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RESUMEN

ABSTRACT

Ei fatuén def bonjaio (Cylas formicarius elegantuius} es fa plaga que
mayor afectacion causa a este cultivo en Cuba. Con ef fin de buscar
nuevas alternativas de biocontrof a sus alaques, realizamos este tra-
tajo, en ef gue se hizo la evaluasion de la virufencia a nivel de labora-
torio de cinco biopreparados de Baciilus thuringiensis, oblsnides por
fermentacidn sumergida a partir de las cepas LBT-9, LBT-12, LBT-18,
LBT-20 y LBT-25, En &f estudio de fermentacion sg emplearan cualra
variantes de medios de cuifivo complejos a fin de oblener el mejor
para la reproduccion de fas cepas con mayor virulencia contra este in-
sectfo. Se determinaron las fracciones de jos biopreparados con mejor
efesto insecticida. Los biopreparados que mostraron mayor virulencia
contra este insecto fueron LBT-19, LBT-20 y LBT-25 Los medios
complejos MO y M10 fusron considerados los mejores para fa repro-
duccidn de estas cepas. La biomasa y ef cultivo fermentado total fue-
ron logs que mostraron mejor efecto toxicoldgice y patogénico sobre
esta plaga.

Palabras claves: Bacilius thuringiensis, Cylas formicarius efegantu-
{us. controf biofdgico, virulencia

Cylas formicarius elegantulus /s the plague that bigger affectation cau-
ses fo the cultivation of the sweet potato in Cuba. With the purpossg of
locking for new biclogicel control atternatives fo the altacks of this pla-
gue we carry out this work. in which was carried out the evaluation
from the virulence at faboratory fevel of five Baciilus thuringiensis pro-
ducts obtained by submerged fermentation starting from the sirains
LET-9, LBT-12, LBT-19, LBT-20 and LBT-25. Also in the study of fer-
mentation four variants of complexes cuftivation media were used fo
obtain the best for the reproduction of the strains more virufent against
this insedt. In another hand the fractions of the biologica! cultures were
detarminad with better insecticide effsct. The biciogical cultures that
showed higher virulence against this insect was: LBT-18, LBT-20 end
LBT-25. The complex MO and M10 media were considered the best
for the reproduction of these strains. The biomass and the all fermen-
tation broth were those that showead betler toxic and pathological effect
o this plagus.

Key words: Baciffus thuringiensis, Cvias formicarius elegantulus, bio-
{ogical control, virulence

INTRODUCCION

L

i cultivo del boniato constituye uno de los princi-
pales alimentos para el hombre y los animales, tanto
en Cuba comc en el resto del mundo, por su gran con-
tenido de sustancias nutritivas, especialmente aziica-
res. El costo de produccién de este cultivo se ve
encarecido por la gran cantidad de productos quimi-
cos que se utilizan para el control de su principal pla-
ga, Cylas formicarins elegantulus Summ, conocida como
tetudn del boniato, sin que se vean reducidos los da-
flos, que pueden estar entre 30-40% de la produccién.
En nuestro pais esta especie de coledptero se convirtié
en un problema serio para la produccidn en 1994, de-
bido al notable incremento de los daftos, con la con-
siguiente disminucién de los rendimientos globales v
de los tubérculos con calidad comercial [INIFAT,
1995].

Los resultados del trabajo Manejo integrado del tetudn del
beniato mostraron que es posible reducir el dafio téenico y
econdmico cuando se utiliza Beauveria bassiana, Paeci-
lomyces fumosoroseus, P. lilacinus y Pheidole megacephala, en
un 17,3; 13,6, 22.2 y 14,8% respectivamente, en rela-
cién con ¢l 32% que se logra con el tamaron (60%) [Pie-
dra ef al., 1995).

