 3.2x18 2.8x10 3x10 3x10 9.49
128 2.7x18 2.9x10 3.1x10 2.9x10 9.48
136 2.6x18 2.8x10 3.0x10 2.8x10 0.47
144 3.0x18 2.8x10 2.6x10 2.8x10 0.47
152 2.5x18 2.9x10 2.7x10 2.7x10 9.46
160 2.7x18 2.5x10 2.9x10 2.7x10 0.46
168 2.6x18 2.4x10 2.2x10 2.6x10 9.45
176 2.1x18 2.3x10 2.5x10 2.3x10 9.36
184 1.8x16 2x10 2.2x10 2x10 9.30
192 1.6 x10 1.4 x10 1.8 x14 1.6 x10 9.20
200 1.1 x16 1.3 x10 1.5 x10 1.3 x10 9.10
208 9.8 x16 9.8 x10 9.8 x10 9.8 x10 8.99
216 3.0x18 3.2 x16 3.4 x10 3.2 x16 8.50
224 1 x16 1 x10 1 x10 1 x10 8
232 6.1x10 6.5x10 6.3x10 6.3x10 7.8
240 4.2 x16 4 x10 3.9 x1d 4 x10 7.6
248 1.6 x10 1.4 x10 1.8 x10 1.6 x10 7.2
256 3.2x18 2.8x106 3x10@ 3ax10@ 6.48
264 1x16 1x10 1x10 1x10 6
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ANEXO No 5. DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO AISLAMIENTO CHAMBO
EN EL MEDIO DE CULTIVO 1

TIEMPO

(horas) 0 24 48 72 96 120 | 144 | 168 | 192 |216 | 240 | 264

pH 72 | 669 (544 | 7.18 | 734 |747 | 754 |7.72 | 791 | 7.98 | 8.05 |8.10

ANEXO No 6. DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO AISLAMIENTO CHAMBO
EN EL MEDIO DE CULTIVO 2

TIEMPO

(horas) 0 24 48 72 96 120 | 144 | 168 | 192 | 216 | 240 | 264

pH 7 549 | 548 | 547 | 546 |544 | 6.6 6.8 7 7.1 7.31 | 7.42

ANEXO No7. DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO A ISLAMIENTO ALAUSI
EN EL MEDIO DE CULTIVO 1

TIEMPO

(horas) 0 24 48 72 96 120 | 144 | 168 | 192 | 216 | 240 | 264

pH 72 |53 |7 72 | 745 | 752 | 768 |7.78 | 7.88 | 796 |8.02 |8.11

ANEXO No8. DETERMINACION DEL pH DEL BIOFORMULADO A ISLAMIENTO ALAUSI
EN EL MEDIO DE CULTIVO 2

TIEMPO

(horas) 0 24 48 72 96 120 | 144 | 168 | 192 | 216 | 240 | 264

pH 7 59 |529 | 549 (554 |654 |684 |7 713 | 7.31 | 7.54 | 7.77
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ANEXO No 9. CULTIVO MIXTO DE BACTERIAS

ANEXO No 10. RESIEMBRAS SUCESIVAS PARA LA OBTENC ION DE CULTIVO PURO
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ANEXO Noll. CULTIVO PURO DE Bacillus thuringiensis PRODEDENTE DE CHAMBO EM
AGAR NUTITIVO Y LURIA BE RTANI

ANEXO No 12. CULTIVO PURO EN AGAR NUTRITIVO Y LURI A BERTANI DE
Bacillus thuringiensis PROCEDENTE DE ALAUSI
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ANEXO No 13. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICA CION DE
Bacillusthuringiensis. (FERMENTACION DE LA GLUCOSA, VOGES-
PROSKAWER E HIDROLISIS DEL ALMIDON)

ANEXO No 14. FERMENTACION A NIVEL DE MATRAZ DE Bacillus thuringiensis EN
DOS MEDIOS DE CULTIVO
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ANEXO No 15. MEDICION DEL pH DE LOS BIOFORMULADOS DE Bacillus
thuringiensis

ANEXO No 16. CONTEO EN LA CAMARA DE NEUBAUER DE Bacillus thuringiensis




