UNIVERSIDAD CENTRAL DE
VENEZUELA

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOLOGIA

Produccion de Bacillus thuringiensis var. israelensis usando
subproductos agroindustriales de bajo costo y alta

disponibilidad en Venezuela

TRABAJO ESPECIAL DE GRADO
Presentado ante la ilustre Universidad
Central de Venezuela, por la bachiller
Irene del Carmen Alvarado Seijas como
requisito parcial para optar al titulo de
Licenciado en Biologia

Tutora: Lcda. Roxana Gajardo

CARACAS, VENEZUELA
MAYO - 2016



DEL EXAMEN PUBLICO Y SOLEMNE DEL TRABAJO ESPECIAL DE
GRADO DE LA Br. IRENE DEL CARMEN ALVARADO SEIJAS

Quienes suscribimos, miembros del jurado evaluador designado por el Consejo
de Escuela de Biologfa de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de
Venezuela para examinar el Trabajo Especial de Grado de la Br. Irene del
Carmen Alvarado Seijas, C.1:21.718.331, titulado “Produccién de Bacillus
thuringiensis var. israelensis usando subproductos agroindustriales de bajo
costo y alta disponibilidad en Venezuela®, para optar al titulo de Licenciada en
Biologfa, considerando que dicho trabajo cumple con los requisitos exigidos en
los reglamentos respectivos lo consideramos APROBADO.

Para dar fe de ello se levanta la presente acta en Caracas, a los 24 dias del
mes de mayo del afio 2016, dejando constar que la Profa. Roxana Gajardo actué
como coordinadora del jurado examinador.

%\oe/ra’: Z1ain D

v (-

Profa. Vincenza Cervino Profa. Nora Malaver

Pr}x Gajardo
~ (Tuto



DEDICATORIA

Este trabajo se lo dedico principalmente a Dios quien me dio la tranquilidad y serenidad

para seguir adelante en esta etapa de mi vida.

Por supuesto, a mi familia, quienés creyeron en mi capacidad de lograr este objetivo,
especialmente a mi madre, quién me ha brindado todo su apoyo y amor incondicional en cada
paso dado a lo largo de mi camino, motivindome a ser mejor cada dia y a luchar por mis

metas.



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer en primer lugar, a Dios por ser mi guia durante todo mi camino e
iluminarme en cada paso, por brindarme la calidez y fortaleza necesaria para cumplir cada

uno de mis logros.

También agradezco a mis padres por su amor y apoyo incondicional, especialmente a mi
madre, quién ha estado de la mano conmigo en los buenos y en los malos momentos,

brindadome el amor y carifio que todo hijo anhela de una madre.

A mis hermanas Gladys, Zhandra y Elizabeth, quienes fueron y siguen siendo piezas
indispensables en mi vida, ellas le brindan un toque de diversion y alegria a mi dia a dia,
especialmente a mi hermana Gladys quién trajo al mundo a Daniel, el sobrino mas lindo del

mundo.

A mis Tios, quienes siempre han estado pendiente de mi en cada instante, especialmente a
mi Tio Luis quien es mi segundo padre, el mejor tio que una sobrina puede tener. Gracias tio

por apoyarme y quererme tanto.

A Mama Carmen, mi abuela querida, quién con su amor me crio para ser la persona que soy

hoy, y sin olvidar a Papa Ramén, quién desde el cielo me cuida.

A Loana, mi mejor amiga, quién me ha demostrado que si existen los verdaderos amigos. Y

sin dejar afuera a Yeisimar, quién ha sido buena amiga después de todos estos afios.



A mis ninas del Laboratorio de Procesos Fermentativos, Isa y Maru quienes fueron mis
compafieras fieles durante toda esta etapa en el laboratorio y quienes fuera de él, también
seguian y seguirdn siendo las mejores. Gracias a Daya por ser tan atenta y ayudarme tanto
durante mi paso por el laboratorio. También agradezco a Marla, Yuri, Carlos, Fabiola, Zule y
todos aquellos quienes desde el principio me han brindado su amistad y carifio en todo

momento, los quiero a todos.

A la ilustre Universidad Central de Venezuela, y a la Facultad de Ciencias, por permitirme

desarrollar mis estudios de Licenciatura en Biologia en su institucion.

A Naileth Mendéz del laboratorio de Biologia molecular de la Universidad Centroccidental
Lisandro Alvarado por su donacién de la cepa de Bacillus thuringiensis var. israelensis utilizada

en esta investigacion.

Ala Dra. Juana Vitelli, por su colaboracion prestada durante la elaboracién de mi trabajo de

grado, asi como también a Indira por su ayuda durante mis experimentos en el CVCM.

Al Laboratorio de Cromatografia de Gases, por sus servicios y colaboracion requerida para

la elaboracidn de este trabajo.

Al Dr. Blas Dorta por el aporte de sus conocimientos, recomendaciones y sugerencias.

Y finalmente, agradezco a mi Tutora Roxana por su atencion, preocupacion, disponibilidad,
ensefianza y dedicacidn, y por el aporte de sus conocimientos que fueron fundamentales para
la realizacion y culminacién exitosa de este trabajo de tesis. Gracias por todo su apoyo y

carifo durante mi paso por el Laboratorio de Procesos Fermentativos.



INDICE

INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt sttt st ettt sb e st sttt e bt e b e s b e sme e saee st e ebeenbeesaeesmeesaee viii
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ee e et et et et e e e e et et e e et e e e e e et e e e eeeeeeeeeeeenenenenenenenenen ix
INDICE DE ABREVIATURAS ...ttt ettt tetetete ettt tee ettt et e et ee e et e et e et eeee e e e eeeeeseeeseneeesenenenanenenenen Xi
INTRODUCCION ....eoteenieseseiseese sttt bbb 1
R - To Tl | VR TV T [ Lo 1= X U URRPR 1
0 I @ ol To X e Lo Vi To IV =1y o To T V] =T o 1  F R 2

1.2 Cristal Para@SPoral......uececceiiie ettt et e e e et e e e e aaaaee s 4

I T o o =Y = TN Y RSP 6

R A o o =T = T o TR 6

SR \Y/ oYl o [2X- Tolol o] a We [l = T ad o = o F- N 6 V2SR 8

1.6 Condiciones de crecimiento de Bl ........ccocueeueerieerieenieniieieeie ettt 10

1.7 Requerimientos NULricionales de Bt..........cccueieiciiiieecieee et eree e e e e e e 10

1.8 CUItiVO €N BAtCh 0@ Bl......eieiieeiiiieeitesiee ettt st sttt e b e e 11

1.9 Formulacion de Medios de CUIVO .......ciivveiiiiiiiiiieeeeeee ettt 12

1.1 Bacillus thuringiensis como control biolOZICO ........evvveiiiiiiiiiiiieec e 15

I -t =X e [-Te |V o1 PSSP 16
2.1 Ciclo de Vida ACdES GEGYPLI ....cceeeueeeeeetiee ettt eetee e et e et e e e e tae e e e etee e e e rae e e enres 17

I TR = 110 1T 1Y 1Yo LSS 19
4. ANALISIS PROBIT .....eiiieiieeieeieesee sttt st sttt ettt st st sen e e st e s e beesreesmeesnneenneens 20
ANTECEDENTES ..ottt ettt sttt sttt e b e bt e s beesmn e st e saneereeneenees 21
1. INVESTIGACIONES INTERNACIONALES.......oottiiiiiiiieeeeeeeette ettt 21
1.1 Bt como cONTrol BiOIOGICO......uiiieeiiieeeeee et et ree e e e 21

1.2 Utilizacion de Subproductos Agroindustriales...........cccueeeeciiiieiciieee e e 26

2. INVESTIGACIONES NACIONALES ..ottt ettt et e e e s e e ee e e e e e e snneeeeeas 29
P28 -7 oo Yo s Yol ol ghu o] l o1 o] Lo =4 Tole TSP 29

2.2 Utilizacidn de Subproductos Agroindustriales.........ccccccveeeieiiiieeiciiee e 31
JUSTIFICACION ..ottt sttt s e s e a e a b s s s st s s ssanees 34
OBUJETIVOS ..ttt ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e abbe et e e e e e e e ansbeeeeaeee e s nnsbeeeeeeeeesanssbeeeaaeeanns 36
MATERIALES Y IMEETODOS.......cvviveeeeeeetetetetetetetetesessesssasasssesessesesssssssssssssssssssesesesesesesessssssasasassasasanas 37
IMIATERIALES ...ttt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e e nabeeteeeeee s annbeeeeeeeeesannsnreeeeaeeasn 37
MATERIAL BIOLOGICO.......ouiuvieieeiieceeseiesessae s s et assesss s s st sasaesasanaas 37



MEDIOS DE CULTIVO ...ttt ettt ettt et et e e st e e s e e e s s mre e e s e nrenesennes 37

IMIETODIOS ... eaeteeieees s ese et 41
A. Realizacidn de Pruebas FENOLIPICAS......uiiiiiiiiiiiiie et 41

B. Preparacion de Medios de CULiVO.........ueiieiiiiiccieec ettt e 41

C.  Cultivo €N BatCh de Bli....cceeeuiiiiieiieieeieeieesete ettt s ene e 42

D. Curva de crecimiento de B .......cccooeereirieiieeieesieesee ettt 43

E. Calculos de pardametros CINELICOS ....iiiiuiiiiiiiiiieciiee ettt 44

F. Obtencion del Complejo ESpora-Cristal.......cccceeceveieiiiieeeiiiiiee e esiee e e e e 44

G. BIiOENSAYOS CON ACHES GEGYPLi...cceeeeriireieciiiieiiitiieeeeiite e ecteee e eetee e ssteeesssbaeeesssteeessseeeesnnns 45

H.  ANAIiSiS @StadiStiCO...eiiuiiiiiiiieieee ettt st s s e 46
RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt ettt et be e sbt e sht e st e eate et e e sb e e saeesatesab e e abe e b e e bt e saeesaeeemteenbeenbeesneesanenane 47
F S o U= o o IR =Y g Ve o ot [PPSR 47
B. Curvas de crecimiento bacteriano .......coocueeeiiiieriiiiiie ettt 48

C.  Pruebas CON VINAzZa ....cooouiiiiiiiiiieeee ettt ettt ettt ettt e st e sbaeesbeeenaeeas 57
D.  ANALISIS A VINAZA c..eeiiieiiieiiee ettt st b e b e ettt et e s be e st sane e 62

B = T 1= 1Y 1Yo L PPN 67
DISCUSION .....cutvutertintiietiesieese sttt bbbt 71
CONCLUSIONES ...ttt s 92
RECOMENDACIONES ... .otiitiiieiieett ettt sttt sttt et sb e s st sttt b e s re e saeesiee et e eneenneesneesmnesane 93
BIBLIOGRAFIA ...ttt bbb bbb bbb bbb bbb bt b b s s a s s s aesesanaesans 94

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida de Bacillus thUFINGIENSIS. ..........cccccueerviinirienenieese ettt 3
Figura 2. Ciclo de esporulacion de Bacillus thuringiensis. ...........cccoceeevereeseenieneenenessienieseeneens 4
Figura 3. Imagen de microscopia electronica de transmision de una cepa de Bacillus

thuringiensis en estado de eSPOTANGIO. ......coeeviriiiiiiiie e e 5
Figura 4. Estructura tridimensional de 1a proteina Cry.......c..ccoceveriniiiinienienineeeneeeseeeee 7

Figura 5. Esquema del modo de accién de B. thuringiensis en el intestino medio de un insecto

SEINISIDIE. ...t b et b e h e b s he et s bt e anesreenee b 8
Figura 6. Ciclo de vida de Aedes GEGYPLi.......cccuevuiieeeiinieiesiieieseseee st 18
Figura 7. Pruebas bioquimicas para verificar el fenotipo de Bti. .........cccceceevereeveenineeneneeeene. 47
Figura 8. Micrografia 6ptica en contraste de fases de un cultivo de Bti (1000X).........ccccceueeee. 48

Figura 9. Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en medio de cultivo

Lo70) 018 o) 17t 21 49

Figura 10. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC1 compuesto por Concentrin 21® y

Figura 11. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC2 compuesto por Concentrin 21® y
TNIELAZA. ...ttt bbbt bbbt et e b bt et e bt eaee bt sae et e 53
Figura 12. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC3 compuesto inicamente por

(070 0 Lot =) o 15 8 0 U2/ O 54

Figura 13. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC4 compuesto por Concentrin 21®,
MELAZA ¥ SALES. ...ttt sttt ne e 56

Figura 14. Fotografias de la vinaza vieja sometida a calor hasta peso constante. .................... 64

viii


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064554
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064556
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064556
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064557
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064559
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064560
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064561
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064566
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064566
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Roxana%20Gajardo/Escritorio/TEG%20Irene/TEG%20DEFINITIVA%20Irene%2003-05-16.docx%23_Toc450064567

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicidn de la melaza de cafia de aZUCAT. ......oerereereeneeereenseeseiseeseessessessersesseesessessesees 14
Tabla 2. Composicion promedio del Concentrin 21®. . ... 14
Tabla 3. ComposiciOn de 12 VINAZA.. ..o sessssesssssssssssesssssssesssesssesssssssssssssssssssssssssssssesssessas 15
Tabla 4. Componentes del Medio ABOD. ... ssssssssssssssssssnes 37

Tabla 5. Componentes de dos formulaciones de Medio con Subproductos Agroindustriales .38

Tabla 6. Componentes de Medios de Cultivo con Subproductos Agroindustriales..........ccoccee.. 38
Tabla 7. Componentes del Medio Luria Bertani (LB) ....ccnencnenensseeseessessesseseessessessessesees 39
Tabla 8. Componentes del Medio COlUMDIA ... sssssssssssssssssssssssesnes 40

Tabla 9. Pruebas bioquimicas realizadas sobre la cepa de Bacillus thuringiensis var.
ISTACLEIISIS cuueurrueuesreiresser s AR R 47

Tabla 10. Parametros cinéticos obtenidos a partir de la fase exponencial de crecimiento de Bti

Tabla 11. Crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en dos formulaciones con
subproductos agroindustriales, ST ¥ S2 ...t ssssssesans 51

Tabla 12. Parametros cinéticos obtenidos a partir de la fase exponencial de crecimiento de Bti



Tabla 17. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza ajustando el

Tabla 18. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza hervida.... 59
Tabla 19. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza hervida
QJUSTANAO @ PH 7ottt et s st bbb bR s bR bbb bbb 60
Tabla 20. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza nueva
QJUSTANAO €l PH @ 7 ottt ettt s bbb R e R e R 61
Tabla 21. Resumen de los titulos de Bti obtenidos en diferentes medios de cultivo ................ 62
Tabla 22. Anilisis de vinazas suministrados por el LCG, del Instituto de Ciencias de la Tierra,
UGV ettt ettt ess s s s b s SR EES£ 4R £ R £ AR R R R AR 63
Tabla 23. Peso seco constante de la vinaza (60 °C / 72 h) ccoeneeneenmeeneesseeesesesseessessseesssesssessseeseeens 64

Tabla 24. Aporte de cada elemento en el medio S1 con vinaza (20 % v/v) y en el medio A80.

Tabla 25. Titulos de esporas de Bti en los diferentes medios y concentracién de esporas
inoculadas en el bio€NSAY0 CON AE. AEGYPL...cwueernrerreesreeeseernsessessseesssesssssssesssesssssssssmssssssssssssssssssessssesns 68
Tabla 26. Mortalidad de larvas de Ae. aegypti en bioensayos para evaluar la toxicidad de Bti69
Tabla 27. Titulos de Bti a partir del homogenato de larvas muertas de Aedes aegypti en los

DEOBIISAY S ..cuvvueereereesreeseseessee s esse e se s s s s R AR E AR R R R E e 70



INDICE DE ABREVIATURAS

Bt: Bacillus thuringiensis

Bti: Bacillus thuringiensis var. israelensis
Btk: Bacillus thuringiensis var. kurstaki
Ae. aegypti: Aedes aegypti

MC1: Medio de Cultivo 1

MC2: Medio de Cultivo 2

MC3: Medio de Cultivo 3

MC4: Medio de Cultivo 4

$1: Medio Subproductos 1

$2: Medio Subproductos 2

LB: Medio Luria-Bertani

UFC: Unidades Formadoras de Colonias
PCR: Reaccion en Cadena Polimerasa
DLso: Dosis letal 50

CLso: Concentracidn letal 50

CL9go: Concentracién letal 90

Tg: Tiempo generacional

Mmax: Velocidad maxima de crecimiento
esp: Esporas

cél: Células

Ib: Libras

% p/Vv: Porcentaje peso-volumen

% v/v: Porcentaje volumen-volumen

pen: Penicilina resistente
stps: Estreptomicina sensible
hem+. Hemdlisis positiva
pm: Micrometros

kDa: Kilodalton

pg: Microgramo

mL: Mililitro

LCG: Lab. Cromatografia Gaseosa
ng: Nanogramo

rpm: Revoluciones por minuto
UV: Ultravioleta

h: Horas

Ca: Calcio

Fe: Hierro

Mg: Magnesio

C: Carbono

N: Nitrégeno

Zn: Zinc

Mn: Manganeso

K: Potasio

Cl: Cloro

0: Oxigeno

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

Xi



RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva capaz de formar un cristal
paraesporal que contiene 6-endotoxinas, también llamadas proteinas Cry, las cuales son
toxicas para insectos. Por su efectividad y especificidad, B. thuringiensis var. israelensis (Bti)
muestra efectos entomopatogenos sobre Aedes aegypti, vector principal del dengue, fiebre
amarilla, fiebre chikungunya, entre otras enfermedades, tanto en Venezuela como en el
mundo. Por esta razdn, se hacen atractivas las investigaciones sobre las formulaciones y
optimizacién de la produccion de esta bacteria, como una estrategia de control biolégico. Este
trabajo tuvo como objetivo principal desarrollar un medio de cultivo a partir de subproductos
agroindustriales (Melaza, Vinaza y Concentrin 21®), que permitiera el crecimiento de Bti, y la
obtencion del complejo espora-cristal. Luego, se pretendié6 evaluar la actividad
entomopatogénica de Bt mediante bioensayos contra larvas de Ae. aegypti. Se obtuvo un titulo
de esporas por el orden de 108 esp/mL en los medios de cultivo donde se utiliz6é s6lo melaza y
Concentrin 21®. Estos titulos fueron comparables a los obtenidos en el control con el medio
A80. Los medios que presentaban vinaza en su composicion presentaron titulos por el orden
de 105 esp/mlL, por lo que no fueron utilizados para los bioensayos con Ae. aegypti. Los
bioensayos mostraron una mortalidad del 99 % en las larvas para los medios de cultivo que
contenian s6lo melaza y Concentrin 21®. Concluyendo, que la melaza como fuente de carbono
y energia, y el Concentrin 21® como fuente de nitrogeno, pueden ser utilizados como
constituyentes dentro de formulaciones para el crecimiento de Bti, ya que demostro eficacia a
través de la obtencién de altos titulos bacterianos y de altos porcentaje de mortalidad en
larvas. Por el contrario, la vinaza no se recomienda como sustituyente aportador de fuente de
sales en el crecimiento de Bti. Los bioensayos demostraron que efectivamente Bti actiia como

bioinsecticida para el control de Ae. aegypti

xii



INTRODUCCION

1. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) fue aislada por primera vez en Jap6n por Ishiwata en 1901, en
larvas enfermas del gusano de seda, Bombyx mory (Lepidoptera, Bombycidae) causandole una
enfermedad que él llamo, la enfermedad de sotto. En 1915, Berliner, en Alemania, aislé la
primera bacteria a partir de larvas del Lepidoptero Anagasta kuehniella (Lepidoptera,
Pyrallidae), la palomilla de la harina del Mediterraneo. La denominé Bacillus thuringiensis, en
honor a la regi6on alemana de donde la aislé: Thuringia (Sansinenea, 2012). Hoy en dia,
Bacillus thuringiensis es reconocida en todo el mundo como Bt por sus propiedades

insecticidas.

Dentro de las caracteristicas de Bt, se conoce que es una bacteria Gram-positiva,
morfologicamente relacionada con Bacillus cereusy Bacillus anthracis (Helgason et al., 2000).
Bt es de flagelacion peritrica, que mide de 3 a 5 pm de largo por 1 a 1,2 pm de ancho y que
posee la caracteristica de desarrollar esporas de resistencia elipsoidales que no provocan el
hinchamiento del perfil bacilar (Gordon, 1989). Se encuentra de forma natural en suelo y
plantas. Se caracteriza por ser altamente cosmopolita y por la produccién de un cuerpo
paraesporal o cristal conformados por una o varias toxinas denominadas 6-endotoxinas
(Martin y Travers, 1989; Chak et al, 1994; Bernhard et al., 1997; Bravo et al., 1998). Estas
toxinas se destacan por presentar actividad biocida contra gran variedad de artrépodos como
lepidopteros, dipteros, coledpteros, himendpteros, homopteros, y acaros, (Sauka y Benitende,
2008), entre otros, asi como organismos de otros Phyla como nematodos, trematodos y

protozoarios (Feitelson, 1993).



Bacillus thuringiensis carece de la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa por lo que no se
completa el ciclo de Krebs, en su lugar se realiza el ciclo del &cido aminobutirico, dando como

producto el succinato que retoma al ciclo de Krebs (Aronson, 1976).

B. thuringiensis puede ser facilmente observada por microscopia 6ptica de contraste de
fases, pudiéndose distinguir claramente los esporangios conteniendo las esporas elipsoidales
de alta refringencia y cuerpos cristalinos con menor indice de refraccién y muy variada
morfologia. Del cuerpo cristalino se han descrito morfologias bipiramidales, cuboidales,

ovales, cuadrados, rectangulares, circulares, punteados y amorfos (Cerén, 2004).

Bt es un microorganismo anaerobio facultativo, quimioorgandtrofo y con actividad de
catalasa (Sneath, 1986). En medios de cultivo convencionales las colonias de Bt se observan
en forma circular con bordes irregulares, perfil plano, color marfil claro, con aspecto harinoso
y ceroso. El didmetro que alcanza en la placa depende de la densidad de colonias que posee

(Maduell, 2007).

1.1 Ciclo de Vida y Esporulacion

Durante su ciclo de vida, Bt presenta dos fases principales, la fase de crecimiento
vegetativo y la fase de esporulacion (figura 1). En la fase de crecimiento vegetativo, las
bacterias se duplican por biparticiéon cada 30-90 min, dependiendo del medio de cultivo, y la
fase de esporulacion, la cual es un proceso de diferenciacion de bacteria a espora. La
esporulacion es inducida, principalmente, por una pauperizacién de los recursos nutritivos
presentes en el medio. El proceso dura entre 6 y 8 horas e induce toda una serie de cambios
morfoldgicos y fisioldgicos remarcables que culminan en la produccién, a partir de una sola
célula, de dos compartimentos bien definidos: el esporangio, que encierra el segundo

compartimento, la espora (Errington, 1993).
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Figura 1. Ciclo de vida de Bacillus thuringiensis. 1: La bacteria se encuentra en forma de espora hasta encontrar
nutrientes para su germinacion, 2: Inicia la germinacién de la espora por el favorecimiento de las condiciones del
medio, 3: Comienza la duplicacién por fisién binaria, 4: Formacién de la espora (s) y del cristal (c), 5: Lisis de la
bacteria y liberacién del cristal y la espora, 6: Por falta de nutrientes, la bacteria entra en fase esporulativa y se
mantiene en estado de latencia. Tomado de: www.meddep.gouv.qc.ca/pesticides/virus-nil/bti/fig3.png

Siete etapas definen los cambios morfolégicos que ocurren durante la esporulaciéon de Bt
(figura 2). Durante la primera etapa, se presenta el DNA en forma de filamento axial. En la
segunda etapa ocurre mitosis asimétrica que permite la formacion de dos tipos de célula: la
preespora y el esporangio (Reyter, 1965). En la tercera etapa, ocurre el envaginamiento de
una de las formaciones asimétricas en un polo de la célula dando lugar a la formacién de una
incipiente membrana de la espora. El cristal, en Bt, comienza a ser visible en esta etapa.
Durante la fase IV surge la pared primordial de la célula y se forma el cértex entre la
membrana interna y externa. En la fase siguiente (Estadio V) se forman las capas de la
cubierta de la espora, la cual es rodeada completamente por el exosporio. Todas las
caracteristicas de resistencia, fisicas y quimicas, de la espora son debidas a estas dos capas
protectoras. En la fase VI, la espora termina de madurar y en Bt el cristal ha llegado a su
tamafio maximo. La etapa final permite la liberacién de la espora gracias a la lisis del

esporangio (Estadio VII) (Errington, 1992; Stratiger y Losick., 1996).
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Figura 2. Ciclo de esporulacion de Bacillus thuringiensis. Tomado de:
http://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/images/09espo2.gif

1.2 Cristal Paraesporal

La caracteristica primordial que define a la especie Bacillus thuringiensis (Bt) es la
presencia de un cuerpo paraesporal, llamado cristal, responsable de la actividad téxica. Estos

cristales pueden presentar distintas morfologias y formas, como se mencion6 anteriormente.

Los cristales de Bt pueden ser degradados por la accién de los microorganismos del suelo
(West et al.,, 1984) y, al igual que sus esporas, también pueden ser inactivados por la accién de
la luz ultravioleta (Pusztai et al,, 1991; Liu et al, 1993). El cristal parasporal se ubica en el
interior del esporangio y, por lo general, fuera del exosporio de la espora, y ambos son
finalmente liberados tras la lisis celular (Sauka y Benitende, 2008) (Figura 3). Los cristales

producidos por Bt se solubilizan a pH alcalino (Gringorten et al., 1992). También se requiere



un medio ambiente reductor ya que los puentes disulfuro son abundantes en la mitad C-

terminal de las proteinas de 130 kDa (Knowles, 1994).

Figura 3. Imagen de microscopia electronica de transmisidon de una cepa de Bacillus thuringiensis en estado de
esporangio. C: cristal paraesporal; E: espora. Barra, 0,5 mm. Tomado de Sauka y colaboradores (2008).

Dicho cristal es producido hacia el final de la fase de esporulacion llegando a constituir
alrededor de un 30 % del peso total del microorganismo (Lambert y Peferoen, 1992). Ademas
de la -endotoxina Bt posee la capacidad de producir otra serie de factores como la alfa y beta
exotoxinas, asf como varias enzimas del tipo quitinasas, fosfolipasas y proteasas, las cuales
aparentemente estdn soportando la patogenicidad de células vegetativas durante la

colonizacion del hospedero (Lambert y Peferoen, 1992).

Existen dos familias de §-endotoxinas: las proteinas Cry (Crystal) y Cyt (Cytolitic) (Juarez,
2004). Las proteinas Cry son cualquier proteina paraesporal de Bt que muestre un efecto
toxico hacia algiin organismo, verificable por medio de bioensayos o cualquier proteina que

muestre similitud con las actuales proteinas Cry (Bravo, 2004).



1.3 Proteina Cyt

Las proteinas Cyt no presentan homologia a nivel de secuencia primaria, ni terciaria con las
toxinas Cry. La estructura tridimensional de las toxinas Cyt presentan un solo dominio en el
cual las capas externas son a-hélices envolviendo a estructuras de B-plegada. Algunos datos
indican que estas proteinas también afectan la permeabilidad de la membrana plasmatica de
las células del intestino (Bravo, 2004). La toxina Cyt1A se agrega en la superficie de la célula
blanco pero no en solucién, justo antes de unirse a la superficie de la célula. La a-hélices Ay C
estdn involucradas en la interaccién con la membrana y también en la interaccién molecular
(Gazit y Shai, 1993). Cuando se expresa independientemente la toxina Cyt, su actividad
biocida en larvas de dipteros es muy baja (Crickmore et al., 1995). La alta efectividad de la
cepa Bacillus thuringiensis var. israelensis que contiene toxinas Cry y Cyt y la ausencia de
insectos resistentes a esta mezcla de toxinas se debe a este fenémeno de sinergismo entre las

toxinas Cry y Cyt (Bravo, 2004).

1.4 Proteina Cry

La proteina Cry estd compuesta por tres dominios estructurales discretos (Figura 4). El
dominio I estd formado por siete estructuras a-hélice anfipaticas, donde una hélice central,
hidrofébica, esta rodeada por las otras seis. Se propone que participa en la formacién de poro
en la membrana de las células del intestino del insecto susceptible. El dominio II esta formado
por tres laminas de estructuras § en antiparalelo y participa en la interaccién con el receptor
siendo asi un determinante muy importante de la especificidad. Finalmente, el dominio III es
un B-sandwich que también parece estar involucrado en especificidad y que participa en la

proteccién a proteasas. Las proteinas Cry causan la muerte de las células epiteliales al



inactivar el sistema que mantiene el gradiente de pH y por citélisis osmética (Knowles y Ellar,

1987).

Figura 4. Estructura tridimensional de la proteina Cry.
Tomada de: De Maag et al. (2001)

En 1989, Hofte y Whiteley propusieron una nomenclatura y clasificaciéon de las proteinas
Cry basados en la similitud de su secuencia de aminoacidos y el rango de especificidad. En
esos afios, las proteinas Cry I, Cry II, Cry Il y Cry IV eran las especificas contra lepiddpteros,
lepidopteros-dipteros, coledpteros y dipteros, respectivamente. Las clases V y VI, activas
contra nematodos, fueron consideradas posteriormente en la clasificacion por Feitelson y
colaboradores en 1992. En 1998, Schnepf y colaboradores propusieron una nueva
clasificacién basada solamente en la similitud de secuencias primaria entre las proteinas Cry.
La nomenclatura actual de las toxinas Cry las agrupa como: 1. Proteinas téxicas a lepidépteros
grupos Cry1, Cry2 y Cry9; 2. Toxinas activas contra coledpteros grupos Cry3, Cry7 y Cry8; 3.
Proteinas con actividad dual grupos Cry1B y Cryll; 4. Proteinas con actividad nematicida,
grupos Cry5, Cry12, Cry13 y Cry14; 5. Proteinas toxicas a dipteros, grupos Cry2, Cry4, Cry10,

Cry11, Cry16, Cry17, Cry19 y las Cyt.



1.5 Modo de accion de la Proteina Cry

La actividad de la 5-endotoxina esta confinada al tracto digestivo de los insectos, es decir,
para que las protoxinas de B. thuringiensis tengan efecto, el insecto debe ingerir el cristal. El
organo blanco de las toxinas de B. thuringiensis es el intestino medio del insecto, el cual es un
epitelio tubular simple cuya arquitectura domina su interior. En la Figura 5 se representa

esquematicamente el modo de accién de Bt.

Tubo digestivo

o il |
—

Hemocele

Figura 5. Esquema del modo de accién de B. thuringiensis en el intestino medio de un insecto sensible. En la
fase 1, el cristal llega al intestino del insecto y por la accién de proteasas (2) es activada la toxina (3). La toxina
activa hace contacto con receptores especificos de las células del epitelio del intestino del insecto (4). La adhesion
de la toxina a la membrana plasmatica crea poros (5) que inducen el desequilibrio osmético (6) hasta producir la
lisis celular (7). Cortesia de Dr. J. O. Lacoursiere y Dr. ]. Boisvert, Université du Québec a Trois-Revieres. Tomado de
www.meddep.gouv.qc.ca/pesticides/virus-nil/bti/fig5.png

Los receptores especificos para la §-endotoxina estan localizados en la membrana apical de
la célula globular, cuya disrupcién trae como resultado la formacién de un poro, es decir, la
interaccion entre la proteina y su receptor lleva a un desbalance osmético, que resulta en el
intercambio de iones y de agua, y con ello la lisis celular (Tanada et al, 1993). Otra
caracteristica importante es que el intestino de los insectos susceptibles tiene un pH del fluido
lumenal de aproximadamente 12; una condicién que se requiere para la disolucién del cristal;

usualmente soluble s6lo sobre pH 9.5 (Ananda et al., 1996). Cabe destacar que los sitios de



recepcidon difieren entre las endotoxinas y esto puede explicar las variaciones en la

especificidad de insectos sensibles a las diferentes subespecies de B. thuringiensis.

Las toxinas Cry aumentan la permeabilidad de la microvellosidad apical a cationes,
aniones, agua y moléculas de mayor tamafo (Bravo, 2004). Causando que se colapse la
diferencia de potencial y por tanto se pierda la fuerza motriz que dirige la entrada de
aminoacidos al interior celular, asi como la redistribucion de los cationes entre el lumen y el
citoplasma. Se considera que el efecto mas devastador de este proceso es la alcalinizacién del
citoplasma, ya que esto interfiere con el metabolismo celular normal, y causa como
consecuencia final la destruccién del epitelio intestinal. Una vez que las células columnares y
calciformes se destruyen, las esporas de Bt tienen acceso a la hemolinfa, medio en el que
proliferan (Bravo, 2004). Finalmente, eliminada la barrera entre el intestino y el hemocele, se
produce una disminucién del pH en el intestino y un incremento del pH en el hemocele, lo cual
conlleva a la germinaciéon de las esporas y multiplicacién de las células vegetativas de B.
thuringiensis en el hemocele (Schnepf et al., 1998; De Maagd et al.,, 2001) y la proliferacién de
bacterias en la hemolinfa. La muerte de las larvas ocurre por inanicién y septicemia. Entre los
sintomas presentados por las larvas susceptibles se encuentran: cese de la ingesta de
alimentos, la paralisis del intestino y partes bucales, vomito, diarrea, paralisis total y
finalmente la muerte (Gupta et al, 1985; Aronson et al., 1986). Estos cristales son capaces de
producir la muerte de larvas sensibles entre los 6 minutos y 12 horas posteriores a su

ingestion (Luthy y Studer, 1986; Sutherland y Khoo, 1987)



1.6 Condiciones de crecimiento de Bt

El crecimiento de Bt se lleva a cabo normalmente a un rango de temperatura entre 27 °Cy
33 °C. Sin embargo, la produccién 6ptima de endotoxina ocurre a los 30 °C; a mas de 45 °C se
produce una disminucién en la produccion de los cristales, y por ende en una baja actividad
insecticida (Carrera, 2009). A menos de 20 °C se produce una disminucién en la velocidad de
crecimiento de la bacteria (Abarca et al, 1992). Por su parte, el pH es un parametro
importante y es necesario ajustar los medios de cultivo para mantener este parametro en un
valor mayor a 5.0. El crecimiento se favorece en un pH entre 5.6 y 8.5 (Gutiérrez, 1993). El pH
inicial debe estar entre 6.8 y 7.2, durante las primeras 8 a 12 horas. Posteriormente, el pH
decrece a 5.8; dada la liberacion acetato consecuencia del metabolismo de Bt. Cuando el
acetato es consumido, el pH se incrementa lentamente. Al final del proceso en el medio de
cultivo el pH oscila 7.5 y 8.0 (Fernandez y Larrea, 2002). Las altas velocidades de aireacion
son esenciales para la formaciéon de espora y toxina (Dulmage, 1981; Zamola et al, 1981;

Arcas et al.,, 1987).

1.7 Requerimientos Nutricionales de Bt

Es necesario formular un medio de cultivo apto para el crecimiento, esporulaciéon y
formacidn de los cristales de Bt, pues de ello depende la calidad téxica del cristal (Mercado et
al., 1998). El medio de cultivo empleado debe contener una fuente de carbono que suministra
la energia para los procesos anabblicos, una fuente de nitrégeno y sales minerales, para el

crecimiento, esporulacidn y sintesis de las endotoxinas (Escobar et al., 2004).

Como componente que aporta la fuente de carbono en un medio se emplean la glucosa,
fructosa, almidones y melazas (Pefialver, 2005; Anderson, 2011; Garcia, 2014). La ausencia de

carbohidratos metabolizables causa una defectuosa esporulaciéon y formacion de la protoxina
10



(Escobar et al, 2004). En el caso de las fuentes de nitrégeno, se ha reportado que este
microorganismo requiere de aminoacidos esenciales y otras formas organicas de nitrégeno
las cuales pueden ser la harina de maiz, trigo, pescado, soya, extracto de levadura y caseina
(Gutiérrez, 1993). Los microelementos que deben agregarse son el calcio, potasio, manganeso,
hierro y magnesio (Palacios, 1993). En un proceso aerdbico, como en el caso de Bt, el oxigeno
es un suministro clave. Debido a la baja solubilidad del oxigeno en soluciones acuosas, la
transferencia continua de este elemento de la fase gas a liquido para mantener el metabolismo

oxidativo de las células es decisiva (Amicarelli et al., 2006).

1.8 Cultivo en Batch de Bt

Un microorganismo s6lo crecerd en un medio de cultivo si contiene todos los nutrientes
necesarios en una forma disponible y si los factores ambientales son adecuados. En un cultivo
en batch o cultivo por lotes, el microorganismo crece a partir de una limitada cantidad de
medio hasta que se agota un nutriente esencial o se acumulan productos téxicos, hasta niveles
que inhiben el crecimiento. En estos cultivos, los nutrientes no se renuevan y, por
consiguiente, el crecimiento es exponencial s6lo durante unas pocas generaciones (Tortora et

al, 2007).

En un cultivo en batch o cultivo por lotes de Bt, el aumento en la masa celular, como
consecuencia del cambio en el nimero de células por unidad de tiempo (Umsx), permite
establecer una curva tipica de crecimiento en la que se pueden observar las diferentes fases
de la misma. Inicialmente, se tendra la fase de latencia, en la cual las bacterias se adaptan al
medio donde fueron inoculadas. Esta fase no siempre existe, y su presencia dependera del
medio donde se haya cultivado el pre-inoculo. Luego, en la fase exponencial, las células

comienzan a dividirse a su velocidad maxima (pumsx), y su tiempo de generacién, que es el
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tiempo en el cual toda la poblacién se duplica, llega a un minimo constante (Tortora et al,
2007). Durante la fase exponencial, a nivel experimental relacionando el incremento de la
biomasa a través del tiempo, puede calcularse la pumsx como la pendiente de la curva que se
genera. El crecimiento de Bt, y por ende la pendiente de la curva (pms), depende
principalmente de la composicion y concentracion del medio de cultivo, presencia de
inhibidores, temperatura, pH, la biomasa producida y el tiempo de generacién. Finalmente, el
crecimiento cesa, ya sea por agotamiento de nutrientes, por acumulacién de producto
inhibitorio o algiin cambio en el ambiente fisicoquimico. Esta etapa se conoce como fase

estacionaria, durante la cual la biomasa permanece constante (Ramirez et al., 2010).

En el desarrollo de un bioinsecticida con base en Bt, la fase estacionaria es muy importante.
Durante esta fase las células vegetativas pasan a la fase esporulativa, por lo que se espera
ocurra la formacién del complejo espora-cristal. Es por tanto, de real interés debido a que

dichos cristales contienen la toxicidad que le confiere a Bt la caracteristica de bioinsecticida.

1.9 Formulacion de Medios de Cultivo

La optimizacién de un medio de cultivo es un factor fundamental para incrementar tanto el
rendimiento como la productividad en un proceso de fermentacion. Este tipo de desarrollo
permite realizar escalamientos a nivel industrial que usualmente suelen requerir de gran
inversion monetaria. La utilizacion de Bt como insecticida requiere de formulaciones de

medios de cultivo 6ptimos que permitan el correcto crecimiento de la bacteria.

En este sentido, la formulacién de medios de cultivo con subproductos agroindustriales es

una estrategia para la disminucion de los costos al momento de realizar el escalamiento a
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nivel industrial. Para ello, se tendra que satisfacer el suministro con una fuente de carbono

adecuada, una fuente de nitrégeno y requerimientos minerales (Maldonado, 1994).

El papel de Bt en la naturaleza ha sido una pregunta que quizas se han venido planteando
un gran nimero de investigadores en todo el mundo. Desde principios de la década de 1920,
con el desarrollo de los primeros intentos de emplear este microorganismo como estrategia
de control de una plaga agricola (Ostrinia nubilales, plaga de los cereales), en el sureste
Europeo (Frankenhuyzen, 1993). Por lo que existe interés por encontrar aislamientos con
nuevas y mejores actividades, asi como de mejorar las formulaciones de productos
comerciales existentes, y de generar productos de ultima generacion. La formulacion de
medios de cultivo para el crecimiento de B. thuringiensis debe tener en cuenta los
requerimientos necesarios para el desarrollo del complejo espora-cristal, el cual es el factor

de interés para su utilizacién como insecticida.

Dentro de los subproductos agroindustriales que se han usado en el disefio de medios de
cultivo para Bt se encuentran el agua de maceraciéon de maiz y la melaza (Brazén, 1998), y
Concentrin 21® (Pefialver, 2005), suero de leche y almidon (Iggen et al., 2002), lodos de aguas
residuales (Vidyarthi et al., 2002), harina de pescado (Zouari et al., 2002), haba de soja (Yezza

et al., 2005), entre otros.

Entre los sustitutos de la glucosa, usados con mayor frecuencia como fuente de carbono, se
encuentra la melaza. Este jarabe o liquido denso y viscoso, es una mezcla compleja que
contiene sacarosa, azucar invertido, sales y otros compuestos solubles en alcali, que
normalmente estan presentes en el jugo de cafia localizado, asi como los formados durante el
proceso de manufacturaciéon del aztcar (Penalver, 2005). La composicién porcentual de la

melaza se encuentra en la Tabla 1 (Vega et al,, 2008).
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Tabla 1. Composicion de la melaza de cafia de aziicar. Tomado de Vega y colaboradores (2008)

AGUA 20
SACAROSA 35
GLUCOSA 7
LEVULOSA 9
OTRAS SUSTANCIAS REDUCTORAS
OTROS CARBOHIDRATOS 4
CENIZAS 12
COMPUESTOS NITROGENADOS 4,5
COMPUESTOS NO NITROGENADOS 5
CERAS, ESTEROIDES Y ESTEROFOSFOL{PIDOS 0,4

Por su parte, el Concentrin 21® es una mezcla deshidratada de agua de maceracién de maiz

y germen desgrasado de maiz (Ver composicién en Tabla 2), que se ha usado en
formulaciones de medios de cultivos para Bt como fuente de nitrégeno en sustitucion del

extracto de levadura (Pefialver, 2005).

Tabla 2. Composicién promedio del Concentrin 21®. Tomado de Pefialver (2005).

HUMEDAD 5.30 2.03
CENIZAS 1.16 0.78

GRASAS 4.70 5.30

FIBRA CRUDA 9.05 15.87
PROTEINAS (NITROGENO) 20.62 23.75
CARBOHIDRATOS 58.54 52.70

De igual manera, la vinaza es un subproducto agroindustrial que ha sido utilizada como
fuente de sales en la formulaciéon de un medio de cultivo para el crecimiento de Bt (Pefialver,
2005). La vinaza se origina durante la destilacion del alcohol a partir de la melaza de cafia de
azucar y es producido por Ron Santa Teresa C.A., Edo. Aragua, Venezuela. La composicion de

la vinaza se encuentra reflejada en la Tabla 3.
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Tabla 3. Composicién de la Vinaza. Tomado de Pefialver (2005).

