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EVALUACION DE FUENTES NUTRICIONALES
ALTERNATIVAS PARA LA REPRODUCCION MASIVA
DE LA CEPA LBT-3 DE BACILLUS THURINGIENSIS

VARIEDAD KURSTAKI

Qrietta Fernandez-Larrea y A. Diaz

instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetai. Calle 110 no. 514 e/ 3a. By5a F,
Playa, Ciudad de La Habana, CF 11600

RESUMEN

Sa deferming la concentracién de esporas y cristales/mL obtenidas
despuds de 48 horas de culliva agitado en zaranda @ 28-30°C de fa
cepa [BT-3 de Badilius thuringiensis variedad kurstaki en 73 metiios
de cultivos de diferente compcaicion. Los nutrientas ensayados fue-
ron: almidén de malz, levadura panadera, jugo de peping, harina dg
mafz, harina de soya, melaza de cafia, mosto de cervaceria, fosfato
dibasico de amonio, carbonato de calcio y sulfato de petasio, Ios cua-
les ae Ulifzaron e difersntes concentraciones y combinaciones. La
concentracion de esporas v cristales/mi oscild entre 6,5 x 10° v
6,6 x10°. Ef medic compuesto por 35 @/t de levadura forula, S¢/L de
almidion, 2 g/l de fosfato de amonio y 0. 1grt de sulfato de potasia re-
sults o mejor, Los bioensayos con larvas dei (I instar de Pluella
xyliostella demostraron que cuando s ulifizaron concentraciones de
10° esporas/mt, el porcentaje de mortafidad fue de 100 a fas 72 horas
para fas cuatro variantes de medio de culfive con fas cusles se obfu-
vieron las concentraciones de esporas v cristales més slevados.

Palabras claves: Bacilus thurdngiensis, reproduccidn, medios de cuftivo

ABSTRACT

Conceniralion of spores and crystals/mL obtained after 48 frours of cu-
ture agitated in zararda at 28-30 of Bacillus thuringiensis var. kurstaki
LBT-2 sirain in 13 cuiture meditm of different composition. Nutrent tos-
ted were. starch of com, yeast baker. cucumber juice, flour of com, soy
flour, cane molagses, brewery must dibasic ammonium phosphate.
calciuny carbanate and polassium sulfate. which were used o different
concentrations and combinations. The concemtration of spores and
crystale/ml oscilated between 6.5 x 10° and 6.6 x10°. The medium
composed by 35 gt of torula yeast, gt of starch, 2g/L of ammonium
phosphate and 0.1 g/l of potassium sulfate were the best, Bioassays
with fif instar farvae of Plutelia xyllostella demonsirated that wher: con-
centrations of 10° esporasiml. were uysed the mortelity percentage was
100 at 72 hours for the four vanants af culture medium vith which the
higher concentrations of sporas and crystals were ohfained.

Key words: Bacifius thuringiensis, reproduction, culture medium

INTRODUCCION

La produccién de un bioplaguicida a partir de Bacilius
thuringiensis (Bt) requiere de un medio de cultivo que,
ademés de permitir un buen rendimiento de esporas ¥
cristales téxicos, resulte de facil adquisicién y econdmi-
co [Bernhard y Utz 1993, Ibarra 1997]. Para lograr
esto se reporta el uso de varias fuentes naturales que
proveen el nitrégenc y el carbono riecesario, asi como
las sales v otros elementos. Ejemplos de estas fuentes
son las harinas de sova, mafz, pescado, licor del remojo
del maiz, melazas. sacarosa, levaduras y diversos tipos
de almidones [Vanderkar y Dulmage, 1983; Devisetty,
1993: Morris et al, 1996, 19971

Aun cuando se ha planteado por diversos autores que
para cada cepa de Bt debe disefiarse un medio de culti-
vo especifico [Dulmage y Rodees, 1971; Muga. 1983
Galan, 19967, también se conoce que algunas fuentes
resultan eficaces para la reproduccién de diferentes ce-
pas de Bt [Bernhard y Utz, 1993; Morris et al., 1993]

Con la finalidad de valorar la posibilidad de utilizar di-
ferentes fuentes nutritivas naturales de facil adquisi-
cién, se diseharon v evaluaron 13 medios de cultivo &
partir de ocho productos naturales diferentes y tres sa-
les inorganicas,

MATERIALES Y METODOS

Cepa: Fue empleada la cepa LBT-3 de Bt variedad kursia-
ki, perteneciente al cepario del Instituto de Investigacio-
nes de Sanidad Vegetal (INISAV), 1a cual fue mantenida
en cufias con agar nutriente en forma de cultivos esporulados
2 4% C durante el transcurso de los experimentos.