Con el objetivo de buscar nuevas estrategias de biocon-
trol para esta plaga, nos propusimos evaluar Ja virulen-
cta de Bacillus thuringiensis sobre adultos de Cylas
Jormicarius a nivel de laboratorio, Para lograr esto se
observé la reaccidn de los insectos al ingerir el alimento
asperjado con cinco biopreparados obtenidos por fer-
mentactén sumergida a partir de cinco cepas de esta
bacteria. También se emplearon cuatre variantes para
encontrar €} mejor medic de cultivo donde se re-
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produjeron los aislados que causaron mayor mortali-
dad. Se determinaron las fracciones de los medios de
cultivo con mayor efecto insecticida,

MATERIALES Y METODOS

Atslados bacterianos

El experimento se llevé a cabo en los laboratorios del
INISAV, utilizando las cepas LBT-9, LBT-12, LBT-19,
LBT-20 v LBT-25, pertenecientes al ceparic de este
centro, las que fueron seleccionadas atendiendo a su ori-
geny serotipo. Las pertenecientes al serotipo H1 fueron
empleadas como contrel,

Medios de cultive

Los medios empleados para el mantenimiento y crec-
miento de los cultivos fueron; agar nutriente; caldo Lu-
ria-Bertani (g/L) extracto de levadura, 5,0; triptona, 10,0;
NaCl, 10,0, v los medios complejos: MO (g/L) levadura
panadera, 2 5: levadura torula, 5,0; almidén, 2,5; M3
(gl) almidén, 5,0; harina de soya, 8,0; CaCO,, 1,0; M4
(g'L) almidén, 5,0; levadura torula, 35,0; K350, 1.0;
(NH,},HPO,, 2,0; M10 (g/L) almidén, 5,0; levadura to-
rula, 10,0; harina de sova, 5,0; CaCO,, 0,3 (Tabia I).

Tabla 1. Caracteristicas de los aislados

Alslados Origen Serotipos
LBT-9 . mellonella Hi
LBT-12 ? H1
LBT-19 CIGB *
LBT-20 CIGB H8a8b
LBT-25 P. litus *

*No se observé reaccién positiva frente a los antisueros flagelares
(HI - H28.)

Procedimientos

a) Seleccidn de los aislados (Bloensayo 1

Ry

Se hicieron crecer en caldo LB hasta esporulacién total
en una zaranda termostatada BIOZART 2013 durante
48 horas, con un régimen de agitacion de 140 rpm ¥
una temperatura de 30 + 1°C. Posteriormente se adi-
ciond acido sdérbico {0,5%), v los ensayos biclogicos se
realizaron con diez insectos en la fase adulta para cada
réplica, v se emplearon tres para cada tratamiento. Los
insectos fueron colocados en frascos de vidrio estériles
de 9,5 X 12,5 cm. Después fueron dispuestos sobre
hojas de boniato sanas, previamente asperjadas en el
laboratorio con los cultivos fermentados y completa-
mente esporulados de cada cepa, a razén de 108 espo-
ras/mL, de forma tal que las aspersiones dieron una
cobertura uniforme al material de alimentacién. Se co-
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locaron tres réplicas como testigo, Los insectos se obtu-
vieron a partir de un pie de cria de laboratorio.

Se realizaron observaciones diarias para registrar la
mortalidad durante 10-15 dias. Los insectos muertos
se colocaron en cAmara himeda para realizar los reais-
Jamientos. La seleccién de los aislados se realizd te-
niendo en cuenta la mortalidad acumulada de cada
uno v la presencia de esporas y cristales tipicos de B.t.
observadcs en cada uno de los reaislamientos v en el
LESTgo.

b} Seleccién de los medios de cultivo

Los aistados seleccionados se hicieron crecer hasta es-
porulacién total en los medios MO, M3, M4 y MI0.
Estos cultivos se agitaron durante 29-36 horas a
31x1°C v 140 rpm. Posteriormente se realizé el con-
teo de esporas en cdmara de Neubauer para cada va-
riante en cada medio de cultivo. Se tomd en cyenta la
presencia de cristales tfpicos para cada aislado, segn
las observaciones de las tinciones simples realizadas, lo
que nos permitié asumir este conteo como equivalente
de la cantidad de cristales {Bernhard y Utz, 1993

Los medios de cultive se seleccionaron teniendo en
cuenta la mayor produccién de esporas, sus componen-
tes v el tiempo de fermentacién.

¢} Separacién de fracciones {Bioensayo Z)

Los cultivos fermentados totales en los medios seleccio-
nados fueron centrifugados a 5 000 rpm durante quince
minutos, se lavaron dos veces con solucion salina fisiolé-
gica. Posteriormente la biomasa fue resuspendida en so-
lucién NaCl (0,85%) pH = 7.2, manteniéndose el
mismo volumen del cultivo intcial. La concentracién y el
rendimiento de esporas se cuantificd por conteo en cé-
mara de Neubauer. El sobrenadante se dividi6 en partes
tguales. Una de ellas fue watada en autodlave a 121°C
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cual para cada aislado se ensayaron wes fracciones y el
cultivo fermentado total (CFT).

Los ensayos de patogenicidad se realizaron para las frac-
ciones v el CFT, que se realizaron siguiendo la metodo-
logfa descrita anteriormente para la seleccién de los
aislados con mayor efectividad biolégica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de aisladaes

De los cinco aislados ensayados al nivel de laboratorio,
solo tres resultaron efectivos contra C. formicarius
(LBT-19, LBT-20 vy LBT-25), con una virulencia entre
70-85% en un periodo entre 10-15 dfas (Fig. 1). -
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Viruiencia de alslados de B.t. sobre C. formicarius.

Estos resultados concuerdan con lo planteado por
Krieg (1981}, quien obtuvo en sus experimentos una
alta susceptibilidad con esta bacteria cuando la enfren-
13 a diferenies ordenes de coledpieros.

Las cepas LBT-9 y LBT-12 no mostraron una alta viru-
lencia sobre C. formicarius. Esto pudo deberse a que per-
tenecen al serotipo H1. Sin embargo, la LBT-20,
perteneciente al serotipo H8a8b, mostrd una mortali-
dad del 70% sobre estos insectos. Keller v Langen-
bruch (1993) plantearon que parece existir una
relacién entre el serotipo y el patotipo de los aislados
que ejercen clerto control sobre coledpteros, siendo la
conocida variedad san diego o morrisoni patogénica
contra este orden de insectos. A esta variedad pertene-
ce la cepa LBT-20.

Aunque no se ha podido determinar el serotipo de los
atslados LBT-19 y LBT-23 debido a que no respondie-
ron a los antisueros flagelares probados, sf mostraron
actividad sobre este insecto, por lo gue estos resulta-
dos no concuerdan con lo planteado por Keller y Lan-
genbruch (1993). Estos aislados pueden diferir en
serotipo con la LBT-20, pero estd probado que la ac-
cién insecticida la realizan las deltaendotoxinas
[Knowles y Dow, 1994; Wasano v Ohba, 1997; Bra-
v0,1997], Ademds, aunque no se observd una mortali-
dad a las 48-72 horas, el comportamiento de los
insectos se fue menos activo, cesando su actividad ali-
mentaria, por lo que defaron de producir daos,

Seleccidn de medios

La seleccién y el mejoramiento de medios de cultivo
constituyen ¢l primer paso para cbtener un bioprepara-
do con alta efectividad bioldgica, de forma tal que el mi-
croorganismo pueda reproducirse y excretar al medio la
mayor cantidad de productos con accién insecticida,

EI MO resuité ser el mejor medio para la produccién de
esporas del aislado LBT-19, mientras que el M10 lo fue
para el LBT-23; sin embargo, el LBT-20 no mostrd dife-
rencias significativas en la produccién de esporas con las
distintas variantes de medios ensayados {Tabla 2), por
lo que podemos concluir que los mejores resultados se
obtuvieron en los medios MO y M10, medios que se

acercan a la relacién tedrica C:N 1:2, necesaria para el
desarrollo v esporulacién de B.t, seglin lo planteado
por Rowe (1990) y Bernhard y Utz (1993}.

Todos los medios probados contenian carbchidratos y
fuentes nitrogenadas; las diferencias fundamentales en
estas ltimas estuvieron dadas por sus caracteristicas y
proporciones presentes en los medios complejos.
Como conocemos, cada cepa posee una capacidad fi-
siolégica diferente para asimilar los nutrientes, v en
cada medio ensayado existe una disposicién que puede
estar balanceada o no, por lo que Jos resultados obteni-
dos dependen de estas causas v su interaccion. En este
caso la formacidn de esporas v la concentracién de es-
tas en cada uno de los medios de cultivo probados para
la cepa LBT-20 no mostraron diferencias significativas,
o que hace probable que la capacidad fisiolégica de
esta cepa sea mayor,

Tabla 2, Concentracion de esporas (10° esp/mlL) de los
aislados reproducidos en medios de produceion

Medips LBT-19 LBT.20 IBTZ5(espiml)

MO 6,94a 2,332 3,30b

M3 3.08b 2,952 4,44h

M4 3.96b 3,l1a 3,80b

M10 4,48b 3,60a 6,633
5=10,04 §=0,74 S=010
CV.=88%] CV.=15% | CV.=79%

* Las letras que difieren presentan diferencias significativas {p=0,03.)

Es conocido que las fuentes de nitrdgeno aminico, como ¢l
extracto de levadura, favorecen la esporulacion, mientras
que las fuentes de nitrégeno aménico, como el hidroge-
nofosfato de amonio, alargan la fase de crecimiento loga-
ritmico de la bacteria [Rowe, 1990; Devisety, 1994]. Los
resultados obtenidos en nuestros experimentos corrobo-
ran este planteamiento, porque el tiempo de fermenta-
cién de todos los aislados en el medio M4 fue mds largo
que en resto de los medios. Estos resultados son similares
a los obtenidos por Galan et 4l (1996} v Vallejo et al.
{1996), para cepas de B.£. que crecen en presencia de sa-
les de amonio,

El hecho de que los resultados para la mejor reproduc-
cién de los aislados sea en diferentes medios, concuer-
da con lo planteado en los estudios de Bernhard y UTz
(1993) v Vallejoet al. (1996), cuando recomiendan op-
timizar un medio de cultivo para cada cepa.

Separacidn de fracciones

Cuando se produce un insecticida microbiano existen dife-
rentes formas para establecer el método de recobrado del
ingrediente activo. En estos experimentos se obtuvo que
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para estos insectos las fracciones con mayor actividad
biolégica lo constituyeron el CFT'y la biomasa, por lo
que los metabolitos excretados por la bacteria al so-
brenadante tratado y al que no recibié tratamiento, no
ejercieron un contro} apreciable a nivel de laboratorio.
Se puede deducir que resulta conveniente la concentra-
cién de la biomasa por centrifugacién, precipitacion o
filiracién para obtener concentraciones de esporas y
cristales insecticidas que permitan ejercer un mejor
control del tetuin del boniato, como o recomienda
Payne (1993) en su patente sobre el uso de B.£, contra
¢l escarabajo colorado de la papa [Devisety, 1994; Ga-
lan, 1996] (Tabla 3).

Tabla 3. Virulencia de fracciones en MO v M10
sobre C. formicarius (en porcentaje)

Fracciones LBT-19 LBT-20 LBT-25

CrT 60b 79.3a 82.7b

%obrenadante 33h 31b 4c

sin tratar

Biomasa 100a 79.3a 100a

Sobrenadante

tratado 46b 31k e

Testigo - - -

S 0,32 0,33 0,17

CV. 14.2% 13,8% 6,9%

Debido a que la mortalidad acumulada fue mayor en
1a biomasa que en el CFT para los biopreparados obte-
nidos a partir de las cepas LBT-19 y LBT-25 y similar
para la LBT-20, se hace necesario aclarar que la bio-
masa contenia fundamentalmente esporas y cristales
insecticidas, con un porcentaje de pureza superior a
los que se encontraban en el CFT, Este resultado con-
cuerda con lo planteado por Keller y Langenbruch
(1993}, v Payne (1993, quienes refieren que la prin-
cipal actividad insecticida de B.t. se encuentra en las
deltaendotoxinas.

En los reaislamientos realizados a partir de insectos
muertos se observé el crecimiento de colonias tipicas
de B.t., lo que hizo evidente la patogenicidad a causa
de la ingestidn bacteriana.

Estos experimentos nos permiten concluir la primera
etapa de la elaboracién de un producto insecticida po-
tencial contra C. formicarius elegantulus, basado en las
propiedades insecticidas de la biomasa de estos tres
aislados.

CONCLUSIONES

» Los mejores aislados para el control de C. formicarius
fueron LBT-19, LBT-20 y LBT-25.

Sg,j‘iwsamdad

+ Los medios MO y M10 fueron considerados los me-

jores medios para la reproduccién de estos aislados,

s Las fracciones contenidas en Ja biomasa v el CFT fue-
ron las que mostraron mayor virulencia.
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