SOLIDOS TOTALES 11.63
MATERIA ORGANICA 11.00
NITROGENO TOTAL (N) 0.18
ANHIDRIDO FOSFORICO (P20s) 0.04
OXIDO DE POTASIO (K20) 1.01
OXIDO DE CALCIO (Ca0) 0.22
OXIDO DE MAGNESIO (Mg0) 0.10

AZUFRE (S) 0.0046

HIERRO (Fe) 0.0005
MANGANESO (Mn) 0.001

AGUA 88

1.1 Bacillus thuringiensis como control bioldgico

El control bioldgico se define como el uso de microorganismos capaces de combatir efectos
no deseados de plagas en los cultivos agricolas y en salud publica (Martinez, 2005). Se
considera entonces como una aplicacién natural, cuando se refiere a la accion de los enemigos
biolégicos sin la intervenciéon del hombre (Carrera, 2009). Entre los agentes microbianos
utilizados dentro de esta estrategia se encuentran los virus, bacterias, hongos, protozoos y

nematodos (Maduell, 2007).

Bt es comunmente utilizado hoy en dia como control de plagas por sus claras ventajas
sobre insecticidas quimicos, como alta especificidad, inocuidad sobre el medio ambiente y
lento desarrollo de resistencia (Ochoa et al, 2009). Las células esporuladas y cristales de Bt
pueden producirse con métodos convencionales, haciéndolas competitivas en costo con
relacion a los insecticidas quimicos (Gallegos, 1985). Actualmente, el potencial de Bt se ha
reconocido ampliamente alrededor del mundo, de tal forma que las industrias en muchos

paises producen una o mas formulaciones, principalmente con la subespecie kurstaki (Btk),
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usada en el control de insectos lepiddpteros, y con la subespecie israelensis (Bti) contra

dipteros.

2. Aedes aegypti

Aedes aegypti es un insecto que se encuentra distribuido en todo el mundo, donde las
larvas y pupas siempre son acuaticas (Faust et al., 1974). Este diptero figura entre los vectores
de enfermedades importantes de los miembros de la subfamilia Culicidae (Porter et al., 1993).
B. thuringiensis var. israelensis se presenta como una alternativa atractiva para el control de A.
aegypti, pues tiene la capacidad de causar septicemia a la fase larval del insecto entre el tercer
y cuarto estadio, mediante la apertura de poros en la membrana de las células del epitelio

intestinal.

Entre las enfermedades transmitidas por este vector se encuentran el dengue, la fiebre
hemorragica, la fiebre amarilla, la Chikungunya y actualmente el virus Zika, las cuales
representan un serio problema de salud publica en todo el mundo, con un nimero de
personas infectadas cada afio entre 50 y 100 millones en mas de 100 paises (OMS, 2013). La
incidencia del dengue ha aumentado exponencialmente en los ultimos 35 afios a escala
mundial (Armas et al., 2008). Segin una estimacién reciente, se producen 390 millones de
infecciones por dengue cada ano (intervalo creible del 95 %: 284 a 528 millones), de los
cuales 96 millones (67 a 136 millones) se manifiestan clinicamente (cualquiera que sea la
gravedad de la enfermedad) (Bhatt et al., 2013). Hasta Junio del afio 2015 se contabilizaron en

Venezuela, 12.596 casos de dengue, 13.128 casos de infectados por Chikungunya y 60.933

casos de Malaria segin la Sociedad Venezolana de Salud Publica y la Red Defendamos la
Epidemiologia (Fuente: La Razén).
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Las enfermedades causadas por la picada al hombre de Ae. aegypti, pueden en algunos
casos, cursar en forma asintomatica, o producir sintomas en comin como fiebres elevadas
(40 °C), dolor de cabeza intenso, dolores musculares y articulares, nauseas, vomitos,
agrandamiento de ganglios linfaticos y/o salpullido, todo esto, dentro de un periodo de
incubacién de 4 a 10 dias después de la picadura de un mosquito infectado. Destacandose
entre estos sintomas, fuertes dolores musculares y articulares que pueden ser recurrentes en

el caso de la fiebre Chikungunya (Periago et al,, 2007).

2.1 Ciclo de vida Aedes aegypti

El ciclo de vida de Ae. aegypti dura entre 15 y 30 dias (Figura 6). Los huevos son
fecundados durante la postura y el desarrollo embrionario se completa en 48 horas, si el
ambiente es humedo y calido, pero puede prolongarse hasta cinco dias con temperaturas mas

baja. Los huevos eclosionan en un lapso de 2 a 3 dias (Montero, 2009).

Las larvas que emergen inician un ciclo de 4 estadios larvales y son exclusivamente
acuaticas. La fase larval es el periodo de mayor alimentacién y crecimiento. La duracién de
esta etapa depende de la temperatura, la disponibilidad de alimentos y la densidad de larvas
que ocupan el espacio. En condiciones éptimas, con temperaturas de 25 a 29 °C, el periodo
desde la eclosion hasta la pupacién puede ser de 5 a 6 dias. Los tres primeros estadios larvales
se desarrollan rapidamente, mientras que el cuarto demora mas tiempo con mayor aumento
de tamafio y peso. Las larvas de Ae. aegypti pueden diferenciarse a simple vista de las larvas
de otras especies por un sifén mas corto que el de la mayoria de los otros culicidos (Montero,

2009).

Las pupas no se alimentan y presentan un estado de reposo donde se producen

importantes modificaciones anatémico-fisioldgicas hasta la emergencia de los adultos. En esta
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fase, estos insectos reaccionan inmediatamente a estimulos externos tales como vibraciones y
se desplazan activamente en el espacio que ocupan. Las pupas se mantienen en la superficie
del agua debido a su flotabilidad. Este periodo dura de 1 a 3 dias en condiciones favorables,
con temperaturas entre 28 y 32 °C. La pupa tiene en la base del térax un par de tubos
respiratorios o trompetas que atraviesan la superficie del agua y permiten la respiracion. En
la base del abdomen poseen un par de remos, paletas o aletas natatorias que sirven para el

nadar (Montero, 2009).

Al emerger de la pupa, el insecto adulto permanece en reposo permitiendo el
endurecimiento del exoesqueleto y las alas. Dentro de las 24 horas siguientes a la emergencia
pueden aparearse iniciandose la etapa reproductora del insecto. La alimentacién sanguinea en
las hembras es necesaria como fuente de proteina para el desarrollo de los huevos. La
oviposicion generalmente, se produce hacia el final de la tarde. La hembra gravida es atraida
hacia recipientes oscuros o sombreados con paredes duras, sobre las que deposita sus huevos
y prefiere aguas relativamente limpias con poco contenido de materia organica (Montero,

2009).

HLEVO

Figura 6. Ciclo de vida de Aedes aegypti. El adulto pone los huevos en recipientes con agua donde estos
eclosionan. La larva se desarrolla y se convierte en pupa en el agua y de esta pupa emerge el adulto.
Tomado de: http://www.cenaprece.salud.gob.mx/programas/inte
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3. Bioensayos

El uso de bioensayos como medio de prueba para cuantificar la actividad insecticida de
preparaciones de B. thuringiensis fue reportado por Splittstoesser y McEwen (1961) y
posteriormente entre Dumalge et al. (1971) establecieron un método estandar para expresar

la actividad insecticida de este microorganismo utilizando un insecto blanco (Martinez, 2004).

Un bioensayo corresponde a la evaluacién del efecto de un estimulo determinado, ya sea
quimico o fisico, sobre una poblacién de organismos vivos. En forma mas especifica, un
bioensayo de insecticidas se puede definir como todo aquel experimento en donde se mide la
potencia de un producto usando como referencia una colonia estandarizada de insectos

(Busvine, 1971).

Un bioensayo con B. thuringiensis esencialmente mide la interaccidn entre un insecto
blanco especifico y la proteina evaluada. De acuerdo con esto, la respuesta mas facil de
observar en un insecto es la mortalidad y la expresion mas empleada de la actividad téxica de
un aislamiento de Bt es la concentracion letal medio o CLso. La CLso es un parametro que
indica la concentracién a la cual se origina la muerte del 50 % de la poblacidn de insectos
evaluados (Martinez, 2004). En bioensayos con dipteros el ingrediente activo se mezcla con el
agua en la cual se colocaran las larvas de la especie blanco, ya sean insectos de la familia

Culicidae (Mosquitos) o Simuliidae (Moscas negras) (Lacey, 1997).

En el caso de bioensayos de B. thuringiensis var. israelensis con dipteros, los factores como
instar evaluado, temperatura y pH del agua, densidad de larvas por recipiente, disponibilidad
de alimento y luminosidad, pueden alterar la actividad del producto evaluado (Becker y

Margalit, 1993). Respecto a los tiempos de evaluacion, estos van segun las variables que se
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estén midiendo. En el caso especifico de bioensayos con dipteros, la lectura se hace a las 24 y

48 horas (Rodriguez et al., 1993).

4. Analisis PROBIT

El analisis PROBIT proporciona los valores de diferentes concentraciones letales. En
general un bioensayo se registra tanto el nimero total de insectos evaluados (n) como el
numero de muertos (r). La informacidon resultante o dato, se expresa entonces como
proporcién (r/n) o como porcentaje (r/n)X100. De acuerdo con esto, se considera el método
de analisis PROBIT como el mas apropiado para evaluar este tipo de datos. Esta metodologia
permite evaluar las toxicidades del ingrediente activo y de los productos formulados con Bt,
realizar pruebas de significancia, establecer limites de confiabilidad y obtener la potencia

relativa entre diferentes productos (Frutos, 1996).
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ANTECEDENTES

1. INVESTIGACIONES INTERNACIONALES

1.1 Bt como control biolégico

El uso de Bacillus thuringiensis para el control de insectos se inicid en los afios 30 contra el
barrenador europeo del maiz, Ostrinia nubilalis (Lepidoptera, Pyrallidae). El primer producto
comercial sali6 en Francia en 1938 bajo el nombre de Sporeine®. En Estados Unidos se
comercializ6é por primera vez en 1957, bajo el nombre de Thuricide®. Desde entonces se ha
desarrollado la produccién en forma masiva en varios paises de todo el mundo (Whalon y

Wingerd, 2003).

En 1976, se aisld en la region de Negev, Israel, un bacilo de larvas del mosquito Culex sp., el
cual se design6 con el nombre de Bacillus thuringiensis var. israelensis (Goldberg y Margalit,
1977). Estavariedad mostro ser altamente efectiva para el control de plagas de salud publica,

como el diptero Aedes aegypti (Diptera, Culicidae), vector del dengue (Arcas, 1996).

En el 2006, Ibargutxi y colaboradores evaluaron concentraciones de 100 pg de toxina de
Bacillus thuringiensis por mililitro de dieta artificial, en larvas de Earias insulana. Estos
investigadores concluyeron que seis de las toxinas Cry estudiadas (Cry1Ca, Cry1Ea, Cry1Fa,
CrylJa, Cry2Aa, y Cry2Ab) no eran toxicas en absoluto para dichas larvas. Por su parte, las
proteinas CrylAa, CrylJa y Cry2Aa no causaron mortalidad, pero si causaron inhibicion
significativa en el crecimiento. Mientras que las toxinas CrylAb, CrylAc, Cry1Ba, Cry1Da,
Crylla y Cry9Ca si presentaron toxicidad frente a larvas de E. insulana. Los investigadores
calcularon los valores de la dosis letal 50 (CLso), definida como la cantidad minima de

microorganismos patégenos que producen la muerte al 50 % de la poblacién estudiada, en
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dos colonias de E. insulana. En la colonia proveniente de Egipto, las toxinas Cry9Ca y Crylla
variaron desde 0,39 hasta 21,13 pg/mlL, respectivamente. Adicionalmente, en la colonia de
insecto proveniente de Espana obtuvieron valores de CLso, para Cry9Ca y CrylDa, que
variaron desde 0,20 a 4,25 pg/mL, respectivamente. Los resultados indicaron que la potencia
relativa de las toxinas provenientes de Egipto fue mas alta para las proteinas Cry9Ca y
Cry1Ab, siendo ambas significativamente mas téxicas que CrylAc y CrylBa, seguido por
CrylDay finalmente Crylla. En la poblacion del insecto proveniente de Espaiia, Cry9Ca fue la

mas téxica, seguida en orden decreciente por CrylAcy Cry1Ba, y la menos téxica fue Cry1Da.

En el 2009, Ortegon y Carvajal evaluaron la efectividad del uso de la bacteria Bacillus
thuringiensis var. israelensis como control biolégico para larvas de Ae. aegypti, el principal
vector del dengue en Colombia. Ellos desarrollaron tres réplicas de pruebas in vitro, en cajas
de petri con 10 larvas de Ae. aegypti en cada una, a las cuales le aplicaron concentraciones de
0,01; 0,05; 0,10; 0,14 y 0,18 mg .L-1 de endosporas de la bacteria y las dejaron actuar por 24 h,
para determinar la concentracién adecuada a usar in situ. La concentracién obtenida de la
prueba in vitro la utilizaron en una prueba in situ con dos réplicas, aplicada en albercas
domiciliarias de 1000 L de agua cada una. Encontraron que la concentraciéon de 0,14 mg.L-1 de
endosporas produjo en 24 h una mortalidad promedia in vitro e in situ del 100 % y 98 %,
respectivamente. Concluyendo que la concentracion de B. thuringiensis var. israelensis puede

ser usado como alternativa de control para larvas de Ae. aegypti.

En el 2010, Da Costa y colaboradores seleccionaron cepas de B. thuringiensis que fueran
eficaces contra Ae. aegypti, a partir de una coleccién bacteriana que contenia 1.073 aislados
obtenidos en diferentes localizaciones del territorio brasileno. Para la determinacién de la

CLso y CLoo (cantidad minima de microorganismos patégenos que producen muerte al 90 % de
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la poblaciéon estudiada), los aislamientos fueron evaluados por bioensayos selectivos y
cuantitativos. De los 45 aislamientos bacterianos sometidos a los bioensayos selectivos, 13
causaron 100 % de mortalidad en larvas de Ae. aegypti. A partir del andlisis de toxicidad sobre
este insecto se hizo la seleccién de un conjunto de cepas que ellos concluyeron tienen el

potencial de ser utilizado en la formulacién de nuevos bioinsecticidas.

Galvis (2013) aisl6 a partir de muestras de suelo, 13 cepas nativas de B. thuringiensis
identificadas mediante medios selectivos y el sistema BBL CRYSTAL, disefiado para la
identificacion de bacterias aerobias Gram-positivas aisladas frecuentemente de muestras
clinicas, en la caracterizacion molecular utilizando cebadores especificos para la identificacion
de los genes cryl, cry2, cry3 y cry4. Ocho aislados presentaron el gen cry3 y dos aislados el gen
cry4. Estos dos ultimos aislados fueron utilizados por Galvis en un bioensayo en larvas de Ae.
aegypti para determinar su efecto téxico, mostrando que en el ensayo preliminar de toxicidad
el aislado BtUDES2 presenté una letalidad del 56,67 %. En la apreciacién de la concentracion

letal del mismo aislado, se determind una concentracion letal media de 11,4333 ng-mL! y
concentracion letal total de 17,1542 ng-mL?, lo que concuerda con lo propuesto por la OMS,

que dispone que los preparados B. thuringiensis var. israelensis tienen una CLs para larvas de

Ae. aegypti de aproximadamente 10 ng-mL! en agua.

Elleuch y colaboradores (2014), evaluaron nuevos aislados de B. thuringiensis con la
finalidad de buscar cepas originales activas contra dipteros y capaces de producir nuevas
toxinas que podrian ser utilizadas como una alternativa de la cepa H14 comercial (Btk). A
través de una caracterizacién bioquimica y molecular revelaron una notable diversidad entre

las cepas estudiadas. Utilizando el método de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
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detectaron los genes cry40 y cry54 en cuatro aislamientos. De las cepas estudiadas, tres
mostraron actividades débiles contra las larvas de Ae. aegypti. Los investigadores encontraron
que los complejos espora-cristal, de las cepas que presentaron actividad contra Ceratitis
capitata (Diptero) presentaron una CLsy de aproximadamente 50 pg/cm2. Todas las cepas
estudiadas mostraron niveles de mortalidad importantes utilizando sobrenadantes de los
cultivos contra las larvas de C. capitata. Esto sugiere que estas cepas producen una amplia

gama de factores solubles activos contra larvas de este insecto.

En el afio 2015, Narvaez plante6 aislar cepas de Bacillus nativas de suelos y compost de la
provincia de Pichincha, y comprobar el efecto acaricida de estos aislados hacia Tetranychus
urticae (Arafia roja). En total obtuvo 166 aislados que clasificaron en 15 grupos morfolégicos.
Este autor, encontré una gran variacién en la diversidad de las bacterias presente en cada
muestra y en cada ambiente. Ademas, evalud la accién acaricida, el efecto en la oviposicion y el
efecto sobre las ninfas de 22 de las bacterias aisladas, incluyendo un control positivo y uno
negativo, con 5 repeticiones por tratamiento. Evalué los datos a las 120 y 168 horas después
de la aplicacién de los cultivos bacterianos. De los 22 aislados evaluadas en la capacidad
acaricida, 4 cepas, mostraron mayor niumero de individuos muertos, a las 120 horas y fueron
escogidas como cepas con alto potencial acaricida. Concluyé que 3 de las cepas evaluadas
tuvieron efecto negativo en la oviposicion de las hembras tratadas a las 120 horas. Ademas,

dos cepas mostraron efecto sobre las ninfas a las 168 horas.

Vazquez y colaboradores (2015), evaluaron y caracterizaron cinco cepas mexicanas de B.
thuringiensis con actividad hacia el gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda
mediante bioensayos, perfiles proteicos, patrones de DNA plasmidico, y PCR. Los bioensayos

mostraron que dos de las cinco cepas estudiadas, mostraron alta toxicidad hacia S. frugiperda,
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con CLso de 137,2 y 197,2 ng-cm2, respectivamente, al compararse con el estdndar comercial
HD-1 (CLso de 142 ng-cm-2). Asimismo, el resto de las cepas evaluadas mostraron menores
niveles de toxicidad con CLso de 338,2; 474,5; y 523,8 ng-cm2, respectivamente. Concluyeron
que al menos dos cepas poseen potencial para ser utilizados como agentes de control

biolédgico contra el gusano cogollero en México.

Soares da Silva y colaboradores (2015) investigaron el uso de cepas de Bacillus
thuringiensis aisladas en el Estado de Amazonas, en Brasil, para el control biolégico del vector
del dengue Aedes aegypti. De 25 muestras de suelo recogidas en nueve municipios, se
obtuvieron 484 colonias bacterianas, 57 de estas colonias fueron identificados como B.
thuringiensis. Seis aislados, mostraron actividad insecticida, y s6lo un aislado present6 los
cinco genes investigados cry4Aa, cry4Ba, cry10Aa, cryl1Aa, y cryl1Ba. Dos de las cepas
evaluadas, con valores de CLso mas bajos, mostraron igual toxicidad en comparacién con los
estdndares. Con base en sus resultados, concluyeron que los aislados de B. thuringiensis
encontrados en Amazonas son potenciales en la constitucién de nuevos medios de control
biolégico para Ae. aegypti, debido a su actividad larvicida y la posibilidad de contener nuevas

combinaciones de toxinas.

Actualmente, la utilizacién de bioinsecticidas como Bti no es la Unica estrategia que se
estan generando para el control de mosquitos que son plagas de salud publica, como en el de
Aedes aegypti. En algunos paises estan realizando estudios de modificacion genética de estos
mosquitos para controlar de otra manera este problema y contribuir a la disminucién de la
incidencia de esta enfermedad en el mundo. Wolbachia pipientis, es una bacteria intracelular
de herencia materna que se encuentra naturalmente en una amplia gama de especies de

artrépodos incluyendo aproximadamente 40 % de todas las especies de insectos (Zug et al,
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2012). Wolbachia es mejor conocida por su capacidad para inducir diversas anomalias en la
reproduccién de sus anfitriones que dan lugar a su difusién a través de las poblaciones de
acogida de invertebrados (Werren et al., 2008). Es una bacteria intracelular obligada, que esta
siendo desarrollado como una estrategia de control biolégico contra el dengue, ya que limita
la replicacion del virus en el mosquito. La cepa wMel de Wolbachia, se ha introducido en el
mosquito vector, Aedes aegypti, y ha demostrado invadir y extenderse cerca de donde
ocurrieron las emisiones en el campo (Ye et al, 2015). En estudios de laboratorio, la infeccién
Wolbachia en mosquitos Aedes y Anopheles ha demostrado que interfiere con la replicacién de
una amplia gama de patdgenos, incluyendo virus, nematodos filarias, bacterias y parasitos de
la malaria (Moreira et al, 2009; Hughes et al, 2011). La variacién natural en la aptitud de
mosquitos debido a la competencia dependiente de la densidad de los recursos alimenticios

limitados pueden influir en la invasién de Wolbachia (Hancock et al., 2016).

1.2 Utilizacion de Subproductos Agroindustriales

Vidyarthi y colaboradores, en el 2002, evaluaron el crecimiento y rendimiento de las §&-
endotoxinas de B. thuringiensis var. kurstaki en un medio con extracto de levadura y soja
(TSY), un medio compuesto por lodo y aguas residuales, y un medio comercial basado harina
de soja. El recuento de las esporas viables (VS) en un medio de lodo fue comparable a la
obtenida en su laboratorio con medios comerciales. La entomotoxicidad del liquido de
fermentacion en lodo contra el gusano del abeto Choristoneura fumiferana (Lepidoptera:
Torticidae), el insecto forestal mas destructivo en América del Norte de las especies arboreas
Abeto Balsamico y Abeto Blanco, era comparable a la formulaciéon comercial de Bt disponible
en el mercado. Ademas, observaron un valor mayor de entomotoxicidad en un medio de lodo

que en los TSY o el medio comercial basado en harina de soja. Encontraron que los valores
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obtenidos en el recuento VS y en el de rendimiento de la entomotoxicidad dependian de la
concentracion de so6lidos del lodo en el medio, sefialando un valor 6ptimo de concentraciéon de
sélidos para la produccion de Bt de 25 g/L (base de peso seco). Una baja relacién C:N en el
lodo secundario y una alta relacion C:N en el lodo mezclado le resultaron en una

entomotoxicidad superior.

Posteriormente, en el 2010, Valicente y colaboradores evaluaron el crecimiento de B.
thuringiensis en tres medios de cultivo liquido, que se mantuvieron en agitacién continua (200
rpm) durante un periodo de 96 horas a 30 °C. El medio 1 estaba formado por el medio
comercial Luria Bertani (LB), suplementado con sales (FeSO4, ZnSO4, MnSO4, MgS04) vy 0,2 %
de glucosa. El medio 2 estaba compuesto por glucosa de maiz 1,5 %, harina de soja 0,5 %, y
sales (FeSO4, ZnSO4, MnSOs4, MgS04). Por tultimo, el medio 3, estaba constituido por una
suspension al 4 % de heces porcinas a base de estiércol liquido y glucosa 0,2 %. Estos
investigadores evaluaron el pH en cada medio, asi como también las esporas viables
expresadas en UFC/mL, biomasa celular y esporas totales producidas. Los resultados
obtenidos revelaron que los medios 1 y 2 presentaron tendencia a pH basico y el medio 3
propenso a pH acido. Adicionalmente, los medios 1 y 2 mostraron un nimero de esporas
viables igual a 2,0x108 UFC/mL, luego de 96 horas de crecimiento. La biomasa celular total
mas alta, se produjo en el medio 2 (1,18 g/L). El medio 1 mostré la mayor concentracién de
esporas total (1,4x10° esporas/mL), luego de 96 horas de crecimiento. En este trabajo
concluyeron que la eficacia contra el primer instar larvario de S. frugiperda mostré que los
tres medios donde creci6 Bt produjo una mortalidad de mas de 60 % en las concentraciones

mas altas.

En el afio 2013, Khedher y colaboradores, como un primer paso, elaboraron un disefio para

evaluar los efectos de los ocho componentes del medio (K:HPO4, KH2PO., almidén, soja, NaCl,
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MgS0s4, FeSO4 y MnS04) sobre la produccién de 6-endotoxina de B. thuringiensis obteniendo
como resultado que el almidén, soja y cloruro de sodio mostraron efectos significativos en la
produccién de bioinsecticidas. Posteriormente, seleccionaron estos pardmetros para una
mayor optimizacién del disefio propuesto. Los resultados obtenidos revelaron que el medio
de cultivo 6ptimo para la produccién de 6-endotoxina consta de 30 g/L de almidon, 30 g/L de
sojay 9 g/L de cloruro de sodio. Al compararlos con el medio de produccidn basal, se observd
una mejora en la produccién de 6-endotoxina de hasta 50 %. Por otra parte, el rendimiento
relativo de esporas de B. thuringiensis mejoré notablemente mediante el uso del medio barato
optimizado (148,5 mg 6-endotoxinas/g de almidén) en comparacion con el rendimiento
obtenido en el medio basal (94,46 mg §-endotoxinas/g de almidén). Por lo tanto, concluyeron
que el uso de un medio de cultivo barato optimizado parecia ser una buena alternativa para

una produccién de bajo costo de bioinsecticidas de Bacillus thuringiensis a escala industrial.

Paredes y colaboradores en el afio 2014, evaluaron el efecto del poder residual de tres
formulaciones con Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis sobre el porcentaje de
mortalidad en larvas de Ae. aegypti. Prepararon tres formulaciones de Bti con harina de maiz
morado, maiz morado-carragenina y carragenina a las concentraciones de 0.5 y 2 % de
ingrediente activo (i.a.), exponiéndose las larvas de tercer estadio de Ae. aegypti a 0,1 g de
cada formulacién. La mortalidad de larvas fue registrada mediante observacion directa a las
48 horas de aplicados los tratamientos. Posteriormente, un lote nuevo de 25 larvas de Ae.
aegypti se introdujo en los contenedores a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 dias post aplicaciéon de
las formulaciones. Los resultados mostraron que el poder residual se incrementa con la
formulacién Bti - harina de maiz morado al 2 % de i.a. produciendo un CLso hasta los 28 dias
post aplicacion. Por otro lado la formulacién Bti - carragenina al 2 % de i.a., produjo el
minimo poder residual que se expresa en un CLsp a los 2 dias de aplicado el tratamiento. Por
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su parte, la formulaciéon Bti-maiz morado-carragenina logr6 una CLso hasta los 18 dias post
aplicacion. Concluyendo que se lograron aumentar el poder residual de Bti al formularlo con

harina de maiz morado a 2 % i.a.

2. INVESTIGACIONES NACIONALES

2.1 Bt como control biolégico

En 2002, Moser y colaboradores evaluaron en el campo, la efectividad y persistencia de
una formulaciéon granulada de Bacillus sphaericus sobre larvas de Anopheles aquasalis.
Ademas, evaluaron dos dosis comerciales (2 g/m? y 3 g/m?) de una formulacién granulada de
Bacillus sphaericus (Vectolex® CG 7.5 %). Esta formulacién les proporcion6 un muy buen
control de las poblaciones larvarias de An. aquasalis. Las dos dosis presentaron un efecto
similar contra estas larvas en los habitats expuestos a pleno sol, de pH relativamente acido y
abundante vegetaciéon emergente, llegando a producir un porcentaje de reduccién larvaria
mayor del 91 % durante 7 dias post-tratamiento. A los 14 dias post-tratamiento, la mortalidad

fue igual al 94 % e igual o mayor del 66 % a los 21 dias post-tratamiento.

Posteriormente en el 2002, en la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”,
Carmona aisl6 y caracteriz6 parcialmente una cepa de B. thuringiensis denominada UCLA-10.
Realiz6 bioensayos cualitativos contra larvas de primer instar de gusano cogollero de maiz, S.
frugiperda (Lepidoptera), utilizando el complejo espora-cristal. Este trabajo revel6 niveles de
toxicidad equivalentes a los del control positivo de una cepa estandar. Los resultados
encontrados sugieren la existencia en Venezuela de cepas con alta toxicidad hacia esta

importante plaga que afecta la produccién del principal cereal de consumo en el pais. Ademas,
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revelo la importancia de continuar con la bisqueda de cepas de Bt que puedan ser utilizadas

como agentes biolégicos para el control de insectos plaga.

Seguidamente en la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” en el afio 2004,
Ramos y colaboradores evaluaron siete cepas nativas de B. thuringiensis mediante bioensayos
frente a Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) y, utilizando geles de SDS-PAGE,
reconocieron proteinas de aproximadamente 130 kDa en cada una de las muestras. Estas
proteinas derivaron de una inclusién paraesporal de forma bipiramidal tipica de las proteinas
del tipo Cryl. Los bioensayos que realizaron sefialaron a la cepa HD-1 (Btk) como la mas
toxica, con un 90 % de mortalidad en las larvas, seguida por la cepa UCLA-46 con 73 %. La
cepa UCLA-41 mostré solo un 63 % de mortalidad, pero su efecto sobre el crecimiento de las

larvas fue similar a la cepa HD-1.

En Venezuela se han realizado otros estudios en el drea de control de mosquitos y se ha
determinado que los factores que tienen que ver con las conductas de la larva también afectan
la actividad. Por ejemplo, en la Universidad Central de Venezuela en el afio 2005, Delgado
estudio el efecto sobre An. aquasalis (Curry) (Diptera: Culicidae) de 4 formulaciones de Bti:
Vectobac AS®, Vectobac G®, Teknar® y un micro-encapsulado, en relacién a algunos factores
que proporcionan informacién sobre el comportamiento alimenticio de la larva como la
densidad de la poblacién de larvas, la duracién del cuarto instar y la presencia de alimento.
También se evalud el efecto de la radiaciéon UV y la temperatura. Segin los resultados
obtenidos, los factores mas influyentes en la efectividad de estas formulaciones de Bti son la
exposicion a la radiacién UV y aquellos que tienen que ver con las conductas alimentarias de

la larva.
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Anderson (2011), de la Universidad Simén Bolivar, tuvo como objetivo principal de su
investigacién realizar un estudio piloto para caracterizar y evaluar 14 aislados nativos de Bt
en suspension acuosa crecidos en medios con y sin almidén, sobre poblaciones de larvas
(Estadio III - Estadio 1V) de Ae. aegypti, bajo condiciones de laboratorio. Para ello, realizaron
bioensayos, evaluando los efectos del aislado de Bt, la disponibilidad del alimento larval, la
temperatura y la presencia o ausencia de almidén en la aplicacién, todo esto, sobre el
porcentaje de mortalidad larval de dos cepas del mosquito (una cepa de referencia (Rock) y
una de campo (Trujillo)). Esto dio como resultado, que los aislados locales ensayados no
presentaron actividad diptericida con respecto a la actividad presentada por la bacteria de
referencia (Bti). Sin embargo, empleando Bti frente a dichas larvas, observaron una respuesta
significativa con el aumento de la temperatura (P= 0,0026) y la presencia de almidén en la
preparacién (P = 0,0023), mientras que la cepa susceptible del insecto mostré una respuesta
diferencial (P= 0,026) respecto a la disponibilidad de alimento. Anderson también verifico,
una diferencia significativa en la susceptibilidad de ambas cepas de insecto frente a Bti (P=
0,0033). Los resultados le permitieron concluir que es necesario evaluar los pardmetros
ecolégicos del criadero, como la temperatura del agua y la disponibilidad de alimento, antes
de aplicar Bt en campo. Asimismo, factores intrinsecos a la productividad y aplicacion de B,

evidenciaron que el almidén aumenta la actividad diptericida de la preparacion.

2.2 Utilizacion de Subproductos Agroindustriales

Las actividades en el Laboratorio de Procesos Fermentativos (LPF) se enmarcan dentro del
area de las fermentaciones, dirigidas a la produccion de insumos de interés industrial a través
del uso de sistemas de cultivos sumergidos y cultivos en estado sélido. El laboratorio tiene

como interés principal el desarrollo de procesos fermentativos para la produccion industrial
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de bioinsecticidas bacterianos y fingicos, asi como de agentes antagonistas, de uso creciente

en nuestro pais en el control biolégico de plagas y enfermedades agricolas.

En 1998, en el LPF, Brazon disen6 y optimiz6 un medio de cultivo para la produccién de B.
thuringiensis var. kurstaki a partir de subproductos agroindustriales de bajo costo como agua
de maceraciéon de maiz y melaza de cafia de azucar. Adicionalmente, utilizé un medio de
cultivo constituido por una solucién mineral basal suplementada con glucosa y extracto de
levadura como medio de referencia (Arcas, 1985). Los cultivos se realizaron tanto por lote
como bajo condiciones de flujo continuo. Se obtuvo como resultado, un recuento de 0,8 x 1012
esporas/L a concentraciones de melaza y agua de maceraciéon de maiz de 5 g/L en base a
solidos, en cada caso. Luego de transcurridas 70 horas bajo condiciones de tasas de dilucion
de 0,416 h-1y 0,5 h'! en cultivo continuo, obtuvo 6,32x1012y 3,28x1012 cél/L, respectivamente.
Mediante el uso del sistema de cultivo continuo logré incrementar la produccién con ayuda de
pulsos de melaza a una producciéon de esporas de 3x1012 esporas/L. En este trabajo se
demostré la factibilidad de uso de algunos subproductos agroindustriales de bajo costo para
la produccién de B. thuringiensis, con rendimientos similares e incluso superiores a los que se

obtienen mediante el uso de medios sintéticos convencionales.

Posteriormente, en el mismo laboratorio, Pefialver (2005) elaboré medios de cultivo
usando como referencia el medio formulado por Brazén (1998) e incorporando el
subproducto Concentrin 21®, para la produccién de la misma cepa. Se elaboraron 5 medios de
cultivo: Medio 1 (Sales: KH2PO4, (NH4)SO4, K:HPO4, MgS04.7H20, MnS04.H0, CaCl,.2H;0),
Medio 2 (Sales y agua de maceraciéon de maiz), Medio 3 (Sales y melaza), Medio 4 (Sales y
Concentrin 21®) y Medio 5 (Concentrin 21®). Se obtuvo que las concentraciones de esporas en
los diferentes medios fueron similares entre si (109 esporas/mL), exceptuando el medio 1 que

se mantuvo en el orden de 105 esp/mL. Los resultados obtenidos por Pefialver demuestran
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que es necesaria una fuente de carbono y energia para el crecimiento éptimo de la bacteria.
Las respuestas esporulativas dada por el medio Brazén y los medios 2, 3, 4 y 5 de Pefialver
fueron altamente significativas y dichos subproductos permiten la produccién en masa de Btk.
Finalmente, Pefialver evalud la toxicidad de esta cepa frente a larvas de Spodoptera
frugiperda, obteniendo una mayor mortalidad en aquellos medios que estaban suplementados
con sales, por lo que concluye que son un suplemento necesario para la produccién de los

cristales en Bt.
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JUSTIFICACION

El control de insectos plagas y la falta de efectividad de los insecticidas quimicos dan
origen a nuevas areas de investigacion, que por su caracter multidisciplinario plantean la
necesidad de nuevos enfoques y criterios. Es por esta razén que el uso de insecticidas basados
en microorganismos ha adquirido gran importancia tanto en el campo de las investigaciones
cientificas como en las ciencias econdmicas y sociales, ya que los logros y avances tienen

repercusion directa sobre la poblacidn.

Dentro de las cepas de Bt, la bacteria Bti se caracteriza por ser efectiva contra dipteros, es
decir, funciona en el control de plagas que afectan la salud publica, como en culicido Aedes
aegypti (Ochoa et al, 2009). Este vector se ha reportado como el transmisor de varias
enfermedades que afectan a paises tropicales y subtropicales de todo el mundo, entre ellas el

dengue, la fiebre amarilla, la fiebre chikungunya y, en altimos reportes, el virus zika.

En todo el mundo, las primeras aproximaciones en la evaluacidon de la efectividad que
pueda tener una cepa de Bti sobre el diptero se llevan a cabo cultivando la bacteria en medios
definidos, que garanticen la efectiva produccidn del cristal téxico (Arcas, 1985). Sin embargo,
para la produccion de bioinsecticidas a gran escala se debe implementar el uso de productos
que sean de bajo costo y que tengan disponibilidad inmediata. Por esta razén, los
subproductos agroindustriales se convierten en la principal alternativa dentro de las

formulaciones a nivel industrial.

En Venezuela son pocas las investigaciones llevadas a cabo en torno a Bt. En consecuencia,
el desarrollo de formulaciones de bioinsecticidas con base en Bt, desarrolladas utilizando
subproductos agroindustriales, se ve aun mas afectado. En el Laboratorio de Procesos

Fermentativos, ubicado en el Instituto de Biologia Experimental, se han desarrollado algunas
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aproximaciones, de las cuales todas se han evaluado sobre la cepa Btk (efectiva para combatir
plagas de lepid6pteros) (Brazon, 1998 y Pefialver, 2005). No obstante, se necesitan estudios
que estén dirigidos a las evaluaciones de formulaciones de medios cultivos desarrollados para
el crecimiento de la cepa Bti, 1a cual es efectiva contra dipteros. Los resultados podrian servir
para el desarrollo de un bioinsecticida de produccién nacional que permita el control de Ae.
aegypti y asi minimizar el impacto de las enfermedades transmitidas por este vector. Por
tanto, en este trabajo se propone evaluar medios de cultivo formulados con subproductos
agroindustriales, partiendo de los medios de referencia formulados por Brazén (1998) y
Pefialver (2005), que permitan un alto rendimiento en la obtencién del complejo espora-

cristal de Bti y valores altos de mortalidad en bioensayos sobre Ae. aegypti.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Producir la bacteria entomopatégena Bacillus thuringiensis var. israelensis utilizando
subproductos de bajo costo y alta disponibilidad en Venezuela y determinar su

capacidad entomopatogénica frente a larvas de Aedes aegypti.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Cultivar Bacillus thuringiensis var. israelensis en tanque agitado de mezcla completa,
operado por lote utilizando el medio de referencia A80 (Arcas, 1984) para evaluar
parametros cinéticos.
e Modificar el medio AB0 con subproductos agroindustriales para evaluar la produccién
de Bacillus thuringiensis var. israelensis a través de la capacidad esporulativa.
e Evaluar la capacidad entomopatogénica de Bacillus thuringiensis var. israelensis,

crecida en medio con subproductos agroindustriales, sobre larvas de Aedes aegypti.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

MATERIAL BIOLOGICO

R/

% Cepa de Bacillus thuringiensis var. israelensis proveniente del Laboratorio de Biologia

7

Molecular, Postgrado de Fitopatologia, Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado,
Barquisimeto, Edo. Lara.

+¢ Larvas en el tercer estadio de Aedes aegypti, provenientes del insectario del Instituto

Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

MEDIOS DE CULTIVO
Condiciones de esterilizacion: El proceso de esterilizaciéon consiste en someter todos los
materiales y medios de cultivo a utilizar en una autoclave a 15 libras de presién, por 15

minutos, a 121 °C.

Medio de Cultivo de referencia A80: Medio rico definido y de referencia disefiado por Arcas
(1984) para el crecimiento y efectiva formacién del complejo espora-cristal de cepas de Bt. La

composicidn se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Componentes del Medio A80 (Arcas, 1984).

(NH#)SO4 1
KH:PO4 1
SOLUCION A K.HPO, 1
EXTRACTO DE LEVADURA 5
MgS04.7H20 1
SOLUCION B MnS04.H20 0,03
CaCl2.2Hz0 0,04
SOLUCION C GLUCOSA 5
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Medio con Subproductos Agroindustriales: Medios formulados en el Laboratorio de
Procesos Fermentativos, a partir del medio A80 para el crecimiento de Btk (Pefialver, 2005), y

usado en este trabajo para evaluar el crecimiento de Bti. La composiciéon se muestra en la

Tabla 5.

Tabla 5. Componentes de dos formulaciones de Medio con Subproductos Agroindustriales (Vol. Final=150 mL)

MELAZA 075g 075g
VINAZA 30 mL 25 mL

CONCENTRIN 21© 15g 18¢g

AGUA DESTILADA 120 mL 125 mL

Medio con Subproductos Agroindustriales: Medio formulado en el Laboratorio de Procesos
Fermentativos a partir de melaza y Concentrin 21® para evaluar el crecimiento bacteriano y la

produccion del cristal paraesporal de Bti. La composicion de los medios se encuentra reflejada

enla Tabla 6

Tabla 6. Componentes de Medios de Cultivo con Subproductos Agroindustriales

Concentrin 21 ® 10g
(NH4)2S04 lg
KH2PO4 1g
Medio de Cultivo 1 K:HPO4 1g
(MC1) MgS04.7H20 1g
MnS04.H-0 0,03g
CaCl2.2H,0 0,04g
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Continuacién Tabla 6.- Componentes de Medios de Cultivo con Subproductos Agroindustriales

Medio de Cultivo 2 Concentrin 21 ® 10g
(McC2) Melaza 5g
Medio de Cultivo 3 Concentrin 21 ® 10g
(MC3)
Concentrin 21 ® 10g
(NH4)2S04 1lg
KH2PO4 1g
K;HPO4 1g
MgS04.7H20 1g
Medio de Cultivo 4 MnSOx.H,0 0,038
(MC4) CaCl2.2H20 0,04g
Melaza 5g

Medio LB: Medio rico usado para evaluar el crecimiento de Bt en placas. La composicién se

muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Componentes del Medio Luria Bertani (LB)

EXTRACTO DE LEVADURA 5
TRIPTONA 10

NaCl 10

AGAR 20

Medio Columbia: Medio nutritivo que permite el aislamiento y cultivo de microorganismos

exigentes, por lo que se utiliza como base para la preparacion de placas de agar sangre. Su

composicidn se encuentra reflejada en la Tabla 8.
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Tabla 8. Componentes del Medio Columbia

COMPUESTO CANTIDAD (g/L)
DIGERIDO PANCREATICO DE 12

CASEINA

PEPTONA

EXTRACTO DE LEVADURA
EXTRACTO DE CARNE
ALMIDON DE MAIZ

Ul R Wl w| u»n

CLORURO DE SODIO
AGAR 1

w
[

Solucién Salina (0,85 %): Es una solucion compuesta por 8,5 g de NaCl disueltos en 1 L de

agua destilada.

Tween 80 (0,01 %): Es un emulsionante mejorado que mantiene al complejo espora-cristal

en suspension. Para su preparacion, se agregé 0,1 mL de Tween en 1 L de agua destilada.

Penicilina (2 g/L): Antibiético empleado en el tratamiento de infecciones por bacterias
sensibles. Para su preparacidn, se pesaron 200 mg de penicilina y se disolvieron en 100 mL de
agua destilada. Una vez disuelto, se filtraron con una membrana porosa para asi eliminar la
mayor cantidad de contaminaciéon posible. Luego fue almacenada en la nevera hasta su
utilizacién. Al momento de preparar las placas de penicilina (100 mg/L), se tomaron 25 mL de
la solucién madre de penicilina (2 g/L) y se disolvieron en 475 mL de Agar LB previamente
esterilizado. Posteriormente, con el medio constituido, se sirvieron las placas las cuales fueron

conservadas en la nevera a 4 °C hasta su utilizacion.