Condiciones de cultive: Los cultivos fueron realizados ud-
lizando frascos erlenmeyers de 300mL de capacidad, 2
los cuales se anadieron 100mL de los diferentes medios
de cultivo ensayados. Se cultivaron en condiciones de
agitacion después de inoculados con 1 mL de una sus-
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pension de 10¢ esporas por mi obtenidas por el arras-
tre de un cultivo esporulado con solucion salina estéri]
de NaCl al 0,85%. La agitacién se llevd a cabo durante
48 horas a 28-30° C v 140 tpm en una zaranda orbital
tarmostatada,

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo ensayados

Los medios ensavados (Tabla 1} fueron esterilizados a
121° C duranie 40 minutos, con excepcidn del que con-
tenfz jugo de pepino, que se esterilizd durante 20 minu-
tos 2 igual temperatura. En todos los medios el valor del
pH inicial se ajusto a 6,8,

o Nedios

huciente 'BEREYER R EANEEEE R RN R
Almidén 20 10 3 3 2.5 L0
Levadura torula 30 |30 |35 20 33 3 15 35 3 5
Levadura panadera 10 2,5 3 2.5 2,3
Tugo de pepino 200 §200
Harina de maiz 15 25
Harina de sova 5 3 3
hMelaza cafia 10 20 2,5 10
Mosto cerveza 10
PO,H{NH, ). 2 |2 2 2
CaCO, 0,3 3 3 .3 0.3
K.5C, 1 1 ]

Andlisis de las muestras: Los andlisis se realizaron en los
cultivos de 48 horas, en los cuales se determind la con-
centracién de esporas v cristales por mililitro, median-
te conteo en Camara de Neubauer bajc un microscopic
de contrasie de fase a 400 x aumento. Las caracterisu-
cas de los cultivos v la verificacion de la presencia de es-
poras v cristales se determiné mediante observacion al
microscopio a 1 000 x de una preparacién tefiida con
sotucidn de cristal violeta al 0,2%.

Bioensayos: Se emplearon larvas del [l instar de Pixiella
xplostella. El alimento consistié en hojas de col impreg-
nadas con una solucidn acuosa que contenia 10 espo-
ras y cristales/mL, obtenida a partir del cultivo de las
cuatre mejores variantes de los medios ensavadas. El
conteo de ﬂawas muertas se realizé a las 24, 45 v 72 ho-
ras de montado el bioensayo. Se montaron tres réphicas
por variante con 10 insectos cada una; se mantuvo un
testigo en el cual el alimento se impregnd solo con
agua. Fue determinado el porcentaje de mortalidad por
la formula de Abbott,

Andlisis estadisticos: Los valores de las concentraciones
de esporas v cristales obtenidos fueron transtormados
a valores logarftmicos, v las medias calculadas se some-
tieron a un andlisis de varianza simple y comparacitn
de ias medias por la prueba de Duncan con un 95% de
significacidn.

RESULTADOS Y DISCUSION

Un criterio importante para la produccién de Bt es la
cantidad de endotoxina o cristal téxico que se produz-
ca v su actividad; esta produccion se encuentra asocia-
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da a la fase de esporulacién durante el desarrollo de
esta especie bacteriana, por lo cual la determinacion de
la concentracién de esporas v cristales pusde resultar
un criterio Qtil para la evaluacion y seleccidn primaria de
un medio de produccién para Bt [Bernhard y Utz, 1993].

Enla Tablz 2 se muestran los valores de las concentra-
ciones obtenidas en las diferentes variantes de medios
de cultive ensayadas. Los valores més elevados corres-
ponden con lds variantes 5 1l.6v3, en las cuales coin-
cide que la fuente de nitrégeno es la levadwa torula a
concentraciones entre 20-35 gfl., v en estos mismos me-
djos la fuente de carbono resulté baja en las variantes 3
v 11, a diferencia de los medios 5 v 6, en los cuales se
empled mas de una fuerte de carbono.

La presencia de sales que pudieran actuar como tam-
pén no se encontraban en las mejores variantes, o cual
indica que los nutrientes wtilizados pueden suministrar
las sales necesarias para el buen desarrcllo de la cepa
empleada.

