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Presente

Sefiores:

En cumplimiento con las normas establecidas en la ley organice de la
universidad de San Carlos de Guatemala, presento a vuestra consideracion,
el trabajo de tesis titulado " Biisqueda, aislamiento y seleccion de cepas
de FBacillus thuringiensis nativas en Guatemala, para el control de las
especies de Anasthrepha ludens € Anosirephe oblicve .

Someto el presente trabajo ante ustedes, a efecto de cumplir con el
requisito previo a optar al titulo profesional de Ingeniero Agrénomo, en el
grado academico de Licenciado en Ciencias Agricolas.
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BUSQUEDR, RISLAMIENTO ¥ SELECCION DE CEPRS BE Facillus thuringienisis
NATIUAS DE GURTEMALR, PRRA EL CONTROL DE LAS ESPECIES Ot Anasirepho

ludens \ Anasirephe oblicue

SEARCH, ISOLATION AND SELECTION OF Faciflus thuringiensis NRTIUE T0
GUATEMALR, FOR THE CONTROL OF THE SPECIES Anasirephea fudens AND

Anastrephe ablicue

RESUMEN
Las moscas de la fruta causan pérdidas incalculables en Guatemala,
especialmente en los cultivos citricolas y del mango, que cada dia cobran
mas importancia, tanto por la demanda local como internacional. Debido a
la capacidad de dafio de estas plagas y a la dificultad para controlarlas, la
expansion de estos cultivos se ha visto seriamente limitada , afectando

negativamente el desarrollo fruticola a nivel nacional.

Entre tales moscas de la fruta las especies WMnesirephe fugens
Anastrenhe ehiicue son consideradas plagas de importancia econdmica en
el cultivo de la narenja (Litrus sinensis) y mango (Menguifers indice )
respectivamente, sin embargo se carece de un programa de control
integrado para tales especies siendo necesario un analisis de aquellos
factores que intervienen en el control, entre ellos, el control biolagico
sobresale como una alternativa por su alta especificidad y minimas

consecuencias ecoldgicas desfavorables.

Fué por ello que el presente trabajo se orientd a buscar aislar, evalus
y seleccionar cepas de facillus thuringiensis nativas en los suelos de
Guatemala que controlaran las especies de A./udens y A.edlicus en forma
eficiente, considerando que el entomopatdgeno Faciiius ihuringiensis ha

sido una bacteria utilizada por muchos afios en el control de plagas.



Durante el estudio, se realizd en los meses de octubre, noviembre y
diciembre de 1990, S0 muestreos en 25 lugares diferentes del pais,

especialmente en aquellos lugares en los que el insecto plaga en estudio
hubo causado dafio.

Como resultado de tales muestreos fueron aisladas 14 cepas de
A thuringiensis  pendiente su determinacidn taxondmica, las cuales

juntamente con otras 38 cepas fueron sometidas a evaluacidn.

La prueba de bioensayos preliminar permitié seleccionar aquellas cepas
efectivas en el control de cada especie, evaluando posteriormente 5 cepas
en A./udens y 7 cepas en A.oblicue . En tal evaluacion fueron separadas
cuatro fracciones toxices de cada cepa de & thuringiensis, 18s cuales se
obtuvieron al final de la esporulacidn, constituyendo a 1a vez los
tratamientos o evaluar, juntamente con un testigo el cual fué de utilidad

en el registro de 1a mortalided debida por causas naturales .

Los resultados del porcentaje de mortalidad obtenidos fueron some-
tidos a un analisis de varianza con un disefio completamente ai azar, con un
arreglo combinatorio mostrando diferencias significativas, por 1o que fué
necesario realizar una prueba multiple de medias "Duncan . Siendo la cepa

7A quien alcanzo los valores méas altos de control.

Asi mismo en el anadlisis entre las distintas fracciones evaluadas,
resultdé que 1e fraccidn téxica insoluble en agua, es decir los cristales
parasporales presentaron en promedio los valores de control mas elevados,
esto sefiala el amplio potencial de las cepas 7A y 4B para la aplicacidn o

gran escala en el control de las moscas de las frutas.



2. INTRODUCCION

En 1os altimos afios 1a fruticultura en Guatemala ha cobrado un mayor
interés, debido & que las condiciones ecoldgicas permiten el desarrollo
de cultivos tropicales exportables, contribuyendo asi al fortalecimiento
de la economia guatemalteca. Prueba de ello son los programas de
diversificacion de cultivos a nivel nacional impulsados por el Ministerio
de Agricultura, el programa Moscamed y la iniciativa priveds de
Guatemala, que con datos preliminares estimados, reportan un érea
potencial de cultivo aproximada de 70,000 Ha (incluyendo 1a costa sur)
para naranja ( Lrirus sinensis) y 315,000 Ha para mango (Henguiters
ingice ), de 1a cual el éres que se estima utilizade actualmente es

alrededor de 18,690 Ha para naranja y 5,740 Ha para mango.

El aumento de las areas fruticolas, trae consigo el incremento de las
principales plagas que le producen dafio econdmico, entre ellas “ Las
moscas de la fruta " especialmente Jdpesirents ludens Y Anssirenhs

onlicis .

Fué por ello que el presente trabajo se enfocd en la busqueda,
aislamiento, evaluacion y seleccion de cepas de Baci/ius thuringrensis
nativas en los suelos de Guatemala para el control de las especies de

A oeis § A ablicus

Se evaluaron para ello 52 cepas de & hwringiensis inediante la
utilizacion de bioensayos en cada especie plaga en estudio, de 1a= ruales
iueron seleccionadas por su efectividad 5 cepas para 4. /ugens y 7 ~epos
para A.af//cue. En cada cepa fueron separadas cuatro fracciones ...xicas
producidas durante el proceso de esporulacion de la bacteria, 152 cue a la

vez fueron los tratamientos a evaluar.



Los resultados obtenidos de porcentaje de mortalidad fueron
sometidos a un andlisis de varianza, utilizando un disefio completamente
al azar con un arreglo combinatorio presentando diferencias estadisticas
significativas por 1o que fué necesario realizar una prueba maltiple de

medias "Duncan”.

La fase de aislamiento y seleccidn de cepas de & thuringiensis fue
realizada en el Instituto Centroamericano de Investigacidn y Tecnologia
Industrial ( ICAITI ), siendo 1a formacidn y mantenimiento de 1as colonias
de Anesirepts \levadas a cabo en el laboratorio ™ La Aurora " del
programa Moscamed, contando con 1a asistencia técnica y econémice del

Organismo Internacional regional de sanidad agropecuaria. (DIRSA ).



3. DEFINICION DEL PROBLEMA

Las condiciones ecoldgicas en Guatemala, 1a demanda y los precios
alcanzados en el mercado internacional, permiten el desarrollo de una
gran cantidad de cultivos exportables; cultivos como el mango y la naranja
han adquirido en los Ultimos afios importancia econdmica dentro de la
fruticultura 8 nivel nacional, reportando un area potencial de 70,000 Ha

para la naranja y 315,000 Ha para mango.

El aumento de las areas de produccion, ha conllevado al aparecimiento
de aquellas plagas que atacan estos cultivos, siendo estas " Las moscas de
la fruta *, principalmente Anssirephs Judens y Anesirephe oblicus,
ocacionandose tanto péerdidas directas al cultivo como impactos socio-
econémicos incalculables, por su limitacion a las exportaciones debido 8

las medidas cuarentenerias impuestas por aquellos paises importadores

- “Actualmente se carece de un programa adecuado de control integrado
para las moscas de la fruta, ya que tradicionalmente por muchos afios el

control quimico ha sido el principal método de supresidn de estas plagas.

Es conocido que el sobreuso de productos quimicos ha ocacionado el
surgimients de plagas mas resistentes asi como el aparecimiento de
nuevas, provocando disturbios ecoldgicos desfavorables, en ruchos

cultivos

Es necesario considerar todos los factores que intervienen en e!
control, entre elios el control bidlogico, como una alternativa viatie por
sus ventajas tanto en el sistema ecoldgico en el que actua, como pars el

hombre mismo. e,



Habiendo sido selecionado el entomopatgeno Zaciilus thuringiensrs
por ser una bacteria que por muchos afios se ha usado en el control de
plagas ( maés de 200 especies ) mostrando minimes consecuencias

ecoldgicas por su alta especificidad.



4. MARCO TEORICO

El control de los insectos en su sentido mas amplio incluye cualgquier
cosa que hags dificil 1a vida de estos, que 1os mate ¢ évite su incrementio y
que haga que sea laboriosa su diseminacion en el mundo. El combate de los
insectos puede realizarse de muchas maneras . { Metcalf y Flint 1,982 )

(27).

4.1 DESCRIPCION DE LAS ESPECIES PLAGA EN ESTUDIO

Las moscas de 1a fruta més perjudiciales se encuentran incluidas en lns

géneros Ceratitis, Dacus, Anastrepha, Rhagoletis y Toxotripans (28 ).

Las hembras ovipositan a travées de 1a cascars de 1a fruta poniendo sus
huevecillos en forma solitaria o en grupos. Al eclosionar |, las larvas
empiezan a alimentarse formando galerias en la pulpa siendo facilmente
localizadas en frutos por madurar. Al terminar su desarrollo abandonan el
fruto haciendo orificios regulares que a veces estan rodeados por un area

de consistencia blanda.

La =alida de 15 larva generalmente coincide con 1a caida normal de 13
fruta, la lluvia al golpear el fruto provoca en forma espectacylar Ia salida
de las larvas, los ciclos bioldgicos varian en relacidn 8 la humedad,

temperatura y hospedante.

Las larvas al abandonar el suelo suelen enterrarse a una profundidad de
£ = 3 centimetros generalmente, pera en relacion g la textura del sueln

pueden gumentar esta profundidad. POOPIEBAY BE Li UNTVERSIBAD DE SAN CARI ¢ A+
Biblifoteeca Canr - $



ANV vastranhs fudens Loew )

Clasificacion taxonomica:
Clase:  Insecta
Orden: Diptera
Familia: Trypetidae { Tephritidae )
Genero: Anastrephsa
Especie: ludens
Morbre comun: Mosca de 1a fruta, mosca mejicana de 13 fruta.
Ests especie encuentra condiciones apropiadas en los suelos con pH

neutra a ligersmente cido para empupar (13 ).

El ciclo de vida que posee 5 el siguiente:

Huevecillo larva pupa fecundidad
1 -4 dias 10 - 2S5 dias 20 - 25dias 100 - 800 huevecillos.

Pudiendose abtener de cuatro a ocho generaciones al aio .

Entre los principales hospederos se encuentra:

Mandarina Crirus nobiiis
Maranja agria Citrus aurant i,

' Naranja duice CTirus Sinenais.
Mango Manguirers indice
Guanaba Aanens muricsi e
Anona Annans HSUess].

" akoey METUNES SIEITESIE

Fa



IManzano Furus silvesiris

Membrillo LHaamie alionge.
Chirimoya Annong Cherimeis
Chicozapote Achres zepola
Zapote CEFIMIFCE Eqiuiis
Jdinicuil HEE jraice’’
Durazno FIUusts persics
Fera FLrus commiiss
Toronja LHLus grendis
Arrayén FEIGHHT SEUTENE
Granada FUumcs granstim

4.1 2 Awssiraphs ciiicys { Macquart ),
Clasificacion taxonomica:
Clase: Insecta
Orden:  Diptera
Familia: Trypetidae { Tephritidae )
Genero:  Anastrepha
Especie: oblicua
Hombre comun: Mosca de 1a fruta, mosca de la fruta de las indias
ccrcidentales
Ciclo de vida;

Huevecillno Lary: Pupa Fecundidad

1 - ddias 1 25 dias 10 - 1S dias 100 - 500 hye.

Entre los principales hospederos se encuentran:

Mango Mlsnguirers indics

Guajaba FEIGUTT G575,



Aot SPGRGIEE G T
Fomarrosa  Luganis jemiics
Fitanga fugesis uniliors
Hizpero ErTChali s 1600 CS
Bs unag especie multivolting ya que posee de cuatro a echo generationes

SATIO
Cadaunn de los ciclas de vida dependen directamente de 1as condicinnes

Apnten gle 100

Erolo que respects 5 13 dindmics de 1a poblacidn, estas disminuyen con
el establecimiento de las lluvias y las Apoca seca, no influyendo
significativamente la altitud a 1a que se encuentre; estudios realizados
han  demostrado que no  existen  diferencias entre las altitydes

comprendidas entre los 430 - 1250 manm(7)

Las

‘J"

factores ambientales constituyen un factar importante en 1a
chundancia de individuos. Bateman, 1972 ( 9 ) cita que 1a sobrevivencia de
137 pupas de A Judeas se ve reducida por el bajo contenida de himedad en

el zusle teniendn una reduccidn de la~ pablaciones en afios ser =

En regiones tropicales y subtropicales la temperatura ambiental -e

tdencia en el desarrollo de o3 estados inmaduros (5).

42 DESCRIPCION DE LA BACTERIA EN ESTUDID

42V HISTORIA
Secilius tringiensis fug descrito por primers vez en 1902 en Japan
somo el organismo causal de la enfermedad en larvas del qusang de seds,

denominand: el acente causs) comn Ssciiivs sotia par Ishiwata ( 24 79

21

10



Sin embargo el verdadero dezcubrimiento del Seciiius thuringiensis fud
hechio en Alemania por Berliner alrededor de 1910 {24) - 1915 (20 21 Yen
donde fué asislado el Aisuringiensia de la larva de fahesiis Fufnielis

proveniente de una fabrica situada en el distrito de Thuringia. A pesar gue

i3

Ferliner observo las inclusiones parasporales no las relaciond con la

tosicidad producida

La produccion comercial comienza en Francia en 1938 bajo el nombre

Lpareine |

Trabsjos realizados por Hannay 1953, en Canada sugieren 13 actividad
de’ cristal parasporal como e] agente toxico, siendo confirmadn por Anqus
1954, demostrando en 1935 Hannay y Fitz - Jdames, la consistencis

protaica del cristal (24, 29, 211

Una nueva era en la historia de ests bacteria comienza con &i
dezcubrimiento de 1a actividad contras las principales plagas dentro del

orden lepidaptera.

Prosiguieron ios esfuerzos por aislar nuevas cepss de Zikwingrensia
Ingrando en 1276 el aislamiento de una nueva cepa sctiva contra larvas d
mosquito 4 la moscd negra, siendo esta ceps aislads del agqua en el
desiarto de Megev, Israel a 18 cual se le denoming  Sso/fiys fauring -nais
H-14 o var saresiensis (24, 253 Otro descubrimiento importante  fus
hecho en 19672 por krieg y colaboradores cop el aislamiento de 1z ceps

derominada Saciiins IeThots

g wee Famgliianis 1:_‘_1‘; 1 Vg sypesnors -

T Diego (223 leu cuales son activz contra alguns farvs. de oy

pertenecientes gl orden coladpters,

11



Fecientemente en andlisic geneticos mediante 1a localizacion de genes
codificados por la delta-endotoxing se ha lograde obtener plantas
transzgénicas en tabace, tomate, papa y maiz (24, 4, 34), las cuales
actuatmente estén siendo sujetas a intenzas prusbas de campo logratds
resultados altamente satisfactorios

El migrcado del & dswragiessis actualmente es dificil de estimarlo, sin

embargo la utilizacién de cepas en el control de lepidapteros en 1y

[wrg

agricultura, horticultura y area forestal se calcula que shualments nscils

entra 10 000 - 50 000 toneladas {24 1

42 T TANONOMIA Y CLASIFICACION

ls gouerdo 3 1o clasificacion de bacteriss segun Bergey | ESCT,

e Fatf el T

. ans/s (berliner) pertenece g la familia Bacillacea, Genera Asc/iius
aeriie s tag gerobing gram-positivos, formadores de esporas.

mA TR eam

Gsorilis Saavngiansis es ung bacteria tipica del suelo distinguible de
rapecies cercanas como A cerews | £ éntracis debido a la presencia de
una inclusién parasporal que aparece durante la esporulacidn (33), dicha
inciusian parasporal o cristal qpne:almente tiene forma de diamante, pero
en slqunas especies tiene forma de rombo, cubo (3) o bien puede ser amorfo
~ormn en el caso de la variedad israelensis (£727) (24, 29). Por 1o general
cada esporangio contiene un cristal, separado de 1a pared celular y de 13
p oora, al parecer este persiste indefinidamente, es de naturaleza
proteica, conteniendo un porcentaje mayor de 17 & en nitrégeno, y cuando

- v

monns U7 pnindacides 70



w

L3 inclusidn parasporsl o cristsl presente en la bacteria se finz
facilmente con colorantes bioldgices y con facilidad se observa por medio

de un microscopio de fases,

Con el descubrimiento de nuevas cepas de Saciiivs thiringrensis fue
recesario clasificarlas, utilizando en 1962 por Barjsc y Bonnefou g
crimera clasificacian basada en el antigeno flagelar H. Este meétods
dermostro ser muy atil en cuanto a la clasificacion de cepas , actualmants
han sido identificadas 30 diferentes serotipos pudiendo apreciarse algunos
serptipos importanies en el apéndice 1. Este mélodo ha sido una
herramienta muy 4til en cuanto a 18 clasificacion de cepas individuales,
zin embargo se discute de este método el no poder reflejar caracteristicas

genéticas de 1s delts-endotaxina, ni las propiedades insecticidas.(24)

Mtras clasificaciones han sido propuestas siendo unas basadas en tipos
y modeles de 4cido grase, siendo finalmenie en 1989 cusndo Hofte y
whiteley propusieron un sistema de clasificacion basado en la secuencia
qenética y del espectrum de actividad de cada ceps, siendo Jos genes

divididos en cuatro grandes clases.

TIPD DE GEN ACTIIDAD
CRY | LEPIDOPTEREA
LRY N LERPIDOFPTERA
CRY I COLEQPTEEA
Cey 1 CIFTEREA

La sityacidn actual de Ya clasificsc on o= satisfactoria La e e myoede

]

genes pusdon ner

o

wy
€37

por un lado agrupar al microorganismo 4y por el otro sy

caracterizados ndependientemente {24 ).

w3
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Ankiy Chigasaki (1915) describieron la sctividad de la bacteria aizlada
de la larva del gusano de seda por Ishiwata, asi como la enferinedad
ncacionada cuando esta era ingerida por 1a larva. Ellos fueren 10s primeros
en establecer que soln los cullivos ya esporulados eran patogenicos al
ingerirsa por el insecto. En 1931Steinhaus, Jerrel en 1954 y Hannay 1952
sstablecen un enlace entre 1a patogenicidad contra larvas de lepidapteros y

la presencia de inclusiones parasporales.

Angus (195419567 demostrd sstizfactoriamente que solo el crigtal o
=11 solucion alcaling eran togicos en larvas de Semdbix mer? que 13 espora
snla, no era taxica, asi como que el cristal era activamente towico

gricarmente cuando este era ingerido porlalarva £ 21, 3

K=

1[0

Gach 1981 {3} indica que 1a mayoria Je o3 insectos o
lepidapterns ) atacados por Facifivs fhuringiensis manifiestan una
sintomataologia, siendo esta que tales insectos se vuelven perezosos, Yyano
. alimentan y mueren en un lapso de veinticuatro a setenta y dos horas,

tarnéndnse de color café ebscuro y negro, quedando el insecto momificado .

Actualmente dentro de 1s actividad téxica de la bacteria se ha podido

extablecer la presencia de siete diferentes toxinas denominadas

o - Exntovina, lecitinasa o Fosfolipasa C

fi - Exotoxina, termoestable

- Exntoxina , enzyma no 1dentificada aun.

Taxina .olutile al agua

14



Taxing inestable n 1ahil

Euntoxina o "mouse factar”

5- Endotoxing o cristal parasporal proteico (22 )

Aungue hiay que hacer notar que no todas 1as cepas de S 056706/675
pazesn  las siete tovinas antes mencionadas, sino mas bien algunas de

allas varian en cada cepa.

v = Exotaxing ( Jecitipa fosfolipasa C )
Se ha encontrado que tal exotoxina es acumulada durante 13 fase
crecimizsnto exponencial de alqunas variedades, siendo fnesiable al calor y

capas de provocar rompimiento en muchos tipos de celulas (29).

- Exotoving o Thuringiensin
En 1250, Connell y FEichards repartan el descubrimiento de un

compuesto estable al calor producido por el B iduringiensis

La - Exotoxing tiene 1a caracteristica de ser seqregada por algunas

variedades durante el crecimiento exponencial.

La i - Exntoxing es conocida tambiégn por su alta activids® contra
alqunos dipteros "Fly factor” y otros ingectos. Actua blogueando Tam o is
colilar, ziepdn derivado de la adenosing, ejerce un efecto inmifide
peeacifico de 1o polimerasa de ARN dependisnte del ADN de harcte
voddas de mamiferos 1 uso de 13 i - exotoxing como insecticic - - o
rechazada en norte-america y Eurcpa por causar unooawmer s de

aberraciones en 108 cromosomas  de células de sangre humana. (23, 20)

15



o - Endatoxing

L3 delta - endotoxina conocida actualmente como el cristal proteico,
#5 activa por la mayor parte de cepas de S ¢swingiensis contra insectos
del orden jepidoptera, tal endotoxina es producida durante el proceso de
esporulacion { ver figura 1), sin embargn 1a funcidn del cristal dentro de

la bacteria y su origen bioguimico exacto son aun desconocidos (29).

Bl cristal parasporal esta compuesto de subunidades glicoproteicas (5%
de carbohidratos ) alcanzando un peso molecular que varia de 130,000

daltons (29 - 140,000 daltons (22

Los genes del cristal preteico generalmente se encuentran localizados

-,

B uno o omas plasmidos (13,33,25 ) que varian de tamafio {( de 1.5 a 180

.n

Mdaltons 3y ennumero (2 3 17) dependiendo de Ta especie {323). En o] cazn
del  Haciilus thwringiensis var Jsreelensis  se e stribuye que 13
informacion para ia elaboracion de 1a delta-endotoxing se encuentra en un
largo plasmido de 72 Kdaltons causando una répida citdlisis en células

apiteliales del intestino del insectn (25).

Hormalmente las proteinas ( 120,000 - 140,000 dalions ) son
convertidas por enzumas proteoliticas en el intesting medio del inzecto a
pequenos componentes toxicos, el tamann de dichos componantes oscila

alrededor de 10s 60 kiledaltons (22).

En 1a delta-endotoxina de muchas variedades de S hringienais { exep-

L

tuando finitimus, pakistani, dakota, indiana, kumamotoenis iy tochigiensis)
se ha encontrado que su patogenicidad hacia varias especies de insectos
afecta principalrmente en su estado larvario. Hasta el momento se conocen

tres espectros diferentes de actividad o patotipns. (24,22, 29).

16
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Figura 1. PASOS EN EL PROCESO DE ESPORULACION DEL Bscilius ringiensis

FASE DESCRIPCION

AMMAARAAANAAA - CAMBI0OS NUCLEICOS

- CONDENSACION DE LA CROMAT INA NUCLEAR
EN FILAMENTOS AXILARES

- FORMACION DEL FILAMENTO AXIAL

I ARNMMAANMA - DISTRIBUCION DE LA CROMATINA EN CADA
LADO DEL SEPTUM

m - APARICION DE LA INCLUSION GVOIDE ¥ DEL

CRISTA
A D L
v - FORMACION DE LA PARED CELULAR
AN > - FORMACION DEL CORTEX Y RECUBRIMIENTO
DE LAS ESPORAS.
v - MADURACION DEL CRISTAL ¥ DE LA ESPORA
FAVAVAVAVATAN

- PROCESQ DE REFRACTIBILIDAD
Vi - FIJACION DE CALCIO DIPICOLINATO EN LA
PARED DE LA ESPORA Y ERMOESTABILIDAD
- LISIS DE ESPORANGICS

FUENTE: ESTUDIOS REALIZADOS POR FITZ-JAMES (1353) ( 21).
O.ROWE, A MARGARITIS { 29 ).



<1 lepiddnteros { Patotipn A}
4 diptera { Patotipo B

Yeoledpters Patotipo C)

La actividad en dipteros ( especialmente mosquitos de la farmhia
ylicidae ) ha sido correlacionada con la presencia de cristales de forma
"ubinide facilmente distinguibles del cristal hipiramidal caracteristico del
Sk gressis tal cristal activo contra dipteras y mosca negra adems as da
-2 haterngénen en su fortna, 1o es en su composician; caracterizandole

e

cuatro componentes principales cuys masa molecular es de 124, 1268, 7. 1

27 Edaliens o 20

De ranera general podemos mencionar 1a correlacidn encontrada con
polipéptidos de masa 134, 128 4 72 kilodaltons en cuanto a su actividad
contra mosquitos, siendo el cuarte componente del orden de los 27

Lilodaltans responsable de 1a actividad citolitica no especifica (22).
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Phueingiensis vem S Jrege o recientemente aisladas se caraclerizan por
rmnsirar caracteristicas marcadamente diferentes con relacion a aquellas
cepss cuyn cristal es activo contra lepidapterns, en cuanto 3ls estructurs

y 1as propiedades quimicas del cristal

La especificidad encontrada en el & {hiringrensis ha sido cons iderada
por algunos autores como limitante para su utilizacign coma pesticida,
i embargo la multiplicidad de cristales proteicos actualmente
iientificados y sus efectos sinérgicos encontrados brindan una oportunidad

ey el aumento de sy uso
[ ~ .

3

1
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DU DE ACCHON DE LA EHDOTDXINA

o1 modo de accidn de 1a endotaxing { el cristal parasparal ) ha sido
<t de estudio desde 1953, Humerosas investigaciones se han realizsdn

endn dificil su interpretacidn por 18 diversidad de las esperies

|‘tt
Xy

uceptibles 4 las variaciones observadas en cuanto a la eficacia del cristal

covterentes variedades de Flwiagiensis (21

Exicten tres formas diferentes por las cuales las bacteriss

nisteteras pueden matar gl inzecto huésped, designadas como tipos

"yalor del pH del intesting del insectn deberd estar en 10 0 mas sltn
inzecta 4 los pocos minutos (9 - 20 ) despuds de 1a ingestion de!
porulado, presentando una par&lisie del intesting media, eguida

ung paraliziz general de uns s siete horas de:

cll

pués. La pardlisis geners]
acompahada por un incremento en el pH de 1a sangre de i & 1.9 1o cual

cdice nue hay ung filtracian del material alealino del intestine a is

Elvalor del pH del intestino del insecto deberd estar alrededor de 95

En este tipo de accidn no ocurre un incremento en el pH, pern hiaiy uns

paralisis del inteating y el insacto muere a las dos o cuatro dias con uns
pacatic general { es 1a mas coman ). e

Quwnuuuﬂ!mm. v o
Bibitoteea Gomtrs J



TR { dusgsais $whmrelie

E1 valor del pH del intesting del insecto detera encontrarse por debsjs
d2 3.4 Solo se conoce un insecto dnsgssie fuiviieils el cual muere de los
des a cuatro dias con los sintamas de paralisis general, no muere como 2n
los casos | y N, parece ser que para causar la muerte la espora debs
germinar en presencia del cristal proteico, creciendo en el intesting

medio. { 2 21 )

La protoxing necesita ser ingemida por el insecto suceptible
dizolviéndose en un medio alcalino en el intestino del insecto y
catwirtiéndn dichas protoxinas en componentes toxicos activos mas
prauetins  de aproximadamente 60,000 daltons; subsecuentemente las
mnleculas tavicas pasan a traves de 1a membrana peritrafica (24). Similar
activacion se da en proteinas de 72 Kilodaltons en el & 2fuwvngiensis v
isreelensis (22): esta activacion proteslitica es el primer paso en el
proceso de envenenamiento precedido por la ingestion  del cristal,
subsecuentermente toman lugar una serie de eventos produciendose en

larvas de lepidaptera, una paralisis del intesting y de 1a= partes bucales

Xy

Ectudios reglizados han demosirade que 1oz celulas epiteliales del

v

intestinn medio de la larva ~uceptible es el lugar donde actua primerao la
tozing (22); efectos similares se enhcuentran en larvas de dipteros variando
en las manifestaciones de toxemia entre lns diferentes grupos de insectos.
Como mencionamos anteriormente, el sitio de accidn se encuentra en la
remb ang epitelial del intestino donde los polipeptidos se enlazan con
recontores  especificos, la presencia de tales receptores ha sido
ampliamente demostrada, sinembargo la delta - endotoxing de diferentes
variedades pargce reconocer dlfereMap receptores; hasta la fecha dichos

N - ; :
eeentores ng har, sido aislados ni rara;tmuadn; (29,11)

PR



Laacciondel Sd.e rewacs apivel celular consizte en 2l hincharmento
destruccién de la microvili, la hinchazén celular, 1a desintegracian
vgresiva de los organelos celulares y una intravacuglacién intracelylar
weneral (22,24,10), provocandn un descontrol de s permeabilidad daj
ecto sequido de un intercambio entre Tos com ponentes de ls hemaolinfa gy

Cantenido intestingl siendo letal para 1a larva del insecto. (24 )

Coefectas hemolitices, citoliticos y neurotéxicos ocacionades
clalmente por el & hwringiansis ver jsreeiensis 122, 30, 9, 107 an

L de JRadaltons cuye mecanismo difiere del presentado por

bt preteicos. Thomas y Ellar en 1983 reportan 1s posible
siteraccion de ls texing con fosfalipidos de la membrana celular en
pterns, induciendo un deterioro del reardenamientn de lipidos sequidn de

una desorganizacion de la estructura de 1s membrans celular (271

LI T P R B SV g
b DEL Ssciiivs dhwrmgiansia

sdedoy o 00 especies de insectos principalmente lepidopteros <on
controladns por el entamopatogenn A 74wy ngiensis, excluyendn & 19
variedad israslensis 1a cual e= activa contra mosquitos iy 1a mosca negrs

votan finters

2ones agricolas e utilizade exitosamente contra
defoliadores, protegiendo cultivos como algodon {principalmente), branr

repolla, coliflor, lechuga, tomate, vifiedas, alfalfs, tabaca, sandia, et

ool gmpo Toreztal esta bacteris ha tenido una contribucicn enorme
expecialmente en paises como Canads en el control de REpECIES Como

Bunsu moth 07 senteris gisass ) palomilla gitana; Spruce budworm § (He-

21



viofonas rumalersns) qusano de la yema del pinabete; Western tent ca-
terpillar ( Me/scosame c&litarsicum ), Browntail moth (Fupracts:
civvaeniaes ) palomilla de cola café; Bag worm (  7hwicaoterts
sntameraeieiis ) quasano de bolsa, etc. Se ha desarrollado formulaciones

liquidas altamente potentes { por encima de 12.7 billones UWI/L), teniendo

T

& ¢ringiensis como el unico organismo patdogeno registrade para el
contral del Spruce budworm ( Charislanswrs Tumerarsne) qusano de la yerma

del pinabete.

Otra aplicaciony quiza una de las mas impartantes 1o constituye 1s
utilizacion en el control de vectores de enfermedades pars el hombre,
especialmente en  la  variedad israelensis, se  han  desarrollado
formulaciones para el control de 72 especies de mosquitos ( del género
cwlan | Anegteles principalmente ) y 27 especies de la rosca hegra

(5imulido del orden Diptera ) (29 )

17 POELACION DE BACTERIA EM EL SUELD

Buckman, 1977, {6) reporta que la mayor poblacidn de bacterias en e
zuelo radica en horizontes superiores siendo su ndmero varishle debido a
condiciones  de temperatura, humedad, aereacidn, la calidad y clase de
materia organica que sean o no favorables, la concentracion  de iones

hidrdgeno en el suelo, asi como 1a cantidsd de calcio intercambiable.

Es cierto que la centidad de bacterias en el suelo es muy grande,
posiblermente tanto como 3 6 4 billones para un gramo de suelo. Se estima
que de 430 a 560 Kg de maza bacteriana vive en el espesor arable de urs

hertarea (6 )
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S sgssis e unnicroorganismao tipico del suelo, distingui-
Hl- de ezpacies de f&cifius cercanas, facilmente aizlado del suelo ya ses

por selecciones de acetatn (26, 32, 158) o hien utilizandn el medic passl

tyyectigacione:. realizadas en cuanto a ls distribucion del Ssc7705
igiee- s por Martin g Travers (26 ) muestran resultados positivos en

=1 aislamientn de muestras de suelo provenientes de 30 paises
diztribuidos en cinco continentes, siendo en Asia donde se encontré una

gy abundancia

La presencia de Sscifius Suiringiansiz en el auelo no mostrd correla-
cian en el control de inzectos presentes (26, 23), siendo raramente o
©onea desencadensda ung epizootia, a no ser de provocarse por condiciones

=:1ernas favorables tales como aglomeraciones de insectos. Sin embarge,

o e T ngrensts aisladas producen toxinas  altamente
, = 2] contral de ciertas plagas (23) llegando actuahmenta 5

produciree coamercialmente por afie aproximadamente 10,000 - 50,000
ioneladas., a partir principalmente de cepas activas contra lepidoptera.
siendo para aguellas cepas activas contra dipteros upa produccidn anual

aly adedor de 1000 toneladss (24 )
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9. OBJETIVOS

Buzcar, aiziar, evaluar y seleccionar cepas de  Ssciiiys LEINGIensTs

nativas en los suelos de Guatemals para controlar las especies de



6. HIPOTESIS

Feizte al menos una cepa de Ssciiivs wwingrensis nativa en los

~ueloz de Guatemala que controle las especies de dussivands figens o

v omdpronie ol e
ARSI EnnE Gl TS

6.0 Fario menos ana de Tas cuatro fracciones touices de A nevagiaisis

o

ronvera un porcentaie de mortalidad diferente que 1as damas en el condral

;

de J Jpdens o 4 oA s

25
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7. METODOLOGIA

THOBTENCION DEL MHCRFOORGANISND
T 1 Localizacion del ares de muestren:

Las muestras de cuslo sujetas & anglisis fueron tomadas en huertos
treitales de Mango y citricos gue presentaron atagues de las plagas bajo
estudio, tambien se muestred en mercades 1y lugares donde habia sido
almacenada fruta, ya que estudios eanteriores muestran una mayor

incidencia de & thwvsgiansis en tales lugares (32).

Las areas de recoleccion de muestras pars cada cultivo fueron las

siquiante;

Mango:
Sur - occidente { Fetalhuleu )

Sur - oriente  ( Chiquimulilla )

Sur { Escuintla )
Oriente { Zacapa )
Citricos:
Horte { Alta Yerapaz )
Centra ( Baja Verapaz )
Sur { Sacatepequez, Chimaltenango )

Sur - occidente  { Petalhuleu )
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de recoleccion diferentes, distribuidos en todo el pais {ver cuadro 1), de
las cuslaz se obtuvn S0 muestras de sueln
Luadro ' Area de recoleccion de las muestras { ver detalle de cads lugar

de muestrea en el apéndice 2 ).

Mamern de muestra Departamentao
sur santa Rosa
2 Sur Sacatepequez
K Sur Chimaltenango
4 Sur Santa rosa
5 Sur Ezcuintla
Sur Ezcuintla
Sur Ezcuintla
i MNorte Alta Verapaz
o Norte Alta Verapaz
19 Norte Alta Verapaz
I Centro Baja Yerapaz
P Centro Baja Yerapaz
[ Centro Bd)s Yerapaz
{4 Sur Sacatepéquez { Antigua Guatemals )
i5 sur Chimmaltenangn
16 Oriente Zacaps
17 aur Chimaltenango
13 sur Chimaltenango
19 aur Chimalteznango

, Sur Chimaltenanga



21 Oriente 2acapa

22 Sur-occidente Retalhuley
23 Norte Alta Verapaz
24 Centro Baja 'ferapaz
29 Centro Guatemals

7.1.2 Toma de muestras

En cads lugar de muestreo fueron recolectadas de tres a cinca
submuestras por manzana, obteniendo un total de 50 - 100 gramos de
auela, pravenientes de horizontes superiores {( 0 - 30 centimetros |
Mediante la utilizacion de espatulas se colocaron en bolsas plasticas

identificadas, trasladandose al laboratorio del Institute Centro-

1:.

meriogng de

[y

frvestigacion y Tecnologia Industrial (ICAITH)

La toma de muestras fue realizada durante los meses de octubre,
noviembre { meses en los que las poblaciones de moascas de la fruta en
condiciones naturales alcanzan los valores mas altos 4y comienzan a
declinar), diciembre de 1990 y enero de 1991,

CEPAS DE Feciiivs tringiensis -

Adicionalinente a las cepas oblenidas, se contd con 26 cepas a1sladas
de suelo guatemalteco en trabajos de investigacion realizados en 1990
{32)( ver procedencia de cada cepa en el apéndice 3}, asi como tambigén se
dispuso de 12 cepas de &&wwingiensis conocidas, provenientes del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de narte-america,

Brownsville Texas, { ver informacion de cada cepa en el apéndice 4 )
propiedad del ICAITI.
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2 CONDICIONES DE CRECHUEMNTO.
7 2.1 AISLAMIENTO DEL MICROORGANISHD:
Fostarior de 1a coleccian de muestras de =ueln se 1levd a cabn 1a faze de

ai-tamientn en el laboratorio de microbislogia del 1CAITI de acuerdn a8 1a

Agquiente metodologia.

Se agreqaron dos gramos de suelo en treinta mililitros del medio basal

Mgl

]

MEDIO BASAL:

material Cantidad

Mgs04 . 7H20 03 gl
HnSod H2D 009
a2 0.0[g
“ns04d | YH20 D.003
Cus504  5H20 0.005
FeSO4  7HZ0 0.005
F.2HPO4 05
{NH4)2504 2.0
Glucosa 1.0
Glutamato o acido citrico 2.0

FLOH) Lo necezario paraajustarelpHa 6.8 - 7.0

seincuba 8 28 °C por 4 hrs agitandole a 250 revoluciones por minuto
{ rpm ) permitiendo de esta manera el crecimiento y desarrollo de ague-
llas bacterias presentes en la muestra.

Dezpues de 4 hrs las muestras se sometieraon a un tratamiento térmico:

calenténdolas en bafio maria a 80 9C por 10 minutos y Jueqo bajando

29



inmadiatamente 1a temperatura a 5 8C en un baiin de hielo por 10

minutoe, FEsto permite la destruccian de las bacterias que no

s=perulan y permite la esporulacion de aquellas que =i lo hacen

8 Ay

\ng b SR IAE ol B .
Py [T IETATA )

- De 1a muestra tratada anteriormente se tomd une alicucta de 1 ml

iy e realizd la siembra en cajas petri con 15 ml del medio agar T3.

MEDID AGAR T3
materiales
Triptona
Triptosa
Extracto de levadura
Solucion buffer de fosfatos de Na+
apH de 6.3
Mol

Agar base

cantidad
30 g/l
2.0
15
2500 il al 02M A1

0005 g

15.0

- Cada caja de pelri fué colocada en la incubsdora por cuatro dias, con

una temperatura constante de 26 @

C

- Por medio de un microscopio esterenscapico se abservaron 1as colonias

resultantes, de acuerdo a 1a morfalogia se hizo una primers separaciin

seleccionando las posibles colonias de £ lhwingiensis Las colonias

seleccionadss se cultivaron de nuevo en agar T3 a 28 °C para obtener un

mejor crecimienta y eliminacidn de las colonias contaminadas y conta-

minantes

- Despues de tres dias de incubacion se hicieron preparacicnes en



oorta-objetos para observar las colonias bajo el microscopio au-

mento de 1000 X |, identificanda los cristales tipicos del & thuwris WSS

Pl

tafiidn con el colorante azul de Coomasie por tres minutos

P

COLORANTE AZUL DE CODMASIE

materiales

cantidad
iamasie brillant blue 025 §
Ftanal 20 F
acidn acetico 7L

FIR U4

La presencia del cristal parasporal «:anstitugé un elemento de juicm

(. FESVENTACION DEL Ascilivs thuringlensis

.....

~e transfirio acepticamente con un asa ilena de bacterias de 1 colonia

- Bl —\-
HE PR EIE ‘?i' “77{{- :

s aislada, & unerienmeyer con 100 ml del media de
v iivo TPE. Inmediatamente se colocd en una incubadora con agitador
harizontal por 24 hre @ 240 {rpm) revoluciones por minuto ya3neC Los
erlermedyers utilizados poseen tabiques interhos con el proposito de

nenporcionar ung mejor aireacion en la agitacian |

MEDIO TPB
Materiales Cantidad
Laseina Digestiva 200 g/
Dextroszs 20 q
Cloruro de sodio 2.0
Fozfato de sodin 25

w

s



~Paszadasz 24 hrs 5= tomaron y transfirteran dei cultiva anterior (TFB} 2 mi

{2 %) aun sequndo medio TRE por 24 tuws, 8 340 rpm y a 30 80

wequidamente se transfirieron 2 mi del segundo medio de cultivo (TPE]
a 100 ml del medio B4 . Utilizando erlenmeyers con el mismo mecanis-
ma de fermentacion menciocnado anteriormente, revisands alas 24 hrs
3 traves del microscopio el estado de la esporulacion, produccidn de
rristalas y rompimiento celular. La fermentacién se completo a las &6

hre tiemps =n ol que se inicid la separacion de protoxinas 4 toxinas,

-Para 1a tincion del cristal se utilizd el colorante azul de Coomasie al

0957
MEDIO B4
A IMateriales.
Harina de semilla de algodon 10.0 g/1
Feptong tipo I 2.0
[evtrosa 15.0
Extracto de levadurs 2.0

Ajustar el pHa 68 - 7.0

adicianar 2 mi de la sojucion de minerales que se describe a cantinuacion:

B. Salucian de minerales

gr/ 10 m}

Mgs04 *7H20 1.5
FeSOd4 * 7HZ20 0.1
Mns04 * H20 0.1
ZnsS04 ¥ 7H20 o1
Cal03 5.0




- 7 SEPARACION DE LAS FROTOEIMNAS ¥ TOXINAS:
El producto del process final de fermentacion se tratd de 1a maners
seoverifich el pH, ajustandose a 7.0 con acido clorhidrice sl o1 1

gfarandn g 100 ml con aqua destilads

Fosteriormente se hizo girar en centrimga a 1,000 rpm durante S mi-
nutas, separando 1os ingredientes del medio B4 insolubles, sedirmento
que fue desechado, tomando todos 1oz productos de 1a fermentacidn

en el sotrenadante, donde se encontratan las endotoxings y exotoginas

Uel sobrenadante obtenido en el procedimiento anterior se hize girar en
centrifuga a 15,000 rpm durante 1S minutos & 4oC, separandn de ests
maners los compuestos insolubles (zedimiento) y aquellos solubles en el
medio, el cual se concentrd a traves del proceso de ultrafiltracidn i o=p

arenoen retrinaranion (A

hento atitenida se le realizaron dos lavados adizionales con agua
destilada a 15,000 rpm durante 15 minutos a 49C npuevamente, resys-
© pdiendose en un sale tubo con 10 mi de aqua destilads, conteniéndo en
=110 13- Hlamadas protoxinas o bien endotoxinas de la bacterias, refri-

gerandose posteriormente (B ).

- Tanto {A) comi {B) fueron divididas en dos fracciones,de las cuales una
de 1as fracciones de 4 4 B fueron sometidss a 12090 durante 15 minutos
3 13 PSI® abtenionde de esta manera {00 1 (DY siendo esta. s custrs

fracciones evalus:

B
1

Fal Tk as por pulgsds cvadrada



7.4 CONCENTREACION DE LAS SOLUCIONES TOXICAS

La ultrafiltracion, metado conveniente para concentrar toxinas fue uti-
lizado en la fraccidn soluble en agua, al final del proceso de fermentacidn

Namadas exotozinas ).

Curapte el proceso de ultrafiltracion se Yeva a cabo 1a remocion de
rinteculas tales como agus, sales y minerales a través de membranas
~ami-permeables, con el propdsito de lograr una mayor concentracion de la
fraccion toxica. A tal método cominmente se le 1lama Gsmosis reversa, en
2] que los solutos y solventes de determinade tamafic son forzados a pasar
a traves de membranas especiales mediante altas presiones, raqulando la
presian en nuestro caso mediante la inyeccion de nitrageno, reduciendose

el volumen inicial aun 33 .

7.5 FORMACION ¥ MANTEMIMIENTO DE LAS COLONIAS OF Ansstrenss so

791 Formarcian de las colonias:

Para 1a formacidn de 18 colonia fue necesario recolectar muestras de

naranja infestada de cultivos frutales, para el caso de Jwssirenss fudess

y Mango para el caso de dsgsirenfte offficws locelizados en las zonas de

o

muestreo antes mencionadas. Las n‘;uestras fueron 1levadas al laboratorio
del programa MOSCAMED ™ La Aurgra *, en el gue cada muestra fué colocada
en recipientes plasticos. El  primer recipiente estuvo provisto de un
sustrato de arena mientras que el reciniente superior o segundo cantenis
un cedazo que sopertaba le fruta g permitia la caida de las larvas a la
parte inferior donde se encontraba dicho sustrato de arena, lugar donds

empupaban las larvas { ver figura 2 )
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RECIPIENTE = 1 RECIFIENTE * 2
V&{: riy *xf@r:r}"f St e e 'yv"r?vxv;’{"
7
-
\.. CEDAZD
——
ARENA FRUTA

Figura 2. Disposicion de la fruta infestada en recipientes plasticos para la ob-
tencidn de pupas de Jdrss5trenhes sp.

Cada Jarva sale del fruto y atraviesa el cedazo para empupar en 1a arena lle-
vandose posteriormente a cajas plasticas en donde con ayuda de taxdnomos del

pragrama “Moscamed” se identificaron las especies de interés en el estudio.
£ 02 NMANTENITTIENTD DE LAS COLONIAS

El mantenimiento de las colonias se realizé de manera similar al procedi-
miento empleado en 1a formacidn, llevandose a8 cabo en medios naturales, sien-
o para nuestro caso en ambas especies de mosca, frutas de mango, en especis!

el derominado mango cricllo o de coche ( MenguiZers indics ).

Uada miango fué desinfectade externamente, como primer paso, lavandolo en
una solucion a base de benzoato de sodio, posteriormente se introdujeron g las
-olonias de Anastrepha para ser ovipositados. El tiempo de exposicion fué de
4 hrs, retirando 1a fruta para ser colocada en recipientes plasticos en grupos

de 3 a 4 mangos por recipiente. ( ver figura 2)



1 crecimisnto g desarrollo de 1as farvas dentro de la fruta durg aprovi-
madamente 22 dias, pasado este tiempo la larva abandono 1a fruta, y cayd a
un recipiente provisto de arena (tanto drssirenss lugens como dAn65irenis
ahiicgs |, en recipientes separados ), en el que pasa a una nueva elaps de

dezarrotlo denominada pupa

Feridgdicamente se tamizo la arena, recolectando las pupas ya formadas,
!

o}

- cuyales se separaron en recipientes plasticos previamente identificados

~on 18 especie, 18 fecha de recoleccidn y el numerao de pupas recolectado.

Curante 19 emergencia de cada adulto, 8 partiv de 1a pupa , trascurrieron
aproximadamente veinte dias. Los mencionados adultos {(ambos sexos)
fuernn cuidadosamente recolectados para su utilizacion en los bio-

ensayns

Las condiciones ambientsles utilizadas en el matenimiento de las
calonias basicamente se mantuvieron constantes, 8 una temperatura que
nscild entre 24 - 26 2C, con humedad relativa del 50%. Durante el dig se

ilurninaron las colonias con luz artificial

7.0 BEALIZACION DE LOS BIOENSAYDS

7.6.1 Frusbas preliminares contra adultos de dassiqemhe Jveen |

L)

Anasirenis c""?; U

Como una fase inicial de seleccion se contd conun lote de 26 cepas

[y

de
[ECiTHs E’/"(/r,icfg?jt”f?ﬁia nativas de, lba\ueloa de f[uatemala aisgladas en
1990 por la Licenciada Nina qmude&@Bz Y como parte del estudio titulado:

Aislamientn de cepas de Bsciiius huringiensis propias de Guatemals y

30



coracterizacion ce la endotoxina. Asi mismo, se evaluaron 12 cepas
provenientes del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de
Morte-America, Brownsville, Texas, propiedad del Instituto Centroameri-
cano de Investigacion y Tecnologia Industrial, adicionando finalmente & las
cepas antes mencionadas 14 cepas aisladas como parte del presente es-
tudio { ver detalle en el dpéndice 5 )
|

Csda cepa fué evaluada aisladamente para las especies de 4 Jugans y
A oklicus en cajas plasticas, las cuales contenian: 20 adultos de
Anestrempe sp (ambos sexos) de aproximadamente | - 2 dias de edad,
porciones de proteina hidrolizada ( En estado sdlido ) de aproximadamente
1X1X0.5 centimetroz como fuente de alimento, siende renovada cada dos
dias la cepa a evaluar { en estado liquido Jcon micropipetas "Pasteur” de |
ml de capacidad, subrministrada en depdsitos cilindricos de 20 mm de
altura y 10 mm de diametro los cuales fueron sometidos a 1Spsi de presidn

iy 120 9C durante 15 minutos, en el autoclave, previo a ser utilizados.

Se registrd  la mortalidad diariamente a lo largo de nueve dias,
seleccionando aquellas cepas que presentartn 1os mejores resultados en
tuanto 3 control De tal prueba S cepas fueron seleccionadas para el
control de d Jugess y 7 cepas para el control de & adlicws as cuales

fueron evaluadas nuevamente.

Las condiciohBa arth&ﬁfélé'é dentro 981 lsboratorio permanecisran
constantes en el que, 1a lemperatura 0scilé entre 24 - 26 o y g

humedad relativa en un 50 &,

u“"’“uﬂw
76.2 Pruebas finales Bidlintvee Cogtrgd

Laz pruebss finales fueron realizadas con aquelias cepas
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seleccionadas por presentsr el mejor porcentaje de control enlos

r‘n

ansayos preliminares efectuados pars cada especie de dassiraaie

Lurante tales pruebas fueron evaluadas de cada cepa cuatro fracciones,

que juntamente con el testigo constituyeron nuestras cinco modalidades,

u‘t

10z cuales fueron replicadas tres veces y consistieron en:

A.El primer sobrenadante sepsrado del producto de la fermentacion
pasteriormente de ser filtrado.

B. El sedimiento separado del producto de la fermentacion.

C. Tratamiento A, pasado por el autoclave.

D Tratamiento B, pasado por el autoclave

E testigo absoluto.

En forma similar a las pruebas de seleccion, se utilizd recipientes
plasticos, donde se colocaron 20 adultos de dnasireste por modalidad, 1o
aue did un total de 100 adultos por cepa de & thuringiensisevaluada para

cada una de las bres repeticiones.

Fue suministrada proteina hidrolizada en raciones de 1X1%0.5 oms asi
como el tratamiento a evaluar a razon de 1 ml por recipiente, siendo este
renovado cada 48 hrs. A diferencia del testigo, en el que se suministré
aqua destilada, este mismo fué de utmdad en el reqistro de la mortalidad
debida por causas naturales a lo largo de 1a pruebs, la cual dura nueve

dias.

7 DISERD EXEERLIENTAL

a X ede, b LI ¥ "‘
E

. 2N
v, SR ok

Se utilizo un disefio campletamente al azar con arreglo combinatarin
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dvi para A ablicvs y dwd para A Jugsss, consistiendo puestra rmidad

Pt

experimental en una ¢aja plastica contenienda 0 sdultos de d#ssd
57, ©on una parcion de proteina hidrolizada de 1X1X0.5 cms como fuente de
alimento 1 un depdsitoe cilindrico plastico de aproximadamente Z20mm de
altura y 1Omm de didmetro, el cual contenia la fraccion torica a evaluar,

n bien en el casn del testigo, contenia dnicamente agua estérilizada.

7.7 1 MODELD ESTADISTICD

s B Iy e[l By

po = efectode 1a media general

re = efpctode lai-esima fraccion toxica

] =efectode la j-esima cepa

efectn de Ja interaccion de 13 i-esima fracoian tasica g ia

bl
Becd
sy
s
.
K]

i-8sima cepa

i rfecto del ervor = oerimental
1

77 2 DESCRIPCINN DE LDS FACTORES ¥ MODALIDADES EVALUADAS

8 LR L S
& Fugens

factor/ modalidad 2 I 4 '

& Fraccion toxica A A C i

Foans A g 1Sa 1oh 00

()
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A afiices

factor/modalidad o 3 4 5 &) 7
4. Fraccion toxica A B C D
B. Cepa dh Bbh 74 15s 15b 151 190

Dezeripoian de 1as fracciones Lovicas

1 - & Bl primer sobrenadante separado del producto de 1a fermentacidn
posteriormente a ser filtrado.

2= B El zedimento separada del producto de 1a fermentacion.

T - Tratamiento A, pasado par el autoclave.

J - 0 Tratamiento B, pasado por el autoclave.

77 2 VARIABLE DE EESPUESTA

Camo variable de respuesta se considera el porcentaje de mortalidad

en cada una de laz especies bajo estudic.
774 AMALISIS ESTARISTICOD
Caon los datos obtenidos se realizo un apalisis de varishza utilizando el

dizefio propuesto pars ambas especies. Parg el analisis realizado fuercn

registradas diferencias estadisticas significativas, por lo que fue

necezarin realizar una pueba de medias “Duncan” con el propasito de
petablecer que cepa 0.0y fraccion fes) Lovicas presentaron los mejores

reciyltades



—

- or

la

naturaleza

de

los

“eoyltados,

fua

necesarin

realh

-
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8 RESULTADOS ¥ DISCUSION

TOOE Sseiis s cenai O MUESTRAS HEL 7 IELD

e procesaran D0 muestras de suelo provenientes de  Z5 lugares

L..L’

diztintos del pais, siendo 13 region "sur” por presentar mayor incidencia de
"1 plaga en estudio, en donde los muestrens fueron mas numerosos, como
-v nota en el apéndice 2. Asi mismo, casi 1a totalidad de cepas aisladas
provienen de tal regidn, especialmente de 1os departamentos de Excuintis v

Fhimaltenanan.

AT

atilizada de prefer

[y}

Voreedio bazal por o su oalta espeginicidad y

W
Danj

eficiencia en el aislamientn del &uringiensia se logra aislar tres cepas,
1az cuales presentaron inclusion parasporal de forma bipiramidal (cristal
proteico) caracteristico del  Haci/ius thuringiansis, que 1o diferencia de
Cepas cercanas como BAecilius cereuys | Secilius entivaci . Tales cepas
fueron aizladas en distintos lugares del departamento de Chimaltenango.
Las colontas de las tres cepas de & wwvagiessis alsladas, dentro de
otras caracteristicas, presentaron una elevacion plana de color cremosn
=iendn estas opacas, con bordes irregulares ligeramente fimbriados, ~in

presencia de pigmentacion o fluorescencia alguna, tipicas de esia hacleria,

Asimismo fueron aisladas 11 cepas cuyas caracteristicas marfoldgi-

cas de 1a colonia son similares a una colonia tipica de & thwrvngiansis. Sin
'en‘:hargo, las estructuras que acompanaban a la espora al final de la
esporulacidn no presentaron una forma bipiramidal bien deﬁniﬂa‘_ , por 1o
que se sugerird mas adelante realizar pruebas especificas para su

confirmacion,
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Cara ba identificacian del cristal ya fuers bipiramidal o amorfo se
it B olersnte azol de Coomasie el cual 1o tifie facilmente diferen-
ciandala de 1a espora la cual no tifie, pero &f delimita sus bordes, siends
rapida sy identificacion bajo un microscopio de Tuz. conoun aumento de

1,

A GLSOUEDA ¥ SELECCION DE CEPAS DE Bscilivs taurmgiensia LR
EJERZAM UN COMTROL EM LAS ESFECIES DE  Ansstrepis fudens ¥

Joam e L oy U B
AGERIERNE GLICHS

Hadiante los bicenzayos fud posibie evaluar el efecto de 14 cepas del
material obtenido en el presente estudio. Asi también, fué adicionadn un

lote de 36 cepas de & tAeriagiensizaisladas en suelo guatemalteco y 12

I

[yl
s ]

as provenientes del USDA propiedad del Instituto Centroamericano de
Investigacion y Tecnologia Industrial, lo cual did lugar a la evaluacian de

< epac en cada una de 195 e-pecies plaga en estudio.

r
i

1

Dee)

tales bioensayos preliminares, comn Se apracia en el apendice 5 &n
=1 que se detalla el resultado obtenido en cada cepa evaluada, sobresalio
] efecto producido por 9 cepas en el contral de la geapecie A Jfugans
-ienda estas: 46, 7A, 18B, 154, 200 y 7 cepas en la especie 4 alificis .
151, 154, SB, 4B, 74, 15B, 190 como se puede apreciar en el cuadro 2
Foglizandose posteriormente pruebas adicionales con el fin de seleccionar

aquella o aquellas cepas que efectuaran mejor control.

' Es impartante hacer notar, que si bien es cierto gue la presencia ool
cri-tra] en forma bipiramidal es caracteristico del & tawrisgiensizexizien
rerss del mismo que presentan cristales en forma piramidal cuboide

amorfos e inclusive, aungue pocas, existen cepas que no producen crista’

4
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Luadeo O Resultados obtenidos por nueve diferentes cepas de Ssc/iius

ideingiensis en el control de Anssiressic sp

Lapa Anssiraphs fudens Anssirephe obticys  Forma del cristal
e vantrel % control

Si§ 60 b Amorfo

3B 97 Amarfo

TA 65 an Amarfo
154 ala 20 Bipiramidal
156 30 Bipiramidal
1368 43 Bipiramidsl
191 33 Bipiramidal
190 0 Bipiramidal
200 44 Bipiramidal

Curante la evaluacion se buscaba seleccionar las cepas que efectusran
control carcano al 70 & para ambas especies. A excepcién de la cepa 7A,
N 13 que se obtuvo control del 80 % en A apiicus U 63 & en A judens, en
las demds no se abtuvo mortalidad elevada para ambas especies, por 1o
que se selecciond aquellas gue preséntamn los valores mas elevados de
control en cada una de las especies de dwssiranse pajo estudio, siendo
Cinco cepas para .4 /wgens ( con un minimo de 43 % 4 un valor maximno de
66% ) ysiete en el caso de A ablicus ( cuyo rango nscila desde 30% hasts

50% ), dando lugar a evaluar nueve cepas diferentes.

A pesar que, en la preparacidn de las 52 repas evaluadas nn se
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cancentraron las toginas solubles en agua ( es decir no se sometieron a una
ultrafiltracion para eliminar el agua, sales y minerales ) por ser un ensay
de seleccian o preliminar, se alcanzaron valores altos de mortalidad, coma
so gprecia en las figuras 5y 6, por parte de unas cepas en A jucess
atras en A obiicws . Debe considerarse que en los ensayos preliminare”
‘yeron evaluadas tanto las pro-toxinas como las toxinas juntamente,
=ituyacion que sa torna diferente en las pruebas finales en las que -2

separaron 18z fracciones tdwicas con el proposito de establecer cual de

2llas ejercia el control

analizandn los resultados obtenidos en cada cepa, se puede apreciar
que 21 efecto del porcentaje de mortalidad observado en los ensayos
areliminares no corresponde a la mortalidad causada por una fraccion
taxica en particular, ya que se diluye o divide 1a mortalidad totsl nbtenida

antre 'a diferentes fracociones

—erig copveniente determinar en estudios posteriores el modo de accian
funcien de efectos tales como aditividad, sinergismo, o bi=n
antagonismo entre las fracciones tAxicas, ya que se presentaron algunas

rasn- en log que, 19 suma del porcentaje de mortalidad de cads fraccion

o)

por cepa evaluada en forma separada excede al porcentaje obtenido cuanda
estas fueron evaluadas juntamente, asi como tambien se presento el caso
contrario, en el que, 1a suma del pnc:entaje de control tanto de 1a protoxing
{ fraccidn insnluble Y como de las toxinas { fraccidn soiubie ) fug menor al

porcentaie de control obtenido al ser estas evaluadas juntamente.

3 figura & onos muestrs el comportamiento de las cepas evaluadas en
el control de  dsssirends 7 wsans  en el que si analizamos el porcentaje

da mortalidsd acurmulada a lo largo de nueve dias, tiempo de duraciftn de 1a
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% DE MORTALIDAD ACUMULADA
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FIGURA 3: EFECTO PRODUCIDO POR 5 CEPAS
DE B. thurin iensis EN A. lu




prueba, encontramos que la mayor mortalidad se obtuvo entre el segunda y
el quinto dia principalmente, 1o que coincide con los rangos de accidn del
Sthveingrensis citados en  la literatura, permaneciendo posteriormente
thvatiable 1a mortalidad en casi 1a tolalidad de los casos hasta finalizar 1a

pryeba

Efectuando el mismo analiziz en la figura 4 encontramos un
cormportamiento similar en el efecto de las cepas analizadas, siendo an

<y

pate £as

|I'J

0 1a eapecie evaluada 4.ad/iciis A exepcion de la cepa 74 en la
que del cuarto al sexto dia de evaluacion presentd los valores més altos de

martalidad, las

[2¥]

zeis cepas restantes alcanzaron su mayor valor del

sequndo 3l quinto dia de evaluacion.

Le manera general, se puede inferir que existio ciert:

|I|
oo

homogeneidad
«rp el tiempe de accidn de las fracciones toxicas evaluadas en e} insecte

huesped, 1az cusles actuaron en mejor farma del sequndo sl quinto dia de

Mo se obzervo para ninguna de las dos especies de moscs  una
intomatalogia especial coma: cambia de color, ablandamienta o presencia

d2 mal alor

tn base a los resultados obtenidos del porcentaje de mortalidad de
cinco cepas de & 2%wingiensys seleccionadas para el control de la especie
Aassirents Jwosns como se aprecia en el cuadro 3, se levd a cabo &
andlisis de wvarianza, cuadroc 4, en que se encontraren diferencias
estadisticamente significativas tanto entre el efecto de cada cepa, entre
fracciones toxicas como en 1a interaccion entre cada cepa y sus fracciones

tawicas, dande tugar a una pruebs moltiple de medias "Duncan”,
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FIGURA 4: EFECTO PRODUCIDO POR 7 CEPAS
DE B. thurin iensis EN A, oblicua



VLADEG T RESULTADOS DE LA MORTALIDAD PROMEDMD EJERCIDA PORE 5
CEPAS De S5 ¢fwringiens:sEN EL CONTROL DE LA ESPECIE o

Cona/francion tasica A & C D TESTIGO
154 1460 738 1687 1359 7.05
166 00 1423 1635 1446 34
200 1157 274 1374 183 367
AF 949 220 733 1628 00
e 680 127 19202 2390 351

A = trat. 1, fraccidn tdsica soluble en agua.
B = trat. 2, fraccion taxica insoluble en agua.
b= trat T tratamiento 1/ autociave.

U= trat 4, tratamiento 2/ autoclave.

Ex importante hacer notar el efecto producido por las fracciones
tagicas (A) y (B) individualmente, las cuales contienen las toxinas y
orotoing respectivamente, producidas por cada cepa, ya que tal efecto de
mortalided es menor al obtenido cuandn estas son evaluadas en conjunts,

tal como se observa en la figura 5.

Ezte fenomenu Sz generalizo en 1as 5 cepas evaluadas pars el control
do A Jugess, demostrande que tales fracciones toxicas al ser proporcio-
nadas junts te dpwenradpnf*n un efecto insacticida mayor, eqgando a

er considerable tal incremento, coma en el caso de las cepas 7A y 154,

(93]

g

85 cuales alcanzaron valores hasta del 62 F y 66 X de mortalidad respec-

tivamente
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FIGURA 5: % MORTALIDAD PRODUCIDA POR 5
CEPAS DE B. " ENA. ludens



VUADRD < ANALISIS DE YARIANZA DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD EN

| SO .
L«! SATENA

Fuente de variscion grados de  sumade  cuadrado valor °F° signifi-

Yy libertad GI  cuadrados medic cancis
CEFA 4 99461 24365 1074 0.000]
TRATAMIENTO 3 196158 65386 2823 00001
CEFA*TRATA. 12 4523747 37812 1633 0.0001
ERROR 40 92635 023137 -----

TOTAL 59 84.2003

La figura 5 nos muestra en las cepas 124, 4B, y 74 1os porcentajes de
mortalidad mas elevados, para el contral de la especie A /wdens. Sin
embargo al ser evaluadas las fracciones tdxicas por separado, tal efecto
fua diluido de tal manera que, para la cepa 15A como se aprecia en el
cuadro 3 el maygor efecto fu@ reportado en la fraccion soluble en agus (A), 4
ey la fraccion & pasada por el autoclave (C), 1o cual representa una
limitante, ya que tales fracciones contienen las [D-exotoxinas, cuyos
efectos entre otros se le atribuye el aumento de aberraciones en el
rromosoma de ceélulas de sangre humana, siendo 1a causa principal de =u

rechazo camo insecticida en norteameérica U europa.

7A, 200y 4B el mayer efecto
insecticida fuera encontrade en la fraccidn toxica insoluble en agus (B}
hare que adguieran estas una mayor importancia, ya que actualmente las
endntoxinas son utilizedas para la formulacidn de insecticidas a base de

Fseiiing dringrensisg, que se venden comercialmeante a nivel mundial, ys

ue nn se ha demostradoe que provonque efectas nocives en el hombre,
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ke base a lo anterior podermos comprender mejor 19 relevancis do lng
rezultsdos causades por la cepa 74, presentados en 1a figura 7, 1a cual nos

muestra 10s porcentajes de mortalidad por 1as distintas fracciones toxics:

D ]

de dicha cepa en el control de 4 Jwgens. Siendo 1a fraccion tovica
insoluble en agua ( B ) quien en promedio repertd el valor mas alto de todas
'3 fracciones obtenidas de las 5 cepas evaluadas (31.27 %), y la cusl

sultd superior a las demds coma e aprecia en el apéndice A

2pas 48 y 7A para su utilizacion en programas de mejoramiento genética,
tsles como en 1a hibridacion de cepas mediante 13 utilizacidn de plasrmi-
dns (ya que se ha demostrado que en estos se codifica 1a praduccion de 1g
endotoxing dentro de la bacteria ) de las cepas seleccinnadas en el
precente estudio, con el propisito de obhtener cepas mas eficaces en o)

rentrol de las dassirends sp

Al igual que en el analisis realizado para la especie A Judess en el
cuadre 3 se presentan los resultados promedio de las tres renaticiohes

realizadas con 135 7 cepas de para el control de . af/icue

Lo resultados presentados en el cuadro 5 nos muestran diferanies
rmodslidades de accion por parte de las fracuonps toxicas de siete cepas
ya que seis de ellas nos confirman pl aumento del efecto insecticida
cuando las fracciones son evaluadas juntamente, asi coma también se pre-
éenta 2l caso contraric para la cepa 190, que al adicionar e) efecto de las
fracciones A y B se sobrepasa el 30 % de mortalidad obtenido al evaluarse

las fracciones en conjunto ( ver figurs 6 )
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LUADRD S RESULTADOS DE LA MORTALIDAD PROMEDIO DE 7 CEPAS DE
JECHT0s Lringiensis PARA CONTROLAR LA ESPECIE A ablicua

cepa/fracoion toxica A B C D TESTIGD
1591 8.7 1760 131 132 363
194 1203 1203 114 00 767
156 953 1923 2023 1443 742
190 2656 1788 515 1044 2049
48 16,18 25.78 185 5.19 708
i 2754 2309 1445 22A5  57R
A 2013 h.31 1284 67 45 8.42

Sin embargo, a pesar de existir un incremento en la mortalidad al ser
eraluadas las fracciones juntamente es importante snalizar 18z fraccianes

fienes d2 usn que se presentan para algunas toxinas

En wsnto o las pozibilidades de uso comercigl como insecticida

binldgico contra A af//ows las ce pas 4B, 5B y 7A ofrecen el maynr

potencial ya que presentaron valores altos de cantrol en 'gs fracciones &y

- rr i I Tl e
SO eor el rgadrn 5

Anghizando T di tintes resultados abtenido por cads une de las sjete
cepas evaluadas fué necesario reahaar un fmahob de varianza, en el cual
se reportaron en el cuadro 6 dlfererr,gxa: e‘sfudl“twﬁ‘-\ para los resultadaos
obtenidos entre cepas, tratamientos y ta interaccion de ambos dandn Ar

3 uUna pruebs miltiple de medias "Duncan”



CUADED & AMALISIS DE YARIANIA DEL FORCENTAJE DE MORTALIDAD EN 4

P A N Y=
GEHNE

FUEMTE DE  GRADDSDE  SUMADE CUADRADD YALDR "F7 SIGHNI-

VARIACION LIBERTAD 61 CUADRADOS MEDID FICANCEA
CEFA f 42 4827 7.0804 26.59 0.0001
TRATAMIENTO 3 92809 3.0936 11.62 Q0001
CEPA * TRAT 18 1036229 5.7968 2162 (.000
ERROR s 143090 0.2662 -

TOTAL 33 1702957

Al igual que en A, Judens en A adiicus la cepa 74 reportd los valores
mas altns de control, llegando en este caso & un valor promedio de 67.45 8§
en s fraccion D como se aprecia de mejor forma en la figura 8 y el

apénidice 7.

Tales resyliados sitdan a las cepas 7Ay 48 como alternativas altamen-
te promisorias a evaluar en los programas de supresion de Anssirenhe
ligens | Ansstrepie chificte a gran escala, tanto por log valores de con-
trol logrados coma tambien por el tipo de fraccign togica que presento el

A}

maygor efecto insecticida. { ver apendice 7))

Un detalle interesante lo constituye, 1as cepas 74y 4B, ya gue se
v LS SR & " . .
aislaron esiras de suelo ientes de huertos f g donde se
la qﬂ&.ﬂ&ﬁi PN entes de huertos frutales dond
x 0 PR G ¥ . .
reportam%ﬁubl’amdﬁes. g la .specie en estudio, a pesar de que
varios autores no relacionan la presencia de Fecitlus Lhuringiensis con el

insecto plaga enoun ludar determinado

§)
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo a los planteamientos iniciales se puede concluir 1o siguiente:

| - Existen cepas de chfi}us ihuringiensis aisladas de suelo guatemaiteco
que ejercen contrbl sobre las especies de Awasirephs judens |y #Anss-

trephe ohlicua

2.- Las cepas de Feciilus thuringiensis durante 1 proceso de fermentacion
producen diferentes fracciones toxicas, que 8 la vez ejercen un efecto
independiente, COntribugendo cada una con un determinado porcentaje

en el control de las especies bajo estudio.

3.- La cepa numero 7A, aislada en el departamento de Escuintia, region sur,
ejercid el mejor control en Anasirephe ludens | Anestrephe obiicus
slcanzando valores alrededor del 65 % y 80 % respectivamente al ser

evaluadas todas las fracciones tdxicas juntamente.

4.- El tretamiento que realizé el mejor control en ambas especies, 10
constituyd la fraccidn toxica insoluble en agua {cristales parasporales)
esto pohe en relieve el potencial de esta cepa para ser usads comer-

cialmente como insecticida

5.5 ¥ efecto de mortalidad cousada fipe las diferentes fracciones toxicas
en conjunto de cada cepa 2s.agasiderablemente mayor el efecto pro-

ducido por éstas al ser evaluadas en forma individusl.



10. BRecomendaciones

L-Uevara cabo ensaycs con jaulas de campo, como fase inicisl, u-
tilizando aquellas cepas de Fsciiius hwingiensia  que  fueron
zeleccionadas por su efectividad en el control de Wdaesiraphs ivcans

Y Apssiranhe oflicus, evaluando el efecto de todas Yas fracciones taxi-

dacepa en conjunto, previa eliminacian de agua, sales u
minerales, mediante e} proceso de ultracentrifugacion, a fin de esta-

btecer sus posibilidades y potencial para producirse comercialmente Y

promaver suousa en programas de control a gran escalsa,

3

I - Rerlizar estudios serolégicos conaguellas cepas aisladas en =] pra-

conte cctudin g fin de determinar su ¢lasificacidn taxonomica.

7 - #ealizar estudios orientados a determinar el modo y Tugar de accicn de

'ss diferentes fracciones tdwicas del & Zhwringiensis especialmente

enagquellas ceng. »fectivas en el control da dass/essts ludons o« -5
(J,f 70T L-!'L,.L'r J;’\‘Ta:

< -aralizar el comportamiento en cuanto a disminuciar o ayzon s da
rertilidzd y retraso en el desarrollo de aguellos insectos gue sobre
twisran 3 ios tratamisntos evaluados, especialmente en 192 geners

onac posterioee =

+ Ueterrminar la dosis letal media de 1as cepas 7A y 4B por haber sido 13

g efactiva pars ambas especies evaluadas en el precente astud

soohar condve nintag especies del genero Adossoessds la tagoidad de
cepas de o T o setaccionads poe e efectividad durante

exte ensayc



60

7.- Evaluar Ja combinacion de las diferentes cepas que reportaron el mejor
control para determinar 1a posibilidad de un efecto aditive en la supre-

sion de 1as moscas.

8.- Eveluar el conjunto de cepas de BHac///us thuringrensis aisladas en
Guatemala para comprobar el efecto insecticida que tendria en otras
plagas que causan dafio a la agricultura en Guatemala y con ello deter-

minar otros campos de aplicacion

9.- Considerar la posibilidad de incluir las cepas 4B y 7A en estudios de
mejoramiento genético con el fin de obtener cepas mas eficaces en el

control de Dipteros especialmente del género Adnssirenhe sp
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12. APENDICES
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APENDICE 1. PRODUCCION DE SUSTANCIAS INSECTICIDAS POR YARIEDADES
DE Jecilivs thiyingrensis.

Serntipo  variedad o 3 Y ) Exotoxina  toxina Exotoxina

H! Exotoxina Exotoxina Exotoxina Endotoxina labil  soluble en agua "mouse”
factor

1 thuringienaizs  + + + +

2 finitirmus + +

%3 alest + +

1. 7h kyrataki + +

4, db softo + +

da db deruirolimuz  + +

A3 4 keniyas + +

a3, Bh  callerise + +

53,50 ranadensis +

A subtovicus +

) entomaocidus +

? aizawai + +

83,80 morrizom + +

73,8c ostriniae + +

Q tolworthi + + +

10 darmstadiensiz - +

1 13,1 1b tourmanoffi + +

11a,11¢ kynahvensis +

12 thempsoni +

13 pakistam +

14 israelensis +

15 dakota +

1 indiana +

- wihanesis<

1 tohokuensis -

13 kumamatoensia 4+

12 tochigiensis +

20a,20b yunnanenais
20a,20b pondicherienzis

21 colmeri

22 shandogiensis

- terebrionis
Sandieqn

| —_

j.f‘ bassidn en 1a clasificacion, acorde al antigeno flagelar Hde Barjac, instituto Pasteur Panis
</ No pesean antigeno flagelar
+, pozitive - negativa, en blapco, no determingds.

k

FUENTE: tomads de CRE critical revisws in Biotechnology, Yol (5, 97-28 {15)




AFCHDICE 2. Detalle de cada lugar de muestren.

Mimern de  Departamento regidn

muestra

- -

15,17,18
y 19
20

a

{ Guanagazapa )

sl

{ Guanagazapa )

=

{ La Democracia )
Alte Verapaz

a9,y 10

Santa Fosa
Santa Hoza
Chiquimulina)
Sacatepéquez
Sacatepeques
( Antigua)
Chimaltenango
Chimaltenango
{ San Martin Jilotepeque )

S4HY

SUr

s4r
SUr

sur
SUr

Chimaltenangoe sur

Escuintla
Escuintla

Escuintla

{ Cobén )

Alta Verapaz

sur

sSur

SUr

norte

norte

{ San José La Colina )

{ San Jerdnimn )

facapa

Fetalthuleu

oriente

toma de

0-20cms
3-20cms

0= l00ms
0-20cms

0-20cms

0-20¢cms

0-20cms

0-20¢ems

Sur-onccidente
{ San Rafael, Multa)
Baja Yerapaz centro

Baja Yerapaz centro

Baja Verapaz

Guatemala

centro
centro

Q0 -20cms
Q-20c¢cms

0-20cms

0-20cms

Lugar de recolacoion
muestra

hiuerto frutal
plantacion de mango

huerto frutal
Flantacion de naranja

Eilos de almacenamienta

Flaza central del mercadao

cAmpED sin cuttivo
Flantacion de mango !

Flantacian de mango =
Flantacidn de mangn
vivero de frutales.
Flant. de naranja 4y limon

Flantacion de mango
Flant. de Naranja y liman

plantacian de naranjay
mandarina.l

plantacian de naranja y
mandarina. 2
huertos frutates
mercado 1a terminal
alrededor de fruta
almacenada.

2

07



APENDC: 7

jdentificacion
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de 1a cepa

Procedencia de 20 cepas aisiadas en Guatemala en 19940
utilizande «) medio basal por Mina Stauder (287,

lugar de aislamiento

Guatemala, silos de INDECA
Guatemsls, mercado de 1a terminal
Guatemala, mercado de 1a terminal
Guatemala, mercado de 1a terminal
Guatemala, mercado de 1a terminal
Guatemala, mercado de 1a terminal
Guatemala, Avenida Bolivar.
Guatemala, mercado de 1a terminal
Guatemsla, silos de INDECA
Guastemala, silos de INDECA
Guatemala, silos de INDECA
Guatemala, sacos de maiz.
Guatemals, mercado de la terminal
Chimaltenange, Patzicia
Chimaltenange, Fatzicis

Zacapas, finca Bl Dasis.

facapa

Zacapa, finca El Dasin

Guatemala, mercado de 1g terminal
Zacapa, qranos de maiz
Chimaltenanqgo, Patzicia
Chimaltenango, Patzicia
Chimaltenange, Patzicia
Chimaltenangn, Fatzicia

Las Encuentios

o
)



APENDICE 4. Doce cepas propiedad del Instituto Centro-Americano de
Investigacidn y tecnologia Industrial (ICAITI ).

Identificacion de la ceps

149
150
131
192
153
194
155
156
157
155
199
160

variedad

berliner
finttimus
aleati

sotto
gallerise
aizawai
maortrisoni
tolworthii
kurstaki {1)
kurstaki (2)
entomocidus
israelensis

69



APENDICE 5. Resultado obtenido en las pruebas de seleccion de 52 cepas
de Hecilius thuringiensis.

Numero de cepa

149
150
151
152
133
154
135
196
157
138
159
160
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
173
179
152
183
186
187
188
190
193

Ansstrenhs lvoens
& de mortalidad

19

M ———
Neoococoo

[ws B B oo B oo B oo Y o I = I 2 o

Anastrephe obiicus
& de mortalidad

70
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Ndamero de cepa Anestrenhs judens Anestrephe chiicus

% de mortalidad Z de mortalidad
196 0 0
197 0 0
198 0 12
199 0 26
200 44 29
202 0 0
14! 0 0
2B 20 20
3A 33 0
4B 60 62
ac 0 29
5B 0 97
74 65 80
154 66 30
15B 0 30
188 43 18
194 10 10
23B 10 15
23C 0 23
24B 0
. "
x %

1%

1/ El nimero nos indica el 1dgar de recoleccion de 1a muestra { ver apéndice
2), ylaletra 18 submuestra de 1a cual se aisld Is colonia.



AFEMDITE 6 FRUEBA MULTIFLE DE MEDIAS 'DUNCAN" PARA LA INTERACCHIN
EMTRE 5 CEPAS ¥ SUS FEACCIONES TOXICAS DE Faciiivs

thwringieasis EN EL CONTROL DE A Jwgens

CERA MEDIA DUUNCAN AL 5%
7a B 31.26 A
R 27.4 A B
7a D 239 & B v
4 B 22.0 BCOD
T.of 120 B1 DE
158 L 1687 R:
ab 16.35 CDE
dh D 16 28 CDE
5a A 146 DEF
1sb D 14.46 DEF
8h B 14.23 DEF
RO 12.73 DEF
153 13.59 DEF
200 ’fg 11.57 EFG
a A 9.44 F 6
I5g HJ 7.38 6
an e 7.33 G
‘;Ta A 0.80 B
200 D 1.80 H
J800 A 00

Medias con 1a misma letra no son significativamente diferentes.

-
v



APENDICE 7. PRUEBA MULTIPLE DE MEDIAS "DUNCAN" PARA LAINTERACCION
ENTRE 7 CEPAS Y SUS FRACCIONES TOXICAS DEL Faciiius
thuringiensis PARA EL CONTROL DE Adnmsstrephs abilicus

CEPA MED!A DUNCAN AL S %

fa D 67.45 A

ob A 2754 B

190 A 26.56 B

4b B 25.78 B

b B 23.09 B C

ob D 22.65 B C

15b C 20.23 BCD

7a A 20.13 BCD

15b D 19.23 BCDE

190 B 17.88 CDEF
151 B 17.66 CDEF
4b A 16.18 CDEF
ab C 14.45 DEFG
15b D 14.43 DEFG
7fa C 13.94 DEFG
151 D 132 DEFG
151 C 13.1 EFG
158 B 13.03 F G
158 A 12.03 F G
158 C 1.4 F G
190 D 10.44 G H
15 A 953 G HI



CEPA MEDIA DUNCAN AL 5%

151 A 8.7 G HI

7a B 6.31 H I

49 D 5.19 I
190 C 2.15 I

49 C 1.85 J
158 D 0.0 K

Medias con 1a misma letra no son significativamente diferentes
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