Estreptomicina (2 g/L): Es un antibidtico con alta capacidad antimicrobiana. Para su
preparacion, se mezclaron 200 mg de estreptomicina en 100 mL de agua destilada. Una vez
mezcladas, se filtraron a través de una membrana porosa. Al momento de preparar las placas,
se tomaron 12,5 mL de solucién madre de estreptomicina y se mezclaron con 487,5 mL de
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agar LB, previamente esterilizado. Una vez constituido se sirvieron las placas con una
concentracion final de estreptomicina (50 mg/L), y posteriormente almacenadas a 4 °C hasta

el momento de su uso.

Agar Sangre (10 %): Es un medio de aislamiento especialmente disefiado para facilitar el
crecimiento de microorganismos exigentes. La preparacién de placas de agar sangre consiste
en disolver 25 mL de sangre de carnero en 250 mL de Medio Columbia (Ver composicién
Tabla 8) previamente esterilizado. Una vez constituido, se sirvieron las placas para luego ser

almacenadas a 4 °C para su conservacion.

METODOS

A. Realizacion de Pruebas Fenotipicas

Al momento de realizar las pruebas fenotipicas, es necesario tomar en consideraciéon que
Bacillus thuringiensis var. israelensis es una bacteria penicilina resistente, estreptomicina
sensible y de hemolisis positiva. Para comprobar su fenotipo, se activé la cepa liofilizada de
Bti en caldo LB. A las 24 horas, se tomdé un spot del cultivo de Bti activado y se inocul6 una
gota en una placa de penicilina. Posteriormente, se realizé el mismo procedimiento para las
placas de estreptomicina y agar sangre. Luego de esto, las placas se incubaron por 24 horas a

30 °C.

B. Preparacion de Medios de Cultivo

Se preparé el medio A80 de referencia usado como control en este trabajo, el cual esta
compuesto de tres soluciones, una solucién A, una soluciéon B y una solucién de glucosa. La
solucion A aporta la fuente de nitrégeno al medio. La solucién B esta compuesta por sales que

contribuyen a la formacion del complejo espora-cristal. Finalmente, la soluciéon de glucosa
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participa como la fuente de carbono y energia. Las soluciones Ay B requieren de un proceso
de esterilizacion de 15 1b de presién, 121 °C durante 15 minutos, a diferencia de la solucién
de glucosa, se procedi6 a esterilizar a 10 1b de presién durante 15 minutos, para evitar que la
glucosa se caramelice. Una vez esterilizadas las soluciones y en condiciones estériles, el
medio se reconstituyd teniendo en cuenta que al agregar la solucién B a la soluciéon A se debid
afiadir gota a gota y en agitacién para evitar la precipitacion de las sales. Seguidamente, se

agrego la glucosa y se inoculd el 10 % de volumen total de cultivo con la cepa de Bti.

El medio de cultivo a partir de subproductos agroindustriales se preparé en igualdad de
condiciones que el medio de referencia A80, es decir, en condiciones de esterilidad se
agregaron 30 mL de vinaza, como fuente de sales; 0,75 g de melaza, como fuente de carbono y
energia; y 1,8 g de Concentrin 21®, como fuente de nitrégeno, para su posterior utilizacion

como medio de cultivo para el crecimiento de Bti.

Adicionalmente, se prepararon los medios MC1, MC2, MC3 y MC4 en condiciones de
esterilidad de acuerdo a lo indicado en la tabla 6 para un volumen final de 100 mL, y se
inocularon con Bti para su posterior evaluacién. Se preparé ademas una bateria de medios de
cultivo compuestos por 1,8 g de Concentrin 21® y por diferentes concentraciones de vinaza,
que iban desde 2,5 mL hasta 30 mL, completando con agua destilada para un volumen final de

100 mL.

C. Cultivo en Batch de Bti

Se prepar6 un pre-inéculo a partir de la punciéon de una cepa caracterizada y pura de
Bacillus thuringiensis var. israelensis. El preinoculo correspondié al 10 % del volumen final
del medio de cultivo. Dicha cepa se cultivé en caldo LB y se dejé crecer a 30 °C durante toda la

noche para su posterior inoculacién en el medio a utilizar, ya sea A80 o de subproductos.
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Con la finalidad de obtener la cinética del crecimiento de Bti, se procedié a inocular el
medio con la bacteria. Del cultivo recién inoculado se tomé 1 mL para realizar diluciones
seriadas en solucién salina (0,85 % p/v) con un volumen final de 10 mL. Posteriormente, de la
dilucion 104 y 105 se sembraron con rastrillo en placas de LB para determinar la
concentracién inicial de células vegetativas. Luego, ambas diluciones fueron sometidas a
choque térmico (80 °C por 10 minutos seguidos de 5 minutos en hielo) y nuevamente
sembradas en agar LB para evaluar asi la concentracidn de espora iniciales en este periodo de
crecimiento. El procedimiento anterior representa el punto cero de la curva de crecimiento.
Una vez sembrado T,, el cultivo se incub6 a una temperatura de 30 °C y se coloc6 en agitacion
para garantizar el suministro de oxigeno. Al transcurrir una hora se repitié la siembra del
cultivo, con choque y sin choque. Este procedimiento se repitié cada hora, durante 8 horas
consecutivas, para observar la fase exponencial de crecimiento. Luego, a las 24, 48 y 72 horas,
se repitid el procedimiento anterior para obtener la fase estacionaria de crecimiento. Todas

las placas sembradas, para cada tiempo, se incubaron durante 24 horas a 30 °C.

D. Curvade crecimiento de Bti

Para la realizacion de la curva de crecimiento bacteriano fue necesario realizar el conteo
del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en cada una de las placas de agar LB
que fueron sembradas con cada uno de los cultivos utilizados para el crecimiento de Bti (Ver
Tablas 4, 5 y 6). Posteriormente, se calcularon los titulos de cada hora evaluada y se procedié
a realizar la curva de crecimiento microbiano, entendida como el logaritmo neperiano del
nimero de células viables respecto al tiempo expresado en horas. El titulo bacteriano se

calculé mediante la siguiente féormula:

Titulo Bacteriano = Unidades Formadores de Colonias (UFC) x Factor de Dilucién

(UFC/mL) Volumen de siembra
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E. Calculos de parametros cinéticos

Utilizando la curva de crecimiento bacteriano se procedié a calcular la velocidad maxima
de crecimiento (Um) para cada uno de los cultivos a utilizar en el crecimiento de Bti. Este
calculo se realiz6 a partir de la pendiente de las mismas mediante la ecuacién de la recta en la
fase exponencial. Seguidamente, con la pm se calculd el tiempo generacional mediante la
siguiente férmula:

Tiempo generacional= Ln(2)
Um

Finalmente, se realizé una comparacion de estos parametros cinéticos entre los cultivos
que permiti6 evaluar la eficacia de la formulacién del medio con subproductos

agroindustriales respecto al medio A80.

F. Obtencion del Complejo Espora-Cristal

Una vez pasadas las 72 horas de la inoculacién del cultivo con Bti, se procedi6é a tomar un
volumen del mismo en tubos falcon, previamente esterilizados, con capacidad de 50 mL para
posteriormente realizar una primera centrifugaciéon a 7660 xg por 10 min a 4 °C, se descarté
el sobrenadante y se resuspendio el pellet en soluciéon salina (0,85 % p/v). Este lavado se
repiti6 tres veces bajo las mismas condiciones. Finalmente, se descarté el ultimo
sobrenadante y se almacena el complejo espora-cristal aislado en la nevera a 4 °C hasta el

momento de su utilizacion en los bioensayos.
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G. Bioensayos con Aedes aegypti

El complejo espora-cristal de Bti se resuspendi6 en 5 mL de Solucién Salina (0,85 % p/v).
Se realizaron bioensayos con larvas del tercer estadio del diptero Aedes aegypti. Para ello se
colocd una larva en cada recipiente de 25 mL de capacidad, para un total de 25 larvas por
tratamiento, incluyendo los controles. A cada recipiente se le agregaron 10 mL de Tween 80
(0,01 % p/v) estéril mas 0,2 mL del complejo espora-cristal aislado de cada medio de cultivo a
evaluar. En el caso de los controles negativos, se agregaron 10 mL Tween 80 o 10 mL de agua
destilada, previamente esterilizados, en cada envase con su respectiva larva. Transcurridas las
24 horas, se realizé la evaluacion de los tratamientos, a través de la obtencion del nimero de
larvas muertas que a través del calculo de la mortalidad acumulada, se calculd la efectividad

de Bti para cada uno de los cultivos.

Por ultimo, se tomaron 7 larvas por tratamiento, se desinfectaron en su exterior con una
solucién de hipoclorito de sodio al 3 % para luego realizar 3 lavados consecutivos con agua
destilada estéril. Luego del lavado, se procedi6 a la maceracién de las 7 larvas en 0,5 mL de
agua destilada estéril. Una vez maceradas las larvas, se tomaron 0,1 mL del homogenato y se
sembro con rastrillo en placas de penicilina, garantizando que sélo vaya a crecer las bacterias
resistentes a este antibiético y no otra. Luego a las 24 horas, se observd el crecimiento de
colonias con el fenotipico caracteristico de Bti con la finalidad de comprobar que la

mortalidad observada en los tratamientos era debida al efecto entomopatégeno de la bacteria.
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H. Analisis estadistico

Los valores de mortalidad acumulada fueron corregidos por medio de la ecuacién de

Abbott y examinados por analisis Probit.

(Po-Pc)*100

Mortalidad real = (100-Pc)

Donde Po correspondié a la mortalidad que se observd en el tratamiento y Pc es la

mortalidad en los controles.
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RESULTADOS

En la produccion de Bti utilizando subproductos agroindustriales se obtuvieron los siguientes

resultados:

A. Pruebas fenotipicas

A través de pruebas bioquimicas, con siembra en placas se pudo verificar el fenotipo

caracteristico de Bt, el cual se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Pruebas bioquimicas realizadas sobre la cepa de Bacillus thuringiensis var. israelensis

ESTREPTOMICINA NO HUBO CRECIMIENTO
PENICILINA HUBO CRECIMIENTO
AGAR SANGRE HEMOLISIS +

En la Figura 7, se puede observar el resultado expresado en la tabla 9.

Figura 7. Pruebas bioquimicas para verificar el fenotipo de Bti. A: Agar LB-penicilina, B: Agar LB-
Estreptomicina, C: Agar sangre

Ademas se verificé la presencia del cuerpo paraesporal al hacer la observacién en un

microscopio 6ptico de un cultivo en fase estacionaria a las 72 horas (Figura 8).
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Figura 8. Micrografia dptica en contraste de fases de un cultivo de Bti (1000X). E: Espora, C: Cristal.

En la figura 8 se pudo observar que el cultivo de Bti, en fase estacionaria, a las 72 horas,
presentaba esporangios que contenian en su interior la espora refringente y el cristal
paraesporal. También fue posible visualizar que la espora no deformaba el perfil bacilar.
Ademas, se pudieron observar algunas células vegetativas, esporas y cristales libres, y detrito

celular.

B. Curvas de crecimiento bacteriano

Una vez comprobado el fenotipo de la cepa de Bti, se realizd, en primer lugar, la curva de
crecimiento de Bti a partir del medio control A80. Obteniéndose un comportamiento como el

mostrado en la Figura 9.

48



Ln X
)

| J@}
[ J

®  Ln titulo cél veg
O  Lntitulo esp
linea de tendencia

Tiempo (h)

Figura 9. Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en medio de cultivo control A80.
Sin aplicar choque térmico @) y aplicando a choque térmico ©).
Tsc: Titulo sin choque térmico. Tcc: Titulo con choque térmico.

Los parametros cinéticos calculos a partir de la curva de crecimiento de Bti en el medio

A80, se encuentran representados en la tabla 10.

Tabla 10. Parametros cinéticos obtenidos a partir de la fase exponencial de crecimiento de Bti

A80 SC 0.5873 1.2

SC: Sin choque; umax: velocidad méaxima de crecimiento bacteriano; Tg: Tiempo generacional
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Inicialmente, en la curva de crecimiento, sin someter el cultivo a choque térmico, se
observé un aumento exponencial de los titulos bacterianos, observdndose un valor de
(1,9x108 cél/mL) alas 7 primeras horas de evaluacion. Esto implica un aumento proporcional
de las células vegetativas al transcurso del tiempo. En esta fase exponencial de crecimiento se
calcularon los parametros cinéticos mostrados en la tabla 10. Al pasar las 48 horas de
incubacién, se comienza a distinguir la fase estacionaria, pues los titulos aumentan
lentamente hasta alcanzar las 96 horas (2,9x108 cél/mL), momento en que se detuvo la
evaluacién.

Con el fin de demostrar la cinética de las esporas, el cultivo se sometié a un choque térmico
para observar la presencia de este tipo celular durante la evaluacién. Se distinguié un
aumento progresivo de esporas resistentes al calor, pero con una pendiente menor al
obtenida sin este tratamiento, durante las primeras evaluaciones. Luego de las 48 horas de
incubacién, al alcanzar la fase estacionaria, el titulo de esporas siguié aumentando. Todo esto
se traduce en que en la curva de crecimiento sin choque térmico inicialmente
correspondieron a la presencia de células vegetativas y a medida que transcurrio6 el tiempo
este tipo celular es sustituido por las esporas hacia el final de la curva. A partir de las 72 horas,
los titulos vienen dado por la presencia casi exclusiva de las esporas termorresistentes
(3,3x108 cél/mL).

Una vez conocido el comportamiento de Bti en el medio A80, se realizaron dos curvas de
crecimiento bacteriano a partir los subproductos agroindustriales S1 y S2. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 11.
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agroindustriales, S1y S2

Tabla 11. Crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en dos formulaciones con subproductos

TIEMPO (h) Sin choque Con choque Sin choque Con choque
térmico térmico térmico térmico
0 0 1x106 0 0
1 2x10¢6 2x10¢6 1x106 0
2 0 2x10¢6 1x106 0
3 2x10¢6 2x10¢6 0 0
4 3x10¢ 0 0 0
5 2x10¢6 1x106 4x106 0
6 1x106 0 0 0
7 3x10¢ 1x106 0 0
24 1x106 1x106 0 0
48 0 1x106 0 0
72 1x106 1x106 1x106 0

Se observa en la tabla 11 que al hacer la evaluacion de la presencia de esporas en el medio
S1 no hubo variacién en los titulos obtenidos a las 0 y a las 72 horas de incubacién. Ademas,

los titulos a las 72 horas, al aplicar choque térmico y sin aplicarlo, fueron los mismos.

Por otro lado, el crecimiento en el medio S2 sélo pudo ser evidenciado sin exponer el
cultivo al calor. Al aplicar choque térmico, en ninguno de los tiempos evaluados, se

contabilizaron esporas.

A partir de los resultados obtenidos en las curvas de crecimiento de Bti, en los medios S1y
S2, se plantearon nuevas composiciones de medios, con la finalidad de evaluar los tres
subproductos agroindustriales constituyentes de dichos medios y poder determinar cual de

estos pudiera estar afectando, en particular, la cinética de las esporas resistentes al calor.

En principio, se plantearon 4 medios de cultivo. Un primer medio de cultivo (MC1)
compuesto por Concentrin 21® y las sales del medio A80. Los resultados obtenidos se

muestran en la figura 10.
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Figura 10. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC1 compuesto por Concentrin 21® y sales
Sin aplicar choque térmico (@) y aplicando a choque térmico (o).
Tsc: Titulo sin choque térmico. Tcc: Titulo con choque térmico.

Al realizar los calculos de los parametros cinéticos a partir de la fase exponencial de la

curva de crecimiento de Bti en MC1, se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 12.

Tabla 12. Parametros cinéticos obtenidos a partir de la fase exponencial de crecimiento de Bti en MC1

MC1 SC 0.7044 1.0

SC: Sin choque; umsx: velocidad maxima de crecimiento bacteriano; Tg: Tiempo generacional

En la figura 10 se observa un aumento de los titulos de manera exponencial en las primeras

horas de evaluacidn. En esta etapa del crecimiento, se calcularon los valores de 1a pmsxy Tg
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(Tabla 12). Seguidamente, se observa la fase estacionaria con una duracién de 48 horas. En

esta fase, el titulo de las esporas resistentes al calor se igual6 al titulo obtenido sin aplicar

choque térmico.

Adicionalmente, se plante6 el medio MC2 compuesto por melaza y Concentrin 21®. El

resultado de la curva de crecimiento se encuentra reflejado en la Figura 11.
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Figura 11. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC2 compuesto por Concentrin 21® y melaza.
Sin aplicar choque térmico @) y aplicando a choque térmico (o).
Tsc: Titulo sin choque térmico. Tcc: Titulo con choque térmico.

100

Los parametros cinéticos calculados a partir de la fase exponencial de la curva de

crecimiento de Bti en MC2 se encuentran reflejados en la Tabla 13.
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Tabla 13. Pardmetros cinéticos obtenidos a partir de la fase exponencial de crecimiento de Bti en MC2

MC2 SC 0.2013 3.4

SC: Sin choque; pumsx: velocidad maxima de crecimiento bacteriano; Tg: Tiempo generacional

En la figura 11 se puede observar la cinética de crecimiento de Bti en MC2, donde hubo un
aumento de los titulos en las primeras horas. Al final del crecimiento, se alcanzé la fase
estacionaria, en la cual los titulos son muy similares al aplicar choque térmico y sin aplicarlo

(Tsc= 3,1x108 cél/mL y Tce= 3,5x108 cél/mL).

Por otro lado, también se evalud el crecimiento de Bti en el medio MC3, compuesto

Unicamente por Concentrin 21®. La cinética del crecimiento se encuentra en la Figura 12.
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Figura 12. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC3 compuesto Gnicamente por Concentrin 21®

Sin aplicar choque térmico @) y aplicando a choque térmico (0).
Tsc: Titulo sin choque térmico. Tcc: Titulo con choque térmico.
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Los parametros cinéticos calculados a partir de la fase exponencial de la curva de

crecimiento de Bti en MC3 se encuentran reflejados en la Tabla 14.

Tabla 14. Parametros cinéticos obtenidos a partir de la fase exponencial de crecimiento de Bti en MC3

MC3 SC 0.2324 3.0

SC: Sin choque; umax: velocidad méaxima de crecimiento bacteriano; Tg: Tiempo generacional

En el crecimiento de Bti en el medio MC3 mostrado en la figura 12, no se observo un
aumento poco acelerado de los titulos bacterianos hasta las 24 horas. A partir de este tiempo
y hasta las 72 horas, el aumento del titulo bacteriano es mas notable. Luego de las 72 horas, se
evidencia la fase estacionaria. Al final de la evaluacién, el titulo de las esporas
termorresistentes fue similar al titulo obtenido sin choque térmico (Tsc= 3,8x108 cél/mL y
Tee=3,1x108 cél/mL).

Por ultimo, el crecimiento de Bti en el medio MC4, compuesto por melaza, Concentrin 21®y
sales definidas (del medio A80), también fue evaluado. Los resultados obtenidos en las curvas

de crecimiento en dichos medios se muestran en la figura 13.

55



21

fmm e
>< | Tsc= 3,8x108 UFC/mL |
5 204  mmmmmeeeeeee !
{
O
[
19 +
O | Tcc=2,9x108 UFC/mL 1
|
18 | e e e e e - - - ——— -
17 ~
16 - e) ® Ln titulo célveg
O O Lntitulo esp
oO — Linea de tendencia
.
15 | Tee= 2x106 UFC/mL |
@ ______________ |
14 T T T T
0 20 40 60 80

Tiempo (h)

Figura 13. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC4 compuesto por Concentrin 21®, melaza y sales.
Sin aplicar choque térmico @) y aplicando choque térmico (9.
Tsc: titulo sin aplicar choque térmico. Tcc: Titulo con choque térmico

Los resultados obtenidos en el calculo de los parametros cinéticos calculados se

encuentran reflejados en la Tabla 15.

Tabla 15. Parametros cinéticos obtenidos a partir de la fase exponencial de crecimiento de Bti en MC4

MC4 SC 0.3038 2.3

SC: Sin choque; pumsx: velocidad maxima de crecimiento bacteriano; Tg: Tiempo generacional

Como se observa en la figura 13, en las primeras horas, los titulos bacterianos aumentan
lentamente a medida que transcurre el tiempo de incubacion. Los parametros cinéticos fueron
calculados en esta primera etapa. A las 24 horas, los titulos aumentan de forma exponencial

donde posteriormente alcanzan la fase estacionaria, a las 72 horas (3,8x108 cél/mL). La
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presencia de esporas termorresistentes se observé con el comportamiento esperado; al inicio
de la evaluacion, titulos de esporas por debajo de los titulos de las células vegetativas, y al

final de la curva, titulos similares (con y sin tratamiento térmico).

C. Pruebas con Vinaza

Las pruebas con vinaza se realizaron con la finalidad de evaluar el crecimiento de Bti con
este subproducto como fuente de sales. En primer lugar, se plante6 una bateria de medios con
diferentes concentraciones de vinaza, con el objetivo de conocer aquella que permitiria el
crecimiento de Bti y sobretodo que garantizara la formaciéon del complejo espora-cristal. Las
evaluaciones se hicieron en el momento de inoculacién del medio y luego en la fase
estacionaria, a las 72 horas. Como fuente de carbono y nitrégeno se utilizé el Concentrin 21®

(1,8 % p/v). Los resultados se exponen en la Tabla 16.