Los resultados del bicensavo (Tabla 3) demostraron
que los cultivos obtenides con las cuatro mejores va-
riantes de medios producian ciento por ciento de mor-
alidad 2 Ias 72 hotas en Plutella xplostella cuando se
emplearon concentraciones de 10¥ esporas/mlL. Este
resultado confirma la velidez de los medios seleccio-
nados, va que Dulmage (1970) alertd que no necesaria-
mente una elevada concentracién de biomasa de Bt
compuesia por €sporas y toxinas, ticne que coineidiy
con una elevada actividad insecticida, y que en todos
Jos casos esta debe ser comprobada mediante bicensa-
vos, aun cuando resulte valido utilizar el criterio de
concentracidén para la seleccién de un medio en una
primera etapa de trabajo.
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Tabla 2. Concentraciones de esporas v cristales
en los diferentes medios de cultivo ensavados

Medio

Concentracidn esporas
v cristales /mL

6.4 x10%a

—

5.8x10%a

44 x [0%ab

3,75 x L0¥abe

—

2,7 x 107 be

2.3x 10 ¢

o e (o o f— 19

1.3x 10" cd

—

6,68 x 10% d

—
(3=

S6x10éd

5,22x 1084

4,46 x 108 d

e |~—= Yoo

4,04 x 0% d

o

646 x 10%e

CV 126
ES 0,18

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad de Plutella xyloszelin con los cultivos de Bt de las cuatro

mejores variantes

Variante (medio] Por ¢ientn ;:h mortabidad | Por clento drc}%f:k‘lmortaliclad Por clento ?dzehmortalidad
3 20 80 100
il 33 80 100
6 30 70 100

Los resultados obtenidos concuerdan con alros auto-
tes, los cuales indican que la fuente de pitrégeno resul-
ta esencial para una buena produccion de esporas v
cristales, v reportan concentraciones de 10-40 g/l en
medios industriales [Vanderkar v Dulmage 198%; De-
vesitty, 1993; Bernhard v Utz, 1993: Ibama, 1997,
Morris, 19977,

Estos mismos autores coinciden en que las harinas de
sova, maiz, semilla de algoddn y otros granos resultan
las mejores fuentes de nitrégeno para la produccién de
Bi, aungue también han utilizado algunos tipos de le-
vaduras, de las cuales se considera que la mejor resulta
la levadura panadera [Ejiofar v Okater, 1989: Yoon ¢t
al, 19877, Por su parte, Salama ef al. (1983} obtuvie-
ron concentraciones mas elevadas de esporasy cristales
cuando emplearon levadura forrajera, mientras que
otros consideran que la adicion de extracto de levadura
en los medios de produccién de Bt incrementan los ren-
dimientos de esporas v cristales { Vanderkar y Dulma-
e, 1983; Goldberg ¢t al, 1980; Xie ¢t al., 1990]

Las sales minerales tales como fosfatos, sulfatos y carbo-
natas se utilizan frecuentemente en los medios de pro-
duccidn de By en el caso de los fosfatos se considera
importante su efecto tampén para mantener el equili-
brio del pH [Divesitty 1993].5¢ reporta también la im-
portancia del calcio y el manganesc para la esporulacion
de Bt [Bernhard v UTZ 1993; Foda et al., 1993},

En relacion con los carbohidratos, tanto los monosaca-
ridos como la glucosa, los di v polisacdridos como los
almidones v sacarosa, y las fuentes combinadas como
tas melazas, han sido muy utilizados en estas produc-
ciones, pero en todos los casos si la concentracion re-
sulta elevada puede conducir a una brusca disminucion
de los valores del pH con la consiguiente inhibicién del
crecimiento v esporulacién [Vanderkar y Dulmage,
1983; Fodaet al, 1995; Galdn ef al., 1996]. Ouos efec-
tos tales como alargamiento del cristal fueron observa-
dos por Sherer ¢z al. {1980) cuando la concentracion de
carbohidratos se incrementd de 0,1 a 0,6 %. Por su par-

Jirosanidadi7$




Ferndndez-Larrea p Diaz

te, Carreras ¢t 4f. {1998) encontraron gue concentra-
ciones superiores 2 13 gL de carbohidratos inducian
lisis por fago en una cepa lisogénica de Bf, lo cual no
ocwtia a concentraciones de 10 gL,

CONCLUSIONES

*Laog resultados obtenidos nos permiten considerar la
posibilidad de utilizar fuentes nutritivas naturales al-
ternativas de facil adquisicién v econdmicas para la
produccitn industrial de Bz,

*Las mejores fuentes resultaron la levadura forrajera,
la harina de sova y el almidén para la produccion de la
cepa LBT-3 de Bacillus thuringiensis variedad kurstaki.
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