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0BJETO DEL TRABAJO

En la Cuenca mediterranea en general y en la regidon andaluza -
en particular, especialmente en las provincias de Granada, Jaén, Cérdo
ba y Sevilla, los dafios anuales causados por la 'polilla' del olivo, -
Prays oleae BERN. (Lep. Hyponomeutidae) a la producciédn olefcola, sue
len ser bastante elevados. Estos dafios son aln mayores que los causa--
dos por la mosca del olivo (Dacus ofeae GM.) en la mayorfa de los afios,
siendo adem3s sus ataques mis frecuentes en el tiempo que los del Dip
tero.

Seglin las observaciones 1levadas a cabo por la Estacidn Experi
mental del Zaidin (Granada) en esta provincia, la caida de fruto en -~
1969 alcanzd un 58,8% del total existente, debiéndose achacar un 45% -
s6lo y exclusivamente al ataque del Lepiddpterc; los dafos de 1970, su

pusieron la caida del 86,6% del total de las aceitunas (59,8% atribui-




bles a Prays ofeae), mientras que en 1971 la cafda total del fruto ob
servada, fué del 54% (40,5% debida a Prays oleae). En 1972, la caida
del fruto fué afortunadamente de sélo un 10% del total. En 1973, vuel
ve a ser elevada, 89,3%, adjudicandosele al efecto de Prays ofeae un
76,8%. En 1974, fué de un 90% la caida de la aceituna y el 70% se cal
culé ser debido al Lepddbptero.

En la Estacién Experimental del Zaidin (Granada), desde hace
algunos afios, se realizan diversos estudios en colaboracidn con la 0.
I.L.B. (Organization International de Lutte Biologique) sobre Prays -
oleae, referidos especialmente al ciclo bioldgico, dindmica de pobla-
cién, factores limitantes, parasitismo, control (es decir, lucha direc
ta con insecticidas) de la plaga y finalmente las posibilidades reales
de la lucha bioldgica, mediante el estudio e identificacion de los pa-

rasitos y depredadores que existan en la zona.

Para completar dichos estudios generales del insecto, se conSi;
derd importante el conocimiento de la flora migrobiana de las larvas,
especialmente la posible presencia de Bacillus cristaliferos -toxicos
para Lepidépteros- en larvas muertas, asT como la consiguiente investi
gacion para decidir la implantacién futura de la tucha bioldgica usan-
do microorganismos. Ello entraria dentro de las mas modernas directri-
ces internacionales (preconizadas por la FAO y 0.1.L.B.), en lo que se
ha decidido llamar ''Lucha integrada'' de grandes posibilidades en el -

control de plagas agricolas.

Por ello, se decidido iniciar un estudio de la flora microbiana
de las larvas del insecto en sus tres generaciones anuales, fil6faga,
ant6faga y carpéfaga, con objeto, en principio, de comprobar si dichos
agentes microbianos tienen importancia directa o indirecta en algunos

fendmenos de simbiosis o antagonismo con su organismo huesped.

Sin embargo,en los primeros aislamientos realizados a partir -

de larvas muertas del insecto, se encontraron Bacillus formadores de -




cuerpos parasporales, incuadrados en el grupo de B. thwuingiensis -
(Roig et al., 1973), posible causa de la mortalidad de las larvas. El

OBJETO del presente trabajo se centrd entonces en un estudio sobre es
te grupo de Bacillus.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el OBJETO del estu-
dio que se propone realizar se puede esquematizar en los siguientes -
puntos:

1. Aislar B. thuiingiensis en larvas muertas de Prays olede e

identificar los tipos aislados.

2., Determinar si con los tipos seleccionados se puede inducir

la enfermedad en larvas vivas de Prays oleae.

3. Reaislar el mismo organismo a partir de las inoculaciones

experimentales.