Tabla 16. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza

Sin choque térmico Con choque térmico
Medio pH To Toa To Tos
MC1 52 7x106 4,8x108 5x106 4,5x108
MC2 4,29 5x106 5x10¢ 5x106 3x106
MC3 4,03 3x106 3x10¢ 2x106 3x106
V2,5 4,5 1x107 8x107 0 0
Vs 4,7 1x107 1x107 0 0
V5 4,98 2x106 6x10° 0 1x10¢
V1o 5,01 2x107 5x10¢ 0 0
Vis 5,04 2x106 2,7x107 0 7x106
V2o 5,07 0 1x107 0 1x10¢
Vzs 5,07 4x10° 2x106 0 0
Vio 5,09 2x106 0 0 0

Vx: Medio compuesto por 1,8 g de Concentrin 21®, donde x representa la concentracién de vinaza (% v/v).
To: Tiempo de inoculacidn, T72: Tiempo a las 72 horas.
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Se observa una variabilidad en los titulos obtenidos para las diferentes concentraciones de
vinaza, cuando no se aplicé tratamiento térmico al cultivo. Se resalta que al someter el cultivo
a choque térmico, a las 72 horas de incubacién, cinco de éstos no mostraron presencia de
esporas termorresistentes (Vz5 Vs, Vi, V2s v V3o) . En aquellos cultivos donde hubo

crecimiento, los titulos fueron menores a los obtenidos en el T7; sin choque térmico.

Al no obtener los resultados esperados en este experimento, se especulé que la vinaza
podria tener un pH fuera del rango éptimo para el crecimiento de Bti, y que por este motivo,
pudiera actuar como inhibidor del crecimiento. Por esta razén, se prepararon nuevamente las
baterias de medios con diferentes concentraciones de vinaza ajustando el pH a 7. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza ajustando el pH a 7

Sin choque térmico Con choque térmico
Medio pH To T To T

MC1 52 1x107 1x108 6x106 9x107
MC2 4,29 6x106 Incont. 4x10° 3x108
MC3 4,03 4x10° 3,8x108 3x106 9x107
V25 4,5 6x106 4x106 0 3x106
Vs 4,7 9x10° 1x106 0 2x10¢
Vs 4,98 1x106 2x106 0 2x106
V1o 5,01 1x107 0 0 3x106

Vis 5,04 1x106 0 0 0

V2o 5,07 0 1x106 0 0
Vzs 5,07 3x106 0 0 1x106
V3o 5,09 1x106 1x106 0 2x10¢

Vx: Medio compuesto por 1,8 g de Concentrin 21®, donde x representa la concentracién de vinaza (% v/v).
To: Tiempo de inoculacidn, T72: Tiempo a las 72 horas.

En la tabla 17, se observa que los titulos obtenidos sin aplicar choque térmico, a las 72

horas, fueron menores a los observados en el Ty de inoculacién, y los que no fueron menores
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se mantuvieron en el mismo orden de magnitud. Ademas, al aplicar choque térmico, a las 72

horas, se obtuvieron titulos menores a los observados en el T, para las diferentes

concentraciones de vinaza.

En vista de que al abrir los medios que contenian vinaza se percibia un fuerte olor a alcohol

se decidi6 realizar una nueva prueba. Este ensayo consistié en hervir la vinaza durante 30

minutos a baja llama. Al dejar enfriar se repitié nuevamente el proceso de siembra, To y T7z,

con y sin choque térmico. Se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 18.

Tabla 18. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza hervida

Sin choque térmico Con choque térmico
Medio To Tos To Tos

Va5 8x10¢ 2x10¢ 0 3x106
Vs 3x10¢ 0 0 2x106
Vs 1x106 2x106 0 0
V1o 0 0 0 2x10¢
Vis 2x10¢ 2x10¢ 0 2x10¢
V2o 0 3x10¢ 0 0
Vas 0 0 0 1x106
V3o 0 2x10¢ 0 0

Vx: Medio compuesto por 1,8 g de Concentrin 21®, donde x representa la concentracién de vinaza (% v/v).

To: Tiempo de inoculacién, T72: Tiempo a las 72 horas.

Al hacer las evaluaciones del crecimiento de Bti en diferentes concentraciones de vinaza

hervida con el objetivo de evaluar la presencia de esporas termorresistentes, se obtuvo que

los titulos, a las 72 horas de evaluacion, fueron menores a los observados al Ty de inoculacion

en casi todos los medios,

Adicionalmente, se ajusté el pH a un valor igual a 7 en la vinaza hervida a diferentes

concentraciones. Los resultados se encuentran reflejados en la siguiente tabla 19.
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Tabla 19. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza hervida ajustando a pH 7

Sin choque térmico Con choque térmico
Medio To Tos To T

Va5 5x10¢ 3x10¢ 0 2x10¢
Vs 2x10¢ 0 0 2x10¢
Vs 0 2x10¢ 0 0
Vio 0 0 0 2x10¢
Vis 1x10¢ 2x10¢ 0 0
V2o 0 1x106 0 0
Vzs 0 0 0 1x106
Vio 0 2x10¢ 0 0

Vx: Medio compuesto por 1,8 g de Concentrin 21®, donde x representa la concentracién de vinaza (% v/v).
To: Tiempo de inoculacién, T72: Tiempo a las 72 horas.

Se observa que se obtuvieron comportamientos similares en el crecimiento de Bti con
medios con vinaza hervida ajustando el pH respecto a la vinaza hervida sin ajustar esta

variable.

Con base en los resultados obtenidos al utilizar la vinaza del laboratorio, se especul6 que
probablemente los aspectos del procesamiento de la muestra de vinaza en la empresa Ron
Santa Teresa C.A. eran diferentes en cada ronda de destilacién, y por lo tanto la vinaza se ve
afectada por esas variables (época del afio, condiciones de riego de la cana, entre otros). Por
esta razon, se hizo una nueva solicitud de un lote de vinaza a la misma empresa. La muestra
con la que se hicieron los primeros ensayos fue denominada “vinaza vieja” para distinguirla de

la “vinaza nueva”.

Por consiguiente, se realiz6 nuevamente una bateria de diferentes concentraciones
utilizando la vinaza nueva sin ajustar el valor de pH. Los valores de pH obtenidos para cada
concentracion de vinaza nueva dieron similares a los obtenidos en la vinaza vieja. Asimismo,
los resultados de los titulos de Bti obtenidos a partir de diferentes concentraciones de vinaza

nueva, presentaron un comportamiento similar utilizando la vinaza vieja. Por este motivo, se
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decidi6 evaluar la bateria de medios a partir de vinaza nueva pero esta vez, ajustando el valor
de pH a 7, para observar asi el comportamiento de la bacteria bajo estas condiciones. Los

resultados obtenidos se encuentran expresados en la Tabla 20.

Tabla 20. Titulos de los cultivos de Bti a las diferentes concentraciones de vinaza nueva ajustando el pHa 7

Sin choque térmico Con choque térmico
Medio To Tos To T

Va5 4x106 2x10¢ 0 0
Vs 1x106 4x10° 0 1x106
Vs 1x106 3x10¢ 0 3x106
V1o 3x106 8x106 0 1x106
Vis 1x106 1,1x107 0 1x106
V2o 0 1,4x107 0 1x106
Vzs 1x106 0 0 4x10°
V3o 2x10¢ 7x106 0 4x10¢

Vx: Medio compuesto por 1,8 g de Concentrin 21®, donde x representa la concentracidn de vinaza (% v/v).
To: Tiempo de inoculacién, T72: Tiempo a las 72 horas.

En la tabla 20, se observa que sin aplicar choque térmico los titulos iniciales presentaron
valores similares luego de 72 horas. No obstante, tampoco se observo aumento, y en algunos
casos hubo disminucién de los titulos a las 72 horas, aplicando choque térmico respecto a los

reflejados inicialmente en Ty sin aplicar este tratamiento.

En resumen, el crecimiento de Bti utilizando la vinaza como fuente de sales no represent6 la
mejor opcién para obtener un alto titulo de esporas, que son de gran interés en este trabajo.
Sin embargo, se pudo observar que los medios MC1, MC2, MC3 y MC4 que presentaban
Concentrin 21® y melaza como subproductos agroindustriales constituyentes del medio, si
reflejaron altos titulos esporulativos. Por consiguiente, estos medios representan una
excelente opcién para el crecimiento de Bti. En la tabla 21 se representan los resultados

obtenidos durante los experimentos con los medios elegidos para realizar los bioensayos.
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Tabla 21. Resumen de los titulos de Bti obtenidos en diferentes medios de cultivo

sC 1,5x107 | 2,9x108
A80 0,5873 1,2
cc 1x107 | 3,3x108
MC1 SC 8x106 | 4x10°
21541 0,7044 1,0
( -Sales) CC 5x106 4,5x108
MC2 sC 5x106 | 3,1x10°
C21-Mel) 0,2013 34
( cc 2x106 | 3,5x10°
MC3 sC 2x106 | 3,8x10°
Melaza) 0,2324 3,0
( cc 1x106 | 3,1x108
MC4 sc 8x106 | 3,8x10°
(Mel-Sales- 0,3038 2,3
c21) cc 2x106 | 2,9x108

SC: Sin choque térmico, CC: Con choque térmico, umax: Velocidad maxima de crecimiento,
Tg: Tiempo generacional, To: Tiempo cero, Toe: Tiempo a las 96 horas

D. Analisis de vinaza

Luego del andlisis de los resultados obtenidos a partir de la evaluacién de las diferentes
concentraciones de vinaza evaluadas y de probar este subproducto obtenido en tiempos
diferentes, se destaca el hecho de que la vinaza no puede ser utilizada como fuente de sales
para el crecimiento de Bti. Para corroborar esta afirmaciéon se enviaron muestras de vinaza
vieja, vinaza hervida y vinaza nueva para su andlisis en el Laboratorio de Cromatografia
Gaseosa (LCG), del Instituto de Ciencias de la Tierra, Universidad Central de Venezuela. Los

resultados de los andlisis se encuentran reflejados en la Tabla 22.
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Tabla 22. Anilisis de vinazas suministrados por el LCG, del Instituto de Ciencias de la Tierra, UCV.

Vinaza Vieja Vinaza Nueva
Ca (% P/P) + 0.0025 0,0574 0,0104
Mg (% P/P) £ 0.0011 0,0586 0,003
Fe (%P/P) £ 0.0015 0,0292 0,0038
Zn (% P/P) +1.05x10-5 1,12x103 1,40x10
Mn (% P/P) + 1.05x105 1,01 x103 1,77 x10-*
K (% P/P) + 0.0085 3,952 0,3583
Cl Total (% P/P) +0.02 0,37 0,09
N Total (% P/P) +0.02 0,11 0,27
Sulfato (% P/P) + 0.03 0,08 0,22
Fosfatos (% P/P) <10x103 <10x103
Materia organica total 99,18 88,63
(% P/P) + 0.40
Solldo(scy’:'g;a;)l)ei g.lgllleltos 0,04 0,12
Solidos totales 0,13 0,36
(% P/P) +0.06

*Calculados sin tomar en cuenta la materia organica total, se realiz6 con base en las cenizas

En la tabla anterior se puede observar una clara diferencia entre los porcentajes de cada
uno de los elementos entre la vinaza nueva y la vinaza vieja. En el caso de los elementos Ca,
Mg, Fe, Zn, Mn, K, Cl y materia organica total, se observa que para la vinaza vieja se encuentran
en mayor proporcién que en la vinaza nueva. A diferencia de N total, sulfatos y sélidos totales,
que en la vinaza nueva su proporcién es mayor. En el caso de los fosfatos los porcentajes son

iguales para ambos tipos de vinaza.

A partir de los datos anteriores se calculd el aporte de cada uno de los elementos para un
medio de subproductos con vinaza (20 % v/v). Estos valores fueron comparados con el aporte
de cada uno en el medio A80. Para ello, la vinaza vieja fue llevada a una estufa a 60 °C para la

determinacién del valor de peso seco constante, de 25 mL de este subproducto agroindustrial,
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como se indica en la tabla 23. La vinaza nueva se descarté debido a que aporta menores

cantidades de los elementos que la vinaza vieja.

Tabla 23. Peso seco constante de la vinaza (60 °C / 72 h)

Peso de placa (Pr) 49,28

Py + 25 mL de vinaza 73,36

Peso de 25 mL de vinaza (Pv) 24,08

Peso seco total alas 72 h (Ps) 64,40
Peso seco de la vinaza

(Ps- P,) 15,12

En la Figura 14 se observa la placa que contenia vinaza sometida a temperatura de 60 °C.

k :
Figura 14. Fotografias de la vinaza vieja sometida a calor hasta peso constante.

En la figura 14 se observa que la vinaza vieja quedd caramelizada al transcurrir las 72
horas. Con este tratamiento se pudo evidenciar un alto contenido de solidos en este

subproducto. Ademas, con estos valores se pudo calcular la densidad de la vinaza:

24,089

L = 0,96 g/mL
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Por otro lado, sabiendo que 25 mL de vinaza tienen un peso de 24,08 g, y sabiendo que la
vinaza deshidrata tuvo un peso de 15,12 g, se pudo calcular el contenido fraccional de sé6lidos
en la vinaza:

15129 0
24,089

Conociendo la densidad de la vinaza (0,96 g/mL), se realizaron los calculos
correspondientes al aporte de sales y otros elementos en un medio que contenia 20 % v/v de
vinaza. Con dichos valores se hicieron las comparaciones del aporte de los elementos en el
medio A80. Como ejemplo se muestra a continuacidn el aporte de la cantidad de fosfatos en

ambos medios.
v" Fosfatos en el medio A80:

En este medio definido, los fosfatos son aportados por los compuestos KzHPO4 y KH2POs4.

De cada una de estas sales se agrega 1 g por litro de medio.

Sabiendo que el peso molecular de K;HPO4 es 174,2 g/mol, de los cuales el peso del PO42-

corresponde a 95 g/mol, la fraccidn de fosfatos (PO42-) dado por este compuesto es:

95g PO,

————— « 1gK,HPO4 = 0,54g de P
174,2gK2HP04* g K2HPO4 = 0,54g de P04

De la misma manera se calculd el aporte de fosfato dado por el compuesto KH,PO,, sabiendo
que su peso molecular es igual a 136,1 g/mol, entonces el aporte de fosfatos (PO4) dado por

esta sal es:
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95g PO,

8 ' 1gKHPO, = 0,69g de PO
136,1g K;HPO, | B 2 oe = Bo7ede it

Por lo tanto, el total de fosfato en el medio A80 es igual a la suma de los valores obtenidos:
(0,54 + 0,69)g = 1,23g PO4/L

v" Fosfatos en el medio S1:
Luego, se realizaron los calculos de aportes de fosfato en los 150 mL del medio S1, el cual

estaba suplementado con 30 mL de vinaza, lo que corresponde a:

30 mL *0,96g/mL =289¢g

Partiendo del porcentaje de fosfatos en la vinaza, expresados en la tabla 23, y conociendo
que el peso de la vinaza en el medio S1 es de 28,9 g, se realizaron los calculos para obtener los

gramos de fosfatos presentes en la vinaza como sigue:

0,01g PO,

——— %2 i = 29g P
100gVinaza* 8,9g Vinaza = 0,0029g P04

Esta cantidad de fosfatos corresponde a 150 mL (0,15 L) de medio S1, pero si se quiere
comparar con el medio A80 hay que hacer el calculo para 1 L para que haya correspondencia.

Entonces, se calculan los gramos de fosfatos por Litro aportados por la vinaza en el medio S1:

0,0029g PO,

015 L *1L = 0,02g PO4/L
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Como se puede observar, el aporte de PO4 en el medio A80 es de 1,23 g/L, es decir, mucho

mayor que el aporte dado por la vinaza en el medio S1 (0,02 g/L).

El resto de los calculos se realizaron de manera similar y se encuentran reflejados en la

Tabla 24, a continuacion:

Tabla 24. Aporte de cada elemento en el medio S1 con vinaza (20 % v/v) y en el medio A80.

S1 0,21 0,02 0,15 0,71 0,12 0,114 0,0019 7,61
A80 0,21 1,23 0,41 0,0019 0,011 0,099 0,0098 0,74

En las tabla 24 se destaca que en ambos medios, A80 y S1, el Nitrégeno no fue un factor
limitante de los cultivos de Bti, pues en ambos medios los aportes fueron iguales. En cuanto a
los fosfatos, sulfatos y manganeso, las cantidades aportadas por ellos son mayores en el medio
de referencia A80 que en el medio con subproducto basado en vinaza S1. Contrariamente, la
contribucion de cloruros, calcio, magnesio y potasio fueron menores en el medio definido A80

que en el medio con vinaza S1.

E. Bioensayos

Con base en los resultados obtenidos del analisis de la vinaza como una posible fuente de
sales, y observando que los titulos de los tipos celulares (células vegetativas y esporas)
presentaron valores bajos, los medios MC1, MC2, MC3 y MC4 se escogieron para los
bioensayos, dado que estos evidenciaron buenos titulos de esporas resistentes al calor. En
este sentido, se prepararon los cultivos en las condiciones adecuadas hasta alcanzar la fase
estacionaria (72 horas) y en ese momento se sembraron en placas, las esporas

termorresistentes. La concentracion de las esporas termorresistentes, a las 72 horas, se
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muestra en la tabla 25. Posteriormente, de estos cultivos agotados se obtuvieron los
complejos espora-cristal, por medio de -centrifugaciones. Las pastas obtenidas se
resuspendieron para poder llevar a cabo las pruebas de toxicidad en condiciones de
laboratorio. Las concentraciones de esporas de los cultivos en cada recipiente del bioensayo

también se muestran en la tabla 25.

Tabla 25. Titulos de esporas de Bti en los diferentes medios y concentracion de esporas inoculadas en el
bioensayo con Ae. aegypti

]

Mc1 8,6x107
MC2 3,4x108 6,8x107
MC3 3,2x108 6,4x107
MC4 3x108 6x107
A80 4x108 8x107

T72: tiempo 72 h

Al realizar los bioensayos para corroborar la entomotoxicidad de los cristales parasporales
formados por Bti en los medios de cultivos con subproductos evaluados frente a larvas del
tercer estadio de Aedes aegypti se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 26, donde

R1-R3 representan las tres réplicas realizadas.
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Tabla 26. Mortalidad de larvas de Ae. aegypti en bioensayos para evaluar la toxicidad de Bti

Promedio | Resultado | Porcentaje (%)

MC1 25 | 25 | 25 25 24.8 99

MC2 25 | 25 | 25 25 24.8 99

MC3 25 | 25 | 25 25 24.8 99

MC4 25 | 25 | 25 25 24.8 99

A80 25 | 25 | 25 25 24.8 99

Agua 0 0 0 0 - -
Tween 80 2 0 0 0.7 - -

En el tratamiento con medio control A80 se observéd una mortalidad total en las 25 larvas
de Ae. aegypti. Del mismo modo, en los tratamientos MC1, MC2, MC3 y M(C4 todas las larvas
murieron a las 24 horas siguientes de la inoculacién del tratamiento. Por lo que al calcular el
porcentaje de mortalidad a partir de la ecuacion de Abott, se obtuvo un 99 % de mortalidad en
las larvas para todos los tratamientos. En el control de agua no se registro ninguna larva
muerta. Sin embargo, en el control con Tween 80 se contabilizaron dos larvas muertas, la
muerte de estas dos larvas pudo deberse a causas naturales o mala manipulaciéon durante el

bioensayo.

Después de realizar el conteo de larvas muertas y vivas por tratamiento se decidié
comprobar que dichas larvas murieron por la accién de Bti y no por algin otro factor. Para
ello, tomaron larvas muertas, el mismo dia en el que se evaluaron los resultados del
bioensayo, y se lavaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 3 % para desinfectarlas en

su exterior. Luego, se hizo la maceracion de dichas larvas muertas y se hizo la siembra de 0,1
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mL de este homogenato en placas de agar LB-penicilina. Los resultados obtenidos se muestran

en la Tabla 27.

Tabla 27. Titulos de Bti a partir del homogenato de larvas muertas de Aedes aegypti en los bioensayos

Agua -
Tween 80 -
Cultivo 1 8x107
Cultivo 2 5,8x107
Cultivo 3 5,5x107
Cultivo 4 5,3x107
A80 7,5x107

Los titulos bacterianos reflejados en la tabla 27 permiten demostrar la existencia de Bti en

el interior de las larvas, por lo que comprobaron que la muerte de estos insectos fue debida al

consumo del cristal paraesporal.
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DISCUSION

El conocimiento basico relacionado con los requerimientos nutricionales de Bt es el paso

inicial en el proceso de optimizacién de un medio de cultivo con propésitos de escalamiento

Es de destacar que en la formulacion de medios de cultivos con subproductos
agroindustriales es indispensable partir de in6culos puros. Es por ello que se verificé que la
cepa tuviera el fenotipo caracteristico de Bt (penr, stps, hem*) (Jensen et al, 2003) vy la
presencia del cristal, al cabo de 72 horas de incubacion. Inicialmente, la cepa proveniente de
Barquisimeto, fue activada en caldo LB y posteriormente almacenada para su utilizacion.
Luego de su activacidn, se evalué su fenotipo a través de la siembra en placas con agares
selectivos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9 y la figura 7, donde se observo
que no hubo crecimiento en placas con estreptomicina, por lo que la bacteria es sensible a este
antibiotico (Monnerat et al, 2001). Ademas, si hubo crecimiento en placas de penicilina,
verificando su resistencia (Silva-Werneck y Monnerat, 2001). En cuanto a las placas de agar
sangre, se observé un halo transparente alrededor de la colonia de Bti sembrada, esto es
debido a la accién de las hemolisinas que lisan los eritrocitos de los vertebrados (Ramarao y

Sanchis, 2013), indicando la hemolisis positiva (Jensen et al., 2003).

Una vez llevada a cabo la seleccion por pruebas fenotipicas, se procedié a hacer la
observaciéon en microscopio de contraste de fases, del cristal parasporal de Bti, en un cultivo
en fase estacionaria. En la figura 8 se pudo ver el complejo espora-cristal libre en suspension.
La observacion del cristal refringente en la fase de esporulacion permite diferenciar a Bt de
otras especies del complejo Bacillus cereus, pues los otros miembros de este grupo no lo
sintetizan (Porcar y Caballero, 2000). También se observaron los esporangios de Bt, con las

esporas ovaladas en posicidn subterminal y sin deformar el perfil bacilar, acompafiadas del
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cristal. Este tipo de contorno celular es caracteristico de Bt y se diferencia de Bacillus
sphaericus (otra bacteria entomopatégena también usada en el control de dipteros) cuya

espora distiende el esporangio dandole forma de raqueta (Gajardo et al, 2012).

Con estas pruebas bioquimicas y con la observacién en microscopio éptico, se pudo
corroborar que la cepa usada en este trabajo se traté de Bti y por lo tanto los iné6culos

preparados provenian de cultivos puros.

En la preparacion de un cultivo por lote de Bti en medio A80, se pudo evaluar la cinética
del crecimiento de esta bacteria. Este medio disenado por Arcas (1984) fue usado como
control, pues se trata de un medio definido, donde se conocen las cantidades de todos los
compuestos con los que se suplementa el mismo. En el Laboratorio de Procesos
Fermentativos se ha comprobado que este medio presenta las proporciones y componentes
ideales para el crecimiento abundante de Bt, y sobretodo, permite la formacién del complejo
espora-cristal (Brazon, 1998 y Penalver, 2005). Su constitucién radica principalmente en tres
soluciones (tabla 4): la fuente de nitrégeno, la fuente de sales y la soluciéon de glucosa. Se
observa en la figura 9, que una vez inoculado el A80, comenz6 el desarrollo de la fase
exponencial de crecimiento de Bti, la cual se evidencié durante las primeras 7 horas de
evaluacion. No hubo presencia de la fase de latencia, debido a que el cultivo se partié de un
prein6culo hecho en el mismo A80. Durante las primeras horas de incubacion, los nutrientes
que componen el medio de cultivo se encuentran en altas proporciones, contribuyendo de
forma exponencial al crecimiento de Bti. Al transcurrir las 48 horas, se alcanzé la fase
estacionaria. Durante esta fase, ocurre el agotamiento de los nutrientes del medio provocando
una disminucién de las células vegetativas y, de forma proporcional, un aumento de las
esporas y por consiguiente, un aumento en el conteo del cristal paraesporal, caracteristico de

Bti con actividad bioinsecticida. En la curva de crecimiento de Bti en A80 no se observo una
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fase de muerte, posiblemente debido a que al agotarse todos los recursos del medio, la
bacteria entré en la fase esporulativa de su ciclo de vida, lo que le permite mantenerse en
forma latente hasta encontrar los recursos nutricionales necesarios para activarse
nuevamente y germinar. Es de destacar que las evaluaciones realizadas se hicieron hasta las
96 horas, tiempo en el cual el cultivo alcanzoé la lisis total (Porcar y Juarez, 2004). Los
resultados obtenidos indicaron que la bacteria tuvo el crecimiento esperado, donde se
obtuvieron altos titulos de células vegetativas y al final altos titulos de esporas. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Brazén (1998) cuando realizé una curva de

crecimiento en este mismo medio, usando como microorganismo modelo a Btk.

Vale la pena destacar que los cultivos por lotes de Bti realizados en este trabajo se llevaron
a cabo en frascos agitados a escala de laboratorio, Buitrago (2004) menciona que el cultivo
agitado o fermentaciéon sumergida, es el método que asegura altos rendimientos, calidad
homogénea y tiempos de fermentacién relativamente cortos. Asi mismo, la produccion en
cultivos por lotes proporciona altos rendimientos de 5-endotoxina, ya que la misma se
sintetiza durante la esporulacidn, la cual tiene lugar en la fase de crecimiento estacionaria. Por
lo tanto, los cultivos en “Batch” resultan el método de eleccion para la produccién masiva de

Bt (OMS, 1990).

En cuanto a los parametros cinéticos, calculados a partir de la ecuacién de la recta,
tomando los valores de la fase exponencial, también se obtuvieron resultados parecidos a los
reportados por Brazoén (1998). La velocidad maxima de crecimiento (Umsx) de Bti en A80 tuvo
un valor igual a 0,58 h-! comparado con la pmsx en Brazén (1998) de 0,67 h-. Sin embargo, Rios
y Buitrago (1999) obtuvieron un valor igual a 0,18 h-1, durante el crecimiento de Btk en medio
Luria-Bertani (LB). Este valor reportado fue mucho menor al obtenido en este trabajo y al

observado en Brazoén (1998). Del mismo modo, en otras investigaciones, se han reportado
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valores similares de pmsx alrededor de 0,19 h-, a partir del crecimiento de Bti en medio LB.
Estas diferencias estan asociadas a que la pmsx depende principalmente del tipo de medio de
cultivo donde se permita el crecimiento de la bacteria, asi como también de la velocidad de
agitacion, aireacién, temperatura, condiciones redox del medio, entre otros (Beltran et al,

2002).

Por su parte, el tiempo generacional (Tg) es calculado a partir del valor de pmsx, El Tg es un
parametro util para el conocimiento de las condiciones fisioldgicas de la poblaciéon celular asi
como también, es un indicador de efectos positivos o negativos de algin tratamiento sobre el
cultivo bacteriano (Madigan et al., 2003). Se ha reportado que en general B. thuringiensis,
posee un tiempo de generacion entre 30- 90 minutos dependiendo del medio de cultivo en el
que se encuentre (Soberén y Bravo, 2000). En este trabajo, se obtuvieron duplicaciones de la
poblacién en 1,2 h, lo que se asemeja a el Tg igual a 1,04 h, obtenido por Brazén (1998).
Asimismo, Rios y Buitrago (1999) obtuvieron un tiempo generacional igual a 3,8 h, al cultivar
Btk en medio semidefinido Luria-Bertani (medio LB). Igualmente, en otras investigaciones
realizadas, pero con la variedad israelensis crecida en medio LB, las evaluaciones reportaron
valores de tiempos generacionales alrededor de 3,6 h (Berdugo y Zamora, 1995; Pearson y
Ward, 1983). Posiblemente, estas discrepancias con los pardmetros cinéticos obtenidos en
este trabajo se debe a que el medio LB no contiene una fuente de carbono y energia de facil
disponibilidad y ademas no posee la cantidad suficiente y necesaria de sales para el 6ptimo

desarrollo de las variedades de Bt.

Otro parametro a considerar es la disponibilidad de oxigeno en el cultivo de Bt, Muchas
investigaciones dan cuenta de la importancia de la aireacion, en especial durante la fase de
crecimiento exponencial, pues de ello depende que en la fase estacionaria haya una buena

formacidén de las esporas y del cristal toxico (Avignone-Rossa et al., 1992; Zouari et al. 2002;
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Yezza et al.,, 2005). Es por esta razon que la tasa de aireacion fue fijada en 250 rpm para evitar
limitaciones en el crecimiento debidas a este factor, y asimismo, evitar la acumulacién de
calor que pudiera inhibir o reducir la calidad toxica de los cristales. Avignone-Rossa et al.
(1992), estudian la limitaciéon de Oz y concluyen que el suministro de éste debe hacerse de
forma continua para no afectar la concentracion final de la d-endotoxina. Esta demanda
disminuye durante la esporogénesis, en la etapa de lisis del esporangio y en la liberacion del
cristal (Fernandez y Larrea, 2002).

Arcas (1996) menciona que el crecimiento de Bt tiene lugar en un amplio intervalo de
temperaturas que van desde 15 - 20 °C hasta 42 - 45 °C, indicando que el 6ptimo para la
produccién de la &-endotoxina estd comprendido entre 28- 32 °C. Por esta razon, la
temperatura a la que se llevaron a cabo los cultivos fue de 30 °C, como lo proponen Porcar y
Juarez (2004), quienes afirman que el cultivo debe mantenerse a esta temperatura hasta que
el porcentaje de lisis alcance el 90 - 100 %, alrededor de las 72 horas.

En la produccién de insecticidas basados en Bt, la evaluacién en la produccion de cristales
toxicos se ha llevado a cabo, tradicionalmente, a través del conteo de esporas resistentes al
calor, bajo la suposicién de que con la formacién de este tipo celular también se forma el
cristal parasporal. Es por ello, que el crecimiento de Bti fue evaluado en la produccion de
esporas al aplicar el tratamiento de choque térmico. En la figura 9 se observa que al aplicar
choque térmico se obtuvo un titulo igual a 3,3x108 esporas/mlL, en la evaluacién a las 96
horas. En este tratamiento se observd que el conteo de esporas durante las primeras horas,
fue menor que el conteo de células vegetativas. Este resultado es légico ya que en las primeras
horas de incubacion el cultivo esta en fase logaritmica de crecimiento. Luego, al transcurrir las
24 horas, hubo un incremento de esporas notable que permanecié en aumento sostenido

incluso a las 96 horas después de inocular (figura 9). Todo este comportamiento en el
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crecimiento se debe a que el medio A80 es, como se dijo, un medio definido rico en nutrientes.
Los elementos K+, Caz+, Mn2+* y Zn2+ son componentes necesarios para la produccién de la 6-
endotoxina (Carrera, 2009). Nickerson y Bulla (1974) también enfatizan la importancia de
estos requerimientos minerales para el crecimiento y la esporulaciéon. Del mismo modo, Arcas
(1984) también recomienda la adicién de estos micronutrientes ya que influencian la

produccién del cristal.

Por su parte, Goldberg y colaboradores (1980) utilizaron un medio de cultivo con
diferentes tipos de sales (KCl, (NH4)SO4, HPO4, MgS0s, CuCly, FeS04, ZnS04 y MnS04) con el que
obtuvieron un alto rendimiento en la esporulacién y por tanto la presencia de cristales téxico.
Adicionalmente, mencionaron la importancia de fuentes de nitrégeno tales como extracto de
levadura, pues su omisién retarda la esporulaciéon y reduce la formacién de cristales, y en

consecuencia la toxicidad del complejo espora-cristal.

La utilizacién de subproductos agroindustriales en la formulacién de medios de cultivo
para el crecimiento de un microorganismo especifico, en este caso Bti, tiene el objetivo de
disminuir los altos costos asociados a su produccién en medios sintéticos, permitiendo
realizar escalamientos a nivel industrial. Para ello, debe tenerse en cuenta que los
constituyentes puedan suplir los principales requerimientos de la bacteria de interés, para
que asi pueda crecer y desarrollarse con éxito. En este trabajo se usaron como subproductos
agroindustriales de bajo costo y alta disponibilidad en el pais: la melaza, el Concentrin 21®y la

vinaza.

En el crecimiento de Bti es necesaria una fuente de carbono y energia para los procesos
anabdlicos (Mignone y Avignone, 1996). En este trabajo ese requerimiento nutricional fue

proporcionado por la melaza (tabla 1). La fuente de sales, necesaria para garantizar la calidad
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toxica del cristal (Arcas, 1984), se prob6 utilizando la vinaza, que de acuerdo a la tabla 3,
estaba compuesta por algunas sales que podrian contribuir de forma positiva al crecimiento y
formacion del cristal de Bti. Y por ultimo, la fuente de nitrégeno, ya sea de origen organico y/o
inorganico para el crecimiento, esporulacién de la bacteria y sintesis de endotoxinas
(Sachidanandham et al., 1997), a través de la utilizacién de Concentrin 21® (tabla 2). Asi, con
la suplementacion con estas fuentes como constituyentes del medio, se esperaba asegurar el
crecimiento de la bacteria con una posterior formacion del cristal, tal cual como ocurre con el

medio definido A80, usado como control (Arcas, 1984).

De acuerdo a lo antes mencionado, se plante6 un primer medio a partir de las
concentraciones de subproductos agroindustriales (S1) mostradas en la tabla 5. Todo esto
partiendo de la aproximacion de los medios de cultivo planteados por Pefialver (2005) para el
crecimiento de Btk. Como primer paso, se realiz6 la cinética de crecimiento en este medio,
cuyo comportamiento se encuentra representado en la tabla 11. En dicha tabla puede
observarse un maximo de 3 UFC sin aplicar choque térmico, en la fase exponencial, que
corresponde a las primeras horas de evaluacién. Al comparar con el medio control A80, se
puede resaltar una notable diferencia en el crecimiento en esas primeras evaluaciones; los
valores de UFC fueron mucho menores a lo esperado, a pesar de que se suministraron los
requerimientos necesarios, y de que los nutrientes, en esta fase, eran abundantes. Luego de 72
horas, la concentracién de esporas fue coincidente con el valor obtenido en el in6culo inicial
sin aplicar choque térmico, lo que da cuenta de que no hubo crecimiento de Bti en S1.
Asimismo, al aplicar choque térmico al inicio del cultivo se observd un maximo de 2 esporas,
que luego de las 72 horas debié aumentar, pero por el contrario disminuyé a 1 UFC. Este

ultimo resultado se corresponde con el obtenido sin aplicar calor al cultivo en el medio S1.
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Con base en estos resultados, habia la posibilidad de que alguno de estos constituyentes
del medio formulado, afectara el crecimiento de Bti, por lo que se plante6 utilizar una segunda
formulacidn, el medio S2, en el cual se disminuia la concentracion de vinaza, para descartar
exceso de sales. Del mismo modo, se aument6 la concentracién de Concentrin 21® para
suministrar mayor cantidad de nitrégeno y descartar limitaciéon por este elemento, Asimismo,
también se aument6 la concentracién de melaza como fuente de carbono y de energia. Con
este medio S2 los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos con el medio S1, es
decir, un bajo porcentaje de células para todos los tiempos evaluados, por lo que se presumio
que la concentracion de los constituyentes suministrada por los subproductos no era la

adecuada.

En este sentido, se pudo comprobar que, sin duda, alguno de los constituyentes presentes
en el medio S1 y S2, afectdé de manera negativa el crecimiento de Bti. Sin embargo, es
necesario destacar que utilizando Btk, Pefalver (2005) obtuvo titulos bacterianos por el
orden de 108 esporas/mL utilizando los mismos subproductos agroindustriales evaluados en
este trabajo (vinaza, melaza y Concentrin 21®). Por este motivo, se plante6 formular unos
medios que pudieran apuntar cual de los subproductos usado no permitia el crecimiento de
Bti. Para ello, se constituyeron medios que estaban suplementados por todos o algunos de los
subproductos evaluados (Concentrin 21®, melaza y las sales del medio A80), tal como lo
hicieron Brazén (1998) y Pefialver (2005). Por otro lado, también se suplementaron medios
con diferentes concentraciones de vinaza, debido a que las primeras aproximaciones con este
subproducto fueron realizadas por Pefalver (2005), sin que este suplemento haya sido

evaluado a profundidad como contribuyente de sales en las formulaciones planteadas.

El medio MC1 estaba compuesto por Concentrin 21® y sales. En este medio se

suministraba a la bacteria una fuente de nitrégeno y carbono proveniente del Concentrin 21@,
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y la fuente de sales del medio A80. Los resultados obtenidos se representan en la figura 10,
donde se puede observar un comportamiento sigmoidal en la curva de crecimiento. Durante
las primeras horas de evaluacion, tras la inoculacién, se observé un aumento exponencial en
los titulos bacterianos. Este incremento se mantiene hasta las 48 horas, y la diferencia entre la
poblacidn inicial y la final es de 380 veces. A partir de este punto, se observo la fase de
latencia en el crecimiento y la concentracién de células se mantiene en el mismo orden hasta
alcanzar las 96 horas (4x108 cél/mL), tiempo al cual se detuvo la evaluacion. Las etapas de la
curva de crecimiento mencionadas corresponden a la evaluacién sin choque térmico, pero
este comportamiento también se observé al aplicar este tratamiento (5x106 esp/mlL, en el
tiempo cero y 4,5x108 esp/mL, a las 96 horas). Pefialver (2005) obtuvo un titulo bacteriano
igual a 4x108 esp/mL en el medio 4 compuesto por Concentrin 21® y sales definidas, lo cual

coincide con los valores obtenidos en este trabajo.

Lo anterior demuestra que MC1 puede utilizarse como medio de cultivo para el
crecimiento de Bti. Es necesario destacar que el Concentrin 21®, afiadido a este medio, no soélo
actiia como fuente de nitrégeno sino también como fuente de carbono y energia (Tabla 2),
porque en su composicion hay presencia de carbohidratos, y este exceso lo pudieran
aprovechar las células para aumentar su crecimiento. En el medio A80, como se ha dicho, la
fuente de N es proporcionada por el extracto de levadura, que segiin Avignone- Rossa et al.
(1992) este extracto no es suficiente para la éptima produccién de la §-endotoxina. Sin
embargo, la produccién del cristal parasporal depende también de las sales, que en ambos
casos estan presentes de manera definida en los medios MC1 y A80. El valor de velocidad
maxima de crecimiento en MC1 fue igual a 0,7044 h-! con un tiempo generacional igual a 1 h,
sin choque térmico (Tabla 12). Estos valores son mayores, aunque en el mismo orden de

magnitud, a los obtenidos en el medio de referencia A80, y a los reportados por otros autores,
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donde se evalud la pmsy, arrojando valores por el orden de 0,18 h! (Rios y Buitrago, 1999;

Berdugo y Zamora, 1995; Pearson y Ward, 1983).

Al evaluar un segundo medio de cultivo para el crecimiento de Bti, medio MC2, compuesto
por Concentrin 21® y melaza, se observd un crecimiento mas lento en la fase exponencial,
respecto a los medios anteriores. Este comportamiento se extendié hasta las 48 horas de su
inoculacién. Luego a las 96 horas, los titulos alcanzaron valores iguales a 3,1x108 células/mL
sin aplicar choque térmico, y un titulo igual a 3,5x108 esp/mL aplicando choque térmico. Este
comportamiento fue similar al observado en la curva de crecimiento en el medio A80 (Figura
11). En cuanto a los pardmetros cinéticos, los mismos expresaron una velocidad méaxima igual
a 0,2013 h! y un tiempo generacional igual a 3,4 h, es decir, tres veces mayores a los
obtenidos en los medios MC1 y A80. Por lo tanto, en este medio MC2, la tasa de duplicacién de
la poblacién bacteriana fue mucho mas lenta, por lo que requerié6 de mayor tiempo para
alcanzar los titulos obtenidos. Posiblemente, esta diferencia entre MC2 con respecto a MC1 y
A80, se debié a que en MC2 no se suministr6 una fuente de sales y por esta razén haya
disminuido la tasa metabdlica de la bacteria, y por consiguiente, también haya disminuido la
tasa de crecimiento. Como se mencioné anteriormente, las sales son un requerimiento

importante para el crecimiento y sobretodo la formacion del cristal (Escobar et al., 2004).

Por otro lado, el medio MC3 estaba compuesto inicamente por Concentrin 21®, por lo que
habia suministro de nitrégeno y de carbono de acuerdo a su composicion. Esto arrojé como
resultado un crecimiento mas rapido al observado en MC2 (Figura 12), pero mas lentos que
MC1 y A80. A las 72 horas, el titulo fue 190 veces mayor que el obtenido a las 24 horas
(5,5x107 células/mL), sin aplicar choque térmico. Lo mismo ocurre cuando es sometido a
choque térmico, obteniendo un valor a las 96 horas, igual a 3,1x108 esp/mL (Figura 12), un

poco menor al obtenido en MC1, MC2 y A80, pero en el mismo orden de magnitud. Pefialver
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(2005) obtuvo un titulo igual a 3,1x108 esp/mL utilizando el medio 5, compuesto inicamente
por Concentrin 21®, siendo igual al titulo obtenido en el medio MC3, en este trabajo. Quizas
este resultado sea debido a las razones antes expuestas; el medio sélo esta constituido por
Concentrin 21® y al agotarse los carbohidratos que provee, este suplemento se convirtio en
recurso limitante, que contribuy6 en la disminucién de la proliferacion de Bti. En cuanto a los
parametros cinéticos, en el medio MC3, se obtuvieron valores de pmsx y Tg similares a los

obtenidos en el medio MC2.

En cuanto al medio MC4, el cual estaba compuesto por Concentrin 21®, melaza y sales, se
obtuvo como resultado (Figura 13) un mayor numero de células en la fase exponencial
respecto a los medios MC2 y MC3. A las 72 horas de inoculaciéon, se obtuvo un titulo igual a
3,8x108 células/mL sin choque térmico y con choque térmico fue un titulo igual a 2,9x108
esporas/mL. Al comparar estos titulos, podemos observar que estan cercanos al titulo
obtenido en el medio A80, por lo que podria estimarse que es un buen medio de cultivo para
Bti, ya que suministra los componentes y cantidades necesarias para su crecimiento y
formacién del cristal paraesporal. Se destaca un crecimiento 6ptimo por la presencia de
fuente de carbono suministrada por la melaza; fuente de nitrégeno, suministrada por
Concentrin 21® y fuente de sales, que garanticen la formacion del cristal toxico,

proporcionadas por las sales definidas del medio A80.

Luego de evaluar los subproductos: melaza y Concentrin 21® y corroborar que ambos
subproductos no afectan de forma negativa el crecimiento de Bti, se realizaron pruebas con
diferentes concentraciones de vinaza, con el objetivo de identificar la concentraciéon adecuada
de este subproducto que garantizara un buen crecimiento bacteriano. En la tabla 16, se
observa que aquellos cultivos con menor concentracién de vinaza presentaron poco

crecimiento esporulativo, incluso, luego de 72 horas de inoculado. En su mayoria, los valores
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obtenidos a las 72 horas de evaluacion, se encontraban por debajo o en el mismo orden de
magnitud a los obtenidos en las primeras evaluaciones, y aunque la diferencia no es tan
marcada, esto permite afianzar la hipdtesis de que la vinaza podria estar inhibiendo el
crecimiento de la bacteria. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos al inicio con
los medios S1 y S2. En este caso, se esperaba una o varias concentraciones que pudieran
comportarse como el medio de referencia A80. Todo esto a pesar de que se le suministré una
fuente de sales a través de la vinaza, y la fuente de nitrégeno y carbono utilizando el

Concentrin 21@,

Seguidamente se decidié evaluar el efecto del pH en los medio de cultivo con diferentes
concentraciones de vinaza, donde se crecia Bti para descarta este factor como el causante de
la inhibicion. Al medir el pH en la bateria de medios se obtuvieron valores acidos, alrededor
de 4 y 5, que se encontraban fuera del rango 6ptimo para el buen crecimiento de la bacteria y
formacidn del cristal paraesporal, segiin Gutiérrez (1993). Buitrago (2004) menciona en su
investigacidn que el pH inicial del medio debe encontrarse entre 6.8 y 7.2. Ademas, Holmberg
et al. (1980) encontraron que no se presentan variaciones significativas en la concentraciéon
final de endotoxina con valores de pH entre 6.5 y 8. Por esta razon, se decidi6 ajustar el pH de
todos los medios a un valor igual a 7 para que estuviesen dentro del rango adecuado y
garantizar el crecimiento de Bti. A medida que aumentaba la concentraciéon de vinaza en el
medio, al momento de medir el pH, se observaba un aumento de la basicidad del medio, esto
probablemente asociado a la presencia de iones K+ en forma de K;O que aumentaba
proporcionalmente con el volumen de la vinaza y por consiguiente basificaba un poco mas el
medio (Leal et al, 2003). Hay que tener en cuenta que un pH cercano a 5 puede afectar la
esporulacion y la formacidn de los cristales de Bacillus thuringiensis, pudiendo llegar incluso a

inhibir el proceso de desarrollo de esta bacteria (Abarca et al, 1992). Silkdar y Majumdar
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(1991) reportan que han observado baja produccién de toxina si el pH del medio no se

controla cerca de la neutralidad.

Al plantear una segunda bateria de medios con diferentes concentraciones de vinaza, pero
en este caso ajustando el pH a 7 con NaOH (Tabla 17), dio como resultado un crecimiento
inversamente proporcional a la concentraciéon de vinaza, a las 72 horas. A medida que
aumentaba la concentracion de la vinaza disminuia la aparicion de UFC. Es necesario destacar
que la vinaza presenta una composicion que le permite actuar como buffer por lo que era cada
vez mas necesario agregar mayor cantidad de NaOH a medida que aumentaba la cantidad de
vinaza. La mayoria de los titulos bacterianos obtenidos al comienzo de la evaluacion, son
mayores o se encuentran en el mismo orden de magnitud a los obtenidos a las 72 horas para
todas las concentraciones de vinaza evaluadas, tanto sin ajustar pH como ajustando el valor de
pH, demostrando que incluso al ajustarse el pH a 7, no se observo mejoria en el crecimiento
sino mas bien desfavorecié aun mas los resultados. Esto pudiera haber afectando de manera
negativa el metabolismo celular, traducido en el retardo en el crecimiento. Por el contrario, al
observar el comportamiento de los medios MC1, MC2 y MC3 con un rango de pH inicial entre
4 y 5, se observo que al ajustar el valor de pH a 7, estos se vieron favorecidos mostrando
buenos titulos bacterianos, contrarios a los obtenidos en los cultivos que contenian vinaza.
Usualmente, ocurre una disminuciéon de pH que se debe a la utilizaciéon de los carbohidratos
proporcionados por el Concentrin 21® antes de que se alcance la fase de esporulacién.
Posteriormente, durante la esporulacion, el pH comienza a elevarse producto de la utilizacion
de los aminoacidos. Al final del proceso se deberia alcanzar un valor aproximado de pH igual a
8, siendo un buen indicador del proceso (Orietta, 2002). Si los valores de pH siguen

basificandose se estaria corriendo el riesgo de degradacion del cristal parasporal, el cual se
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disuelve en el intestino de la larva sensible a pH entre 10 y 12; razén por la cual este factor

debe ser controlado durante el proceso.

La disminucion del pH en los cultivos puede deberse a varios factores, uno de los cuales es
la liberacién de acidos organicos de cadena corta (férmico, acético, lactico) por ciertas
bacterias. En este sentido, hay que tener en cuenta que la accién bactericida de estos acidos
organicos de cadena corta es mas potente que la debida unicamente a la disminucién del pH
que producen (Carrera, 2009). Esto es, los acidos organicos de cadena corta son téxicos para
algunas bacterias por si mismos (Carrera, 2009). Por lo anterior, es posible que Bti, durante su
crecimiento en un medio que contenia vinaza dentro de su composicion, haya producido la
liberaciéon de &cidos organicos que, como se menciond anteriormente, generd un cierto
porcentaje de toxicidad, que sumado a la acidez del medio por la presencia de vinaza,

disminuy¢ el crecimiento de Bti y por consiguiente, la formacién del cristal paraesporal.

El bajo crecimiento bacteriano observado en los cultivos con vinaza, llev6 a descartar el pH
como el factor responsable de afectar de forma negativa el crecimiento y, a plantear que, todo
esto pudiese estar asociado a la cantidad de alcohol que pudiera estar presente en la vinaza,
debido a que al abrir el envase para preparar los medios podia percibirse un fuerte olor a
alcohol. Por consiguiente, se probo el crecimiento de Bti utilizando una vinaza que fue hervida
durante 30 minutos, para eliminar de esta manera el alcohol que esta pudiese haber tenido.
Los resultados de este experimento, mostrados en la tabla 18, no reflejaron el
comportamiento esperado, es decir, los resultados se asemejaron a los obtenidos cuando se
utilizé la vinaza sin hervir, sin variar y variando pH. Sin embargo, se prob6 también la vinaza
hervida pero esta vez, ajustando el pH a 7 para todos los medios de cultivo, pero como se

observa en la tabla 19 tampoco se observo un buen crecimiento.
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Después de probar todas las posibles variables que pudieran afectar el crecimiento de Bti
con la vinaza que se encontraba en el laboratorio y no obtener lo esperado, se solicit6
nuevamente vinaza en la Hacienda Ron Santa Teresa C.A. con la finalidad de comparar los
resultados con la vinaza vieja que estaba en el laboratorio y asi poder evaluar la utilizacién de
este subproducto, como componente de un medio de cultivo para el crecimiento de Bti. Para
ello se prob6 utilizando la misma metodologia y las mismas concentraciones de vinaza; por un
lado sin variar pH y por otro lado ajustando el pH a 7. Se obtuvo como resultado, poco

crecimiento bacteriano tanto de células vegetativas como de esporas, en ambos casos.

La evaluacién de todas las posibles variables: tipo de vinaza, temperatura de incubacidn,
pH y concentracién de alcohol, que pudiesen haber afectado el crecimiento eficiente de Bti
llevé a suponer que la vinaza no suministraba las sales en las concentraciones necesarias para
el crecimiento y desarrollo de las esporas, y por ende los cristales, de Bti. La manera de
comprobarlo fue realizando un analisis de composicién de la vinaza vieja y la vinaza nueva

(tabla 22).

Con el proposito de conocer y diferenciar las constituciones que varian entre las vinazas y
las que estan en comun que pudieran afectar el crecimiento de Bti, se enviaron muestras de
vinaza vieja y vinaza nueva al LCG para su analisis. Estos resultados se encuentran reflejados
en la tabla 24, donde se pudo observar que el medio S1 no esta limitado ni por nitrégeno ni
por cloruro, sino mas bien se encontrd limitado por fosfatos y sulfatos, en comparacion a lo
aportado en el medio A80. Es de resaltar que estos compuestos son los principales
responsables de la formacion del cristal y de la esporulaciéon (Buitrago, 2004) por lo que se
explicaria el crecimiento bacteriano insuficiente en los medios constituidos con vinaza. En
cuanto a los cationes, estos se encuentraron por encima de lo aportado por el medio A80,

exceptuando el manganeso que se encuentra en menor proporcioén. La presencia del ién
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manganeso es de importancia fundamental para la esporulacién de Bt (Benitende y Marquez,
1996). En este sentido, se determiné que la vinaza no proporciona las sales necesarias para su
utilizacién como sustituyente de sales del medio A80. Por este motivo, no se recomienda su
uso como constituyente en un medio formulado a partir de subproductos agroindustriales, ya
que no promueve el crecimiento de Bti y mucho menos garantizar la formacién del cristal
paraesporal. Garcia y Rojas (2006) indican que para suplir las necesidades de los cultivos se
deben aplicar cantidades elevadas de los nutrientes, contrario a lo ocurrido con la vinaza en

este trabajo.

Se debe enfatizar que en el andlisis de la vinaza también se obtuvo un exceso en la
concentracion de iones Ca*2, K+ y Cl-. El calcio en concentraciones apropiadas es necesario
para la formacion de esporas resistentes al calor, mientras que el potasio esta relacionado el
RNAm y por ende con la velocidad de crecimiento en la fase exponencial, y el cloro interviene
en el mantenimiento del potencial osmotico de la célula. Sin embargo, en la bibliografia no
existen reportes del efecto que pueda generar la presencia en exceso de estos iones en un
medio de cultivo para el crecimiento de una bacteria. Segin Foda et al (1985), la
concentracion de K+ adecuada para garantizar el crecimiento de Bt es de 0,2 M. Sin embargo,
en este trabajo se obtuvo una concentracién de 7 M de K+ a partir del andlisis realizado del
medio S1, compuesto por vinaza. Esto demuestra una clara diferencia de concentraciones en
comparacion con el A80 y lo reportado como ideal para el crecimiento de Bt. Posiblemente
este exceso de iones sea el responsable de la inhibicién del crecimiento de esta bacteria. Un
ensayo que pudiera demostrar esta hipdtesis, es la realizacién del medio S1 agregando las
sales fosfatos y sulfatos que equiparen a las del medio A80, para verificar si el crecimiento de
la bacteria es inhibido por la falta de estas sales o por el exceso de los iones Ca*2, K+ y Cl-. Siel

crecimiento se mantiene igual al obtenido en este trabajo, entonces se puede afirmar que
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efectivamente, el exceso de iones esta inhibiendo el crecimiento bacteriano por lo que sera
necesario someter la vinaza a una columna de intercambio i6nico que permita remover el
exceso de iones y de tal forma alcanzar una concentracion de iones adecuada que estimule el

buen crecimiento bacteriano.

En el trabajo realizado por Penalver (2005) se utiliz6 la vinaza como fuente de sales para el
crecimiento de Btk y segln sus resultados funciono6 de forma exitosa. Por esta razén, se pensd
que utilizando vinaza como fuente de sales en la formulacion de medios a partir de
subproductos agroindustriales, pudiese haber dado también buenos resultados en el
crecimiento de Bti, pero en este caso no fue asi. Arcas (1996) asegura que el comportamiento
de diferentes cepas de Bt puede diferir sensiblemente. Un medio de cultivo para una variedad,
puede carecer de utilidad alguna para otras. Posiblemente, este comportamiento diferencial
entre las cepas Btk y Bti se deba al hecho de que para este trabajo se utilizé una vinaza
diferente a la que Pefialver (2005) usé para su trabajo. Probablemente, esta discrepancia en
los resultados se deba, segin Garcia y Rojas (2006), a la composicion de la vinaza que a su vez
depende de las caracteristicas de la materia prima usada en la producciéon de alcohol. Ademas,
la formacién de la vinaza dependera del sustrato empleado en la fermentacidn, del tipo y
eficiencia de la fermentacion y destilacidn, y de las variedades y maduracion de la cana de
azucar, asi como también de las condiciones climaticas, del suelo y de la época del afio

(Rodella et al,, 1981).

De acuerdo a lo anterior, los medios de cultivos que contenian la vinaza, para promover el
crecimiento de Bti, no fueron evaluados en cuanto a la actividad entomopatogénica sobre
larvas de Ae. aegypti. Por el contrario, los medios MC1, MC2, MC3 y MC4, que presentaron

altos titulos esporulativos y por ende presentaron un equivalente de critales parasporales
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(Ertola, 1985), fueron los escogidos para evaluar la capacidad insecticida de Bti, mediante

bioensayos.

En los bioensayos, una forma general en la evaluacién de cepas de Bt es el nimero de
individuos muertos dentro del total de la poblacién, expresado como porcentaje de
mortalidad. En general la evaluacién de Bt se inicia con pruebas preliminares para determinar
la actividad de la muestra contra un determinado insecto blanco, empleando rangos altos de
concentracion (Martinez, 2004). Por esta razon, la inica dilucién planteada en este bioensayo
fue al colocar el complejo espora-cristal por suspensiones en el recipiente de tratamiento en

donde se pondria la larva de Ae. aegypti.

Segin Martinez (2004), para una primera evaluacién se puede emplear un nimero bajo de
larvas (de 10 a 20 individuos) con el fin de economizar materiales y costos. Es por ello, que en
este caso el bioensayo fue llevado a cabo con 25 larvas de Ae. aegypti en el tercer instar.
Martinez (2004) también indica que pueden utilizarse un niimero bajo de larvas, siempre y
cuando se tengan repeticiones. En este caso, los bioensayos realizados tuvieron tres réplicas
que permitieron verificar la capacidad toxica de Bti cultivada en los medios seleccionados

(MC1 al MC4).

Los resultados de los bioensayos expresados en la tabla 26 demuestraron que los medios
formulados a partir de los subproductos agroindustriales, melaza y Concentrin 21®, pueden
ser una opcion al momento de hacer ensayos de escaliento del proceso en la produccién de
Bti, esta afirmacion esta respaldada debido a los buenos titulos bacterianos observados y,
ademas, por los resultados del bioensayo, que indicaron que ocurrié la formacién de esporas y

también la sintesis del cristal; responsable de la toxicidad contra larvas de Ae. aegypti.
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En el caso de los medios MC1, MC2, MC3 y MC4, se observ6 una mortalidad del 100 % de
las larvas, que al hacer el ajuste con la ecuaciéon de Abott, la mortalidad quedé expresada en
un 99 %. Este resultado se obtuvo en todas las réplicas. No fue necesario realizar el andlisis
PROBIT, debido a que este prueba estadistica sirve para comparar la mortalidad arrojada
entre tratamientos, y tal como se muestra en los resultados, el porcentaje de mortalidad para
todos los tratamientos fue igual. Al comparar la mortalidad obtenida en el control positivo (Bti
crecida en A80) se observo que todos los medios probados alcanzaron el mismo porcentaje de
muerte. En el control negativo con Tween 80, ocurrié la muerte de dos larvas en la primera
réplica, en el resto de las réplicas, no ocurrié6 muerte alguna, por lo que esto probablemente
este asociado a mala manipulacién durante la realizacién del bioensayo o por la salud propia
de las larvas de Ae. aegypti, mas que al surfactante usado. Dulmage (1983) mencioné que la
mortalidad en los controles debe ser menor al 10 % para que los resultados de los
tratamientos sean significativos. Cuando se desea evaluar la mortalidad con Bti, los tiempos
de lectura son de 24- 48 h para dipteros (Martinez, 2004). En este sentido, al transcurrir las

24 horas se pudo observar la actividad téxica de Bti sobre las larvas de Ae. aegypti.

Para corroborar que la muerte de las larvas de Ae. aegypti se produjo por el consumo del
complejo espora-cristal, se hizo la desinfecciéon de 7 larvas con solucién clorada. Luego, se
llevé a cabo la maceracion de las mismas, con el objetivo de aislar UFC de Bti del interior de
las larvas muertas, que permitieran asegurar que la mortalidad fue producto del consumo del
complejo espora-cristal. Para ello, el homogenato obtenido fue sembrado en placas
diferenciales de penicilina (tabla 27), donde luego de la incubacién se observd el crecimiento
de Bti. Se confirm6 de esta manera, que las colonias de Bti aisladas de los macerados,
provenian de la proliferacién de esporas de Bti germinando en el hemocele de las larvas

muertas. Por lo tanto, dichas larvas habian consumido el complejo espora-cristal que a su vez
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habia sido obtenido al cultivar la bacteria en los medios MC1, MC2, MC3, MC4 y en el medio
control A80, permitiendo verificar la capacidad entomopatogénica de Bti al crecer en un
medio que le permita la sintesis del cristal. En el caso de los controles negativos, no se observo

ningln crecimiento de Bti.

Al comparar estos resultados de los bioensayos con los obtenidos por Pefialver en el 2005,
es destacable una diferencia entre los resultados de la mortalidad calculada a partir de los
bioensayos, utilizando Bti frente a larvas de Ae. aegypti versus la utilizacién de Btk frente a
larvas de Spodoptera frugiperda. En el caso de Pefialver, quien utilizé Btk, los porcentajes de
mortalidad se encontraban alrededor de 84 % en aquellos medios suplementados con sales y
Concentrin 21® (medio 4). Este resultado es similar al encontrado en este trabajo, donde las
mortalidades de Ae. aegypti fueron también altas (99 %), en este mismo medio de cultivo
(MC1). Sin embargo, para el medio 5 de Pefialver (2005), que contenia sélo Concentrin 21@,
no se observé mortalidad en las larvas de S. frugiperda a pesar de que este subproducto
suministra fuente de carbono, nitrégeno y sales, que pueden contribuir a la formacién de
algunos cristales. Con este mismo medio (MC3), segin los resultados obtenidos en este
trabajo, la mortalidad alcanz6 valores del 99 %. Esta variabilidad de resultados puede estar
asociada principalmente a que la bacteria de estudio no fue la misma, por lo que su
metabolismo pudiera ser diferente en cuanto a la asimilacién del Concentrin 21® como fuente
de nitréogeno y fuente de carbono, que como se ha mencionado anteriormente, son
importantes no sé6lo para el crecimiento sino también para la formacién de los cristales.
Algunos autores han probado colecciones de Bacillus thuringiensis var. kurstaki contra larvas
de S. frugiperda sefialando que no todas las cepas evaluadas presentan capacidad
bioinsecticida frente a este Lepiddptero (Polanczyk et al, 2000; Arango et al.,, 2002; Gomes et

al, 2007).
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Otra variable a influir, es el tipo de insecto utilizado en los bioensayos, ya que en el trabajo
de Penalver (2005) se utilizaron larvas de lepidéptero, que se desarrollan en medio terrestre,
y en este caso se trabajo con larvas de dipteros que son exclusivamente acuaticas. Por lo que
incluso, la metodologia de ambos bioensayos requieren de estrategias diferentes para su
ejecucion a pesar de tener el mismo objetivo, que es demostrar la capacidad insecticida de Bt
En el area de control de lepidépteros se ha discutido ademas, la susceptibilidad de las toxinas
de Bt a la accion de factores ambientales como la radiacién ultravioleta (UV) (Putzai et al.,
1991) y la temperatura (Cokmus y Elgin, 1995) que pueden inactivarlas o disminuir su

actividad entomopatogénica.

En conclusidn, es importante resaltar que la vinaza no suministro la concentracion de sales
adecuadas para garantizar un buen crecimiento bacteriano, por lo que se debera continuar en
la bisqueda de subproductos que proporcionen las sales, en futuras investigaciones. No
obstante, los subproductos agroindustriales melaza y Concentrin 21®, fueron una excelente
opcién como componentes en la formulacién de medios de cultivo de bajo costo y alta
disponibilidad, porque tal como se evidencid en este trabajo, se obtienen buenos titulos de
ambos tipos celulares (células vegetativas y esporas), que se traducen en la presencia de
cristales paraesporales de Bti. La calidad téxica de los cristales, fue demostrada a través de los
bioensayos, donde se obtuvo una mortalidad del 99 % para todos los tratamientos evaluados
con dichos subproductos, por lo que se comprob6 que el aporte de estos, era el adecuado para
garantizar la formacion del cristal. Y ademas, permiti6é reafirmar que Bti presenta actividad

entomopatogénica frente a larvas de Aedes aegypti.
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CONCLUSIONES

El medio de referencia A80 es un medio que presenta los constituyentes necesarios para
garantizar el crecimiento y esporulacion de Bacillus thuringiensis var. israelensis y
adicionalmente promover la formacién del cristal paraesporal.

La formulacién de los medios de cultivo MC1, MC2, MC3 y MC4, a partir de
subproductos agroindustriales (la melaza y el Concentrin 21®), funcionan de manera
eficiente en el crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis, pudiéndose obtener
titulos por encima de 108 cél/mL.

La vinaza no puede ser utilizada en la formulacién de medios de cultivo para el
crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis, porque no presenta las sales
suficientes para promover la esporulacién y por ende la formaciéon del cristal
paraesporal.

Los tiempos generacionales en los medios de cultivo suplementados con sales, MC1,
MC4 y A80, son menores a los obtenidos en los medios sin sales, MC2 y MC3.

Bacillus thuringiensis var. israelensis presenta actividad insecticida frente a larvas de
Aedes aegypti.

La mortalidad reflejada en los medios planteados a partir de los subproductos
agroindustriales, melaza y Concentrin 21® (MC1, MC2, MC3 y M(C4) fue de 99 % igual al
control A80.

Las larvas de Aedes aegypti murieron por la accién insecticida del cristal y la posterior
germinacion de las esporasde Bti, crecida en los medios de cultivo MC1, MC2, MC3 y

MC4.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir realizando pruebas con otros subproductos agroindustriales que
actien como fuente de sales que promuevan el crecimiento y formacién del cristal
paraesporal de Bti, y ademas disminuir los costos al momento de realizar escalamientos

a nivel industrial.

Realizar los calculos de la CLso para cada uno de los medios a partir de subproductos

planteados en este trabajo.
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