En otras palabras, comprobar si se cumplen los cuatro postula
dos de Kock en las relaciones: B. thuuinglensis - Prays oleae. Ello -
abrirfa un gran campo de posibilidades en el control bioldgico de esta

plaga del olivar.
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INTRODUCC I ON

Patologia de insectos. Los microorganismos como agentes patégenos de

insectos.

Desde sus primeros tiempos el hombre ha tenido conocimientos, -
al menos empiricos, de que los insectos sufren enfermedades. Este cono
cimiento se ha ido desarrollando cada vez con mayor rapidez hasta cons
tituirse una ciencia dentro de la Biologia que se ocupa de la patologia
de los insectos. La enfermedad o ruptura del estado de salud del insec
to se observd primeramente en los beneficiosos; concretamente, Aristo-
teles menciond que las abejas sufrian enfermedades. Sin embargo, apli-
cando ya criterios cientificos, Agostino Bassi mostrd, a mediados del
siglo pasado, que la enfermedad animal podia ser causada por un micro-
organismo pues observé que un hongo provocaba un estado patolégico al
gusano de seda. Las primeras investigaciones se limitaron a dos insec-
tos domésticos: la abeja y el gusano de seda; sin embargo, gradualmen-

te esos estudios se extendieron a otras especies de insectos causantes
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de plagas. De esta manera, fué como naci6 la idea de utilizar las enfer
medades producidas por microorganismos, para el control de insectos -

patdgenos.

Posibilidades de control de insectos mediante microorganismos.

En términos generales se puede decir, que el principal papel -
de la lucha bioldgica aplicada contra insectos consiste en la regula--
cién del nivel de poblacién de la especie peligrosa por debajo del re-
querido para que los dafios ocasionados tengan importancia econdmica. =
Dentro de la lucha biolégica y como agentes naturales de control, los
microorganismos son a veces de vital importancia en la regulacion de -
poblaciones de insectos. Entre los microorganismos estudiados y que -
pueden ser eficaces en el control de las plagas, se incluyen bacterias,

virus, hongos y protozoos.

Los microorganismos para poder ser usadps como agentes de con-
troi, deben ser efectivos, en condiciones naturales, frente a los nume
rosos productores de plagas, y operar igualmente en las circunstancias
artificiales creadas por el hombre. Se han utilizado dos tipos de pre-
paraciones: "Insecticidas microbianos" e "Introducediones". Los Ansecti
eldas michobianos, se aplican en un momento dado. Normalmente,se utili
zan microorganismos incapaces de propagarse y persistir que se emplean
regularmente y de forma masiva. Las {ntroducciones, en cambio, quedan
adaptadas permanentemente y son capaces de establecerse y persistir en
nuevos ambientes; por ello, se utilizan cantidades relativamente peque

fias de indculo.

Los microorganismos para ser usados en el control de plagas de
ben reunir las condiciones que, resumidas del trabajo de Burges y Hus-
sey (1971), son las siguientes:

1. Deben tener virulencia suficiente para que causen una enfermedad

12



e inhiban la actividad de una plaga inducida por insectos. Las -
variaciones de la virulencia, cuando ocurran, no deberédn ser tan
grandes como para afectar una dosis recomendada o requerir ensa-

yos frecuentes de su potencial patdgeno.

2. El microorganismo patdgeno no deberd ser sensible a los cambios
del medio ambiente al que va a ser expuesto, tales como deseca--
cién, luz solar, temperatura ... etc., ni al método mediante el
cual vaya a ser aplicado (pulverizacidn, espolvoreo, ...) ni al

vehTculo de suspensidn usado (aceite, agua, emulsjonantes, ...).

3. El microorganismo deberd ser persistente y permanecer viable e -

infeccioso, hasta que tenga acceso al insecto.

L, E1 patSgeno ha de ser especifico para la plaga del insecto con--
tra la que va a actuar, inactivo frente a la planta huesped que

sufre la plaga y favorecer la accidn de paradsitos y depredadores.

5. Es de extrema importancia que el patdgeno sea inbcuo bajo las -

condiciones de uso para vertebrados, especialmente mamiferos.

6. Finalmente, debe ser posible la produccidn del referido microor-
ganismo en cantidad y a un costo econdmico bajo, y en forma que

sea a la vez practica y satisfactoria.

Desgraciadamente, ningln microorganismo reune todas estas con-
diciones pero, sin embargo, muchos de ellos tienen una combinacién de
propiedades que los hacen aconsejables para ser usados en el control -

de plagas.

Antes de la Segunda Guerra Mundial, los esfuerzos se centraron
mas en la aplicacidén de los microorganismos como {ntroduccibn, pero -
posteriormente, la atencién de los investigadores cambi6é hacia el uso
de nsecticidas microbianos. Ello se debid posiblemente a que los micro
organismos aplicados como .ntroducciones, eran afectados considerable-

mente por los pesticidas quimicos. Sin embargo, los {nsecticidas micro
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bianos tienen muchos caracteres en comiin con los quimicos, por lo que
se dedicé mas énfasis a su estudio. Ahora se tiende al empleo de ambas
formas de aplicacidon, dependiendo el uso de una‘u otra forma de las -
caracteristicas bioldgicas y técnicas del problema concreto a resol--
ver. No obstante, teniendo en cuenta que una bacteria: B. thwiingien-
445 ha atrafldo casi exclusivamente el interés de la manufacturacion -
comercial de preparados a base de dicha bacteria como {nsecticidas mc
crobLanos, no es de extrafar que dicha forma de aplicacidn haya sido

la mas extendida.

De cualquier forma, el valor de los agentes microbianos nor=-
malmente utilizados contra plagas depende en gran parte de si son o -
no afectados por los insecticidas quimicos, lo cual es de enorme im--

portancia en los programas de lucha integrada.

Hoy dfa, el uso de microorganismos patdgenos y/o sus productos,
se considera una importante medida de control bioldgico (Steinhaus, -
1949; Hall, 1963 y 1964 y Tanada, 1967). Para un control bioldgico -
eficaz, es necesario un conocimiento ecolégico y de la dinamica de po
blacion de la plaga, asi como de la fisiologia de los microorganismos,
su modo de accidén y posibilidades de produccién por métodos industria
les en gran escala. Como se ha indicado, las bacterias patdgenas de -
insectos y sus toxinas no han de ser perjudiciales para las plantas,
insectos beneficiosos o animales superiores, por eso son necesarias -
investigaciones completas de la toxicidad. S6lo una estrecha colabora
cidon entre entomblogos, microbidlogos, quimicos y toxic6logos puede -
dar lugar a la obtencidn de insecticidas microbianos eficaces y econd

micos.

Uso de Tas bacterias como insecticidas microbianos.

Ya se ha indicado>que a mediados del siglo pasado, Agostino -

Bassi fué el primero que propuso el empleo de microorganismos para el
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control de plagas de insectos. Mas tarde, a finales de siglo, Pasteur
observd la presencia de bacterias en gusanos de seda enfermos y desde
entonces, han sido descritas alrededor de 90 especies o variedades de
bacterias patdgenas de insectos, como se deduce del trabajo de revi--
sion de Falcon (1971) en el cual cita que entre 1963 y 1969, aparecie

ron 33 obras de revision sobre bacterias patdgenas de insectos.

Clasificacidén de las bacterias entomdgenas.

Bucher (1960), propuso una clasificacién en la cual estas bac
terias fueron agrupadas segin sus propiedades en relacidn a su patoge
nicidad, tales como dosis infectiva, huesped especifico y modo de ac-

cién. Dicho autor propuso la clasificacidn siguiente:

a) Patdgenos obligados: definidos como aquéllos asociados con un -

insecto especifico enfermo. Tienen pocos tipos de huesped, son
facilmente transmitidos, requieren condiciones de cultivo.espe-
ciales y se multiplican probablemente s6lo dentro de sus huéspe

des especificos.

b) Patégenos facultativos: son un grupo de bacterias que poseen al

glin mecanismo para perjudicar o invadir un tejido susceptible -
pero no son pardsitos obligados. Crecen espontineamente en me--
dios de cultivo artificiales y son capaces de multiplica}se en
el intestino del insecto huesped antes de la invasion del hemo-

cele.

c) Patdgenos potenciales: son aquéllos que normalmente no se multi

plican en el intestino de los insectos pero pueden hacerlo en -
el hemocele una vez que tengan acceso a él; ccultivan » facil--
mente en medios artificiales y no estdn asociados ni a enferme-

dades ni a insectos especificos.

Aplicando este criterio, hay muchas especies bacterianas que

15




pueden ser clasificadas como patégenas de insectos, pero es bien cier
to que sdlo unas pocas tienen posibilidades para poder ser utilizadas

como Ansecticidas michobianos.

La mayor parte de las bacterias patdgenas de insectos, se han
encontrado en las familias Entercbacteriaceae, Bacillaceae y Pseudo-
monadaceae.

Para su estudio, se pueden dividir en dos grandes grupos: no

esporuladas y esporuladas,

A) Bacterias entomopatdgenas no esporuladas.

Constituyen un grupo heterogéneo en el que se pueden sefia
lar como representativos a Pseudomonas aeruginosa y Servatia marces--
cens,

Ps. aeruginosa, ha sido clasificado segin Bucher, como patdge
no potencial, es decir que puede multiplicarse en el hemocele una vez
haya tenido acceso a él. Se ha comprobado su patogeneidad para los Q&
toptenos, Melanoplus bivittatus SAY y Camnula pellucida SCUDDER. Serra
Lia mancescens, estd incluido segin la clasificacién de Bucher en el

grupo de patdgenos facultativos.

El uso de estos microorganismos como insecticidas encuentra -
algunas dificultades como son la gran sensibilidad a la desecacidn vy
luz solar y una tendencia marcada a perder su virulencia. Ademds, los
géneros Pseudomonas y Serratia, tienen el inconveniente de incluir es

pecies que muestran algln grado de patogeneidad para mamiferos.

Otros microorganismos no esporulados pertenecientes a los gé-
neros Aerobacten, Streptococcus y Achromobacter, han sido aislados de
larvas muertas de Ostninia nubilalis HUBN, Scotia {psilon HUFN,y Helio
this zea F.

Las bacterias de este grupo, tienen un extenso nimero de hués-
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pedes en los ordenes Colebptencs, Dipternos, Himendpternos, Isbpteros,
Lepdiddptercs y Ontéptencs.,

B) Bacterias patSgenas esporuladas.

Especies de la familia Bacillaceae son consideradas las de
mayor interés para su uso como insecticidas microbianos, habiendo si-

do utilizadas bacterias del género CLostrnidiun y principalmente Baci-
LRus .

Género Clostrnidium,

En 1957, Bucher aisld dos bacterias anaerobias extrictas, de
larvas enfermas de Malacosoma pluviale D,y las 1lamé CL. brevifaciens
y CL. malacosomae; cuando estas larvas se alimentan de esporas de CL.
brevifaciens, en su intestino tiene lugar ta esporulacidn y abundante
reproduccidén del microorganismo; a las 72 horas, las larvas presentan
unas caracteristicas de arrugamiento y aplastamiento a las que sigue
la muerte. CL. malacosomae produce sintomas semejantes en dichas lar-
vas. En relacidn con estos microorganismos, Bucher demostrd que es po
sible inducir una enfermedad bajo condiciones de campo por introduc=-~
cidn de esporas de CL. brevifaciens o CL. malacosomae; pero sin embar
go el hecho de que estas bacterias no esporulen en medios artificia~-
les, limita la produccidn de esporas a escala comercial (Bucher, 1961);
la solucion de estas dificultades puede representar nuevas oportunida
des para la explotacidn de este grupo de microorganismos como {néec-
tiedidas micrnobianos.

Género Baci{fLus,

Han sido enéayadas como insecticidas microbianos varias bacte
rias aerobias esporuladas, entre ellas, B. cereus, B. thuringdlensdis,
B. Larvae, B. Lentimorbus, B. popilliae, etc. (Angus, 1965).

B. popilliae causa la enfermedad blanda tipo A, en las larvas
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del Colebptero Popillia japonica NEW. y ha sido usado con éxito como
agente de control biolégico; asi mismo, B. cereus ha sido aislado de
larvas enfermas y muertas de numerosos insectos.

Algunos de estos microorganismos son patdgenos potenciales vy
otros patdgenos facultativos; la mayoria de eilos actlan por ingestidn
y se han encontrado huéspedes susceptibles en varios 6rdenes de insec
tos. Stephens (1952) aisld varias de estas especies de larvas enfer--
mas de la polilla de la pescadilla; Heimpel (1954) también encontrd va
riedades de B. cereus,en larvas enfermas de la procesionaria del pino
y Smirnoff (1963a) aislé una variedad patdgena para la oruga de la ye
ma del abeto (Choristoneura fumiferana CLEM). Estas variedades de B.
cereus, han sido ensayadas en pequefia escala bajo condiciones:de cam-
po, observandose que causan alguna mortalidad pero ésta no es lo sufi

cientemente elevada para continuar estudiando su utilizacidn.

No cabe duda que el mayor nimero de trabajos se ha' dirigido
al estudio de las llamadas bacterias cristaliferas, ya que poseen la
mayor parte de las caracteristicas de B. cereus y ademds producen un
cuerpo parasporal proteinico o cristal en el momento de la esporula--
cidén, el cual contiene una endotoxina capaz de producir pardlisis en

el intestino de muchas larvas de Lepidbptencs.

Este grupo estd representado por B. thwuingiensis y varieda--
des, grupo que estd estrechamente relacionado con el grupo Cereus ya
que es semejante en la mayor parte de sus caracteristicas bioquimicas,
morfolégicas y metabdlicas (Heimpel y Angus, 1958). Sin embargo, y da
do el gran interés que posee el estudio de este tipo de bacterias -
formadoras de cristales, se ha considerado oportuno su estudio en un
capitulo aparte, méxime cuando B. thwuingiensis es la clave de la in-

vestigacion apuntada como objeto del presente trabajo.

Como se indicd anteriormente al hablar de {nsecticidas micro-

bianos en términos generales, la efectividad de las bacterias entomo-
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patégenas empleadas en el control microbiano de insectos, est3d influen .

ciada por varios factores, particularizando en B. thutingiensis que -

se pueden sintetizar en:

1.-

Seleccion de la especie o variedad de la bacteria, ya que en -
el caso concreto de B. thuringiensis existen grandes diferen--

cias entre el uso de los distintos tipos de preparaciones comer

ciales,

Efecto de la luz solar y temperatura.Cuando se aplica una bac-
teria como insecticida, se hace en forma de suspensidn sobre -
la planta, y hasta que es ingerida por el huesped susceptible,
estd sometida a todos los factores fisicos del medio ambiente.
Cantwell y Franklin (1966) observaron que las esparas de B.thu
ningLensis expuestas a la luz ultravioleta en el laboratorio,
se inactivaban ripidamente; sin embargo, este efecto era mas -
lento por exposicidén a la luz natural.

La temperatura es otro factor limitante que actua no solamente
sobre la espora, sino también sobre el insecto y su desarrollo.
Herfs (1965) demostré que la temperatura Sptima para la aplica

cién en el campo de B. thuringiensis, es de 18-20°C.

Presencia de Fitocidas. Kushner y Harvey (1962) demostraron la
existencia de unas sustancias en extractos foliares que prote-
gen a los insectos de las enfermedades bacterianas. Morris =
(1969), comprobd que la acidez elevada de ciertos extractos fo
liares podia neutralizar 1a alcalinidad del intestino de los -
Lepidbptencs y, por lo tanto, los cristales téxicos de B. thu-
ningLensis no podrian disolverse; incluso si se disolviesen, -

el crecimiento bacteriano en el intestino podria ser inhibido.
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Bacillus thuringlensis.

En 1911 en Thuringia (Alemania), Ernest Berliner aisldé una =
bacteria esporulada aerobia a partir de larvas enfermas de la polilla
de la harina, Ephestia kuehniella Z., y le dié el nombre de Bacillus
thuringdiensis (Berliner, 1915). De acuerdo con el trabajo de Rogoff -
(1966), en 1902 se habfa aislado en Japén un organismo similar al de
Berliner, en gusanos de seda moribundos; este bacilo fué l1lamado B. -
s0tto. Posteriormente se observd que sGlo los cultivos viejos y espo-
rulados de B. 50ffo causaban la enfermedad en gusanos de seda por in-
gestion, mientras que los cultivos en forma vegetativa eran inactivos.
Otro hecho curioso fué la extrema rapidez con que aparecian los sinto
mas de la enfermedad ya que a menudo las larvas empezaban a paralizar
se después de una hora de la ingestién de cultivos esporulados de B.
s0tto, por lo que sugirié que estos sintomas representaban la expresion

de b accidén de una toxina.

En su descubrimiento inicial, Berliner observd que las células
esporuladas de los cultivos de B. thuringiensis contenian no sélo la
espora, sino también una inclusién irregular romboide que é1 1lamé -
"Resthonper".

Estas observaciones, fueron olvidadas hasta que Steinhaus (1951)
realizé unas experiencias en campo, para el control del Colias philo-
cide BOISD, plaga de la alfalfa, mediante esporas de B. thutringiensis.
Por otro lado, un investigador canadiense, Hanpmay (1953) resucité la
idea del "Resthirper" de Berliner, observando que las esporas en B. -
thuiingiensis, estaban invariablemente acompafiadas de unos cuerpos rom
boidales. Sugirié que estas inclusiones cristalinas podian estar aso
ciadas con la patogeneidad de dichas bacterias para los insectos, lo
cual fué confirmado por Angus (1954). Este dltimo autor, después de -
una serie de estudjos, 11egd a la conclusién de que el principio téxi

co asociado con las inclusiones cristalinas de los bacilos no era una
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exotoxina tipica sino que requeria su solubilizacidn para ser activa,
Yy que ésto se podia lograr por tratamiento de los cristales con alca-

iis diluidos o jugos intestinales de los insectos.

Hannay y Fitz-James (1955) demostraron que el cristal era de
naturaleza proteica. Posteriormente el cristal ha sido estudiado per-
fectamente y producido en grandes cantidades parael control de las -~

plagas de Lepidbptencs.

Algunos afios después, McConnell y Richards (1959) detectaron
en los cultivos de B. thuringiensis una sustancia termostable soluble
en agua y dializable, téxica para las larvas de Galleria mellonella L.
por inyeccidn; esta toxina era producida por la bacteria durante la -
fase activa de crecimiento, antes de la formacién de esporas e inclu-

siones parasporales.

Taxonomia de B. fthurningiensis.

Los primeros intentos para clasificar las distintas especies
de bacilos cristaliferos fueron realizados por Heimpel y Angus (1958),
Toumanoff y Le Coroller (1959) y Krieg (1961). Todas estas clasifica-
ciones estaban basadas en reacciones bioquimicas, las cuales no corres
pondian a la clasificacidon que posteriormente establecieron Norris vy
Burges (1965).

Sin embargo, De Barjac y Bonnefoi (1962) establecen nuevos -
criterios taxondmicos basados en reacciones bioquimicas y seroldgicas.
Dichos autores demostraron que el grupo B. thuringlensis tiene un an-
tigeno flagelar especifico y que la reaccion de aglutinacidn por este
antigeno conducia a diferentes grupos seroldgicos. La conclusién de -
este trabajo es que existe una correspondéncia entre las pruebas bio-
quimicas y serolégicas. Actualmente el grupo B. thutringiensis ha sido
dividido en doce serotipos diferentes, algunos de los cuales han sido

divididos en subgrupos, basados en la existencia de un factor antigénico
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comin y otro diferente (Carlberg, 1973).

ptro criterio taxondmico fué introducido anteriormente por -
Norris (1964), Este autor estudié los tipos de esterasa de bacterias
formadoras de cristales obtenidas de diversas fuentes y encontrd una
estrecha correlacibén entre la clasificacidn serolégica con la ventaja
de que el analisis de esterasa podia ser realizado en 20 horas, mien-
tras que la identificacidn bioguimica requerfa aproximadamente dos se

manas y la seroldgica algunos dfas.

De acuerdo con De Barjac y Bonnefoi (1968) su clave para la -
clasificacién de las especies de B. thuiingiensis podria ser modifica
da en el futuro con nuevos métodos como el andlisis de la composicifn
de bases de ADN e hibridacién de ADN que podrian revelar interrelacio
nes entre las variedades de B. thuwuingiensis y posiblemente reducirfan

el nimero de ellas.

Independientemente de estos aspectos sobre taxonomfa, hay -
otras circunstancias sobre la clasificacién de Bacillus thuringiensdis
que merecen ser citadas brevemente. Existen referencias bibliograficas
contradictorias en el sentido de considerar o no a B. thuringlensis -
como una especie distinta de B. cereus (Carlberg, 1973). E1 Manual de
Bergey (Breed et al.,1957) considera a B. thuringiensis con categorfa
de especie y Ramos-Cormenzana (1974) en su trabajo sobre taxonomia =
bacteriana, basado en los criterios taxonémicos que utilizard la 83 -
edicién del Manual de Bergey, préxima a aparecer, considera a B. thu-
ningiensis como subespecie de B, cereus. Quizds la citada 82 edicién

del Manual de Bergey se decida definitivamente sobre estas cuestiones.
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Materiales toxicos producidos por bacilos cristaliferos.

Las toxinas producidas por B. thuiingiensis han sido amplia--
mente estudiadas y descritas en los Gltimos afios. Se han encontrado -
cuatro grupos de toxinas: & -exotoxina termolabil (Toumanoff, 1953; -
Heimpel, 1961; Krieg, 1971) la y-exotoxina termolabil (Smirnoff y Ber
linquet, 1966) y aparte las ya citadas d -endotoxina & cristal-protei-
na y la g-exotoxina termostable. Recientemente ha sido descrita la -
produccién de hemolisinas por B. thuringiensis (Pendleton et al.,1973).

De estos productos tdxicos s6lo han sido estudiados con deta-
lle y probado su toxicidad experimentalmente la & -endotoxina y la B -
-exotoxina por lo cual se les va a dedicar una especial atencibn en -
las paginas siguientes. Sobre estas dos toxinas se han realizado ex--
haustivas revisiones bibliograficas (Rogoff, 1966; Heimpel, 1967; No-
rris, 1971; Cooksey, 1971; Bond et al., 1971); en ellas se describe la
biosintesis, caracteristicas fisicoquimicas, bioquimica y modo de ac-
cidn de g ~exotoxina y d-endotoxina. A estas obras se remite al lector
interesado en profundizar sobre el tema que, seguidamente, va a ser -

resumido en sus aspectos mds destacados.

Cristal-Proteina o d~endotoxina.

Los primeros estudios al microscopio electrdnico llevados a ca
bo por Hannay y Fitz-James (1955) sobre la inclusién proteinica de B.
thurningiensis pusieron de manifiesto que era un cristal bipiramidal -
regular con la superficie surcada por estrias paralelas a la base pla
na; seglin Holmes y Monro (1965), que usaron métodos de difraccidn de
rayos X, demostraron que el cristal, estd formado por unidades tetra-

gonales cada una de las cuales contiene ocho subunidades asimétricas.

Los cristales son de naturaleza proteica, segin Hannay y Fitz-

James (1955) no contienen dcidos nucléicos y de acuerdo con Holmes y
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‘Monro (1965), tienen un 0,5% de hidratos de carbono. La constitucién
elemental ha sido establecida recientemente por Faust et al. (1973),
mediante anadlisis espectrografico, Los cristales se forman dentro de
la célula vegetativa en una determinada fase del proceso de esporula-
cién. Monro, 1965, ha demostrado, usando isdtopos, que los cristales
se forman a partir de aminodcidos derivados de la ruptura de las pro-
teinas de la célula vegetativa, y que sus antigenos son diferentes de
los de la célula vegetativa, apareciendo simultaneamente con el cris-
tal.

El sincronismo en la sintesis del cristal y de la espora pue-
de ser alterado por las condiciones del cultivo. As{ Smirnoff (1963b)
demostrd que el cultivo incubado a baja temperatura inhibe la esporu-
lacién sin afectar a la formacién del cristal; también la adicidn de
urea y extractos foliares de varias especies de plantas al medio de -
cultivo, inhibe la sintesis del cristal (Smirnoff, 1963c, 1965). Los
rayos ultravioleta, inactivan las esporas de B. thuningiensis (Cant--
well y Franklin, 1966), pero la toxicidad de los cristales no se alte
ra después de 120 minutos de exposicidn a dichas radiaciones (Cantwell
1967). En las condiciones normales, la formacidn del cristal es cons-
tante ya que algunas especies han sido cultivadas durante 50 afios en
medios artificiales y no han perdjdo la capacidad de formacién del -

cristal.

Los cristales son insolubles en agua, dcido clorhfdrico, &cido
sulfdrico y disolventes organicos usuales, sin embargo se disuelven en
soluciones alcalinas y en el jugo intestinal (alcalino) de las larvas
de Lepidbptencs susceptibles (Hannay, 1953, Angus 1956 a, b).

Muchas larvas de Lepddéptercs son susceptibles a algunas espe
cies de B, thuninglensis, pero entre los serotipos e incluso dentro -
del mismo serotipo, hay una variacién considerable de la toxicidad pa

ra las especies huespedes. No hay una relacién constante entre las es
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pecies bacterianas y la relacién sistemdtica de insectos (Carlberg -
1973), por ello para el uso practico de B. thuuingiensis como insecti
cida microbiano, es necesario definir su espectro especifico ¢ la sus

ceptibilidad de los insectos huéspedes.

El modo de accidén del cristal-proteina ha sido muy bien estu-
diado. Heimpel y Angus (1959) observaron por rayos X, la marcha segui
da por una mezcla de SOABa y cristales de B. thuringdlensis que habfan
sido administrados por ingestidn a larvas de Lepd{dfpteros suscepti-=--
bles. El primer sintoma de accidn de la d-endotoxina es el cese en la
alimentacién de las larvas de Lep{dfpterncs; posteriormente ocurre una
pardlisis intestinal y las larvas mueren entre los 2 y 4 dfas, sin pa
ralisis externa aparente, siendo el hambre y la septicemia los causan
tes de la muerte. Angus (1968) mostré que el efecto de la toxina del
cristal es semejante a la valinomicina, un antibidtico que afecta la
permeabilidad de las finas membranas lipidicas. Posteriormente (Liithy,
1973) propone la autodigestién del epitelio intestinal de las larvas
como posible explicacién del mecanismo de accién de la endotoxina. -
Sin embargo, la sintomatologia y mecanismo de accidén del gristal de -
B. thwuingtensis sigue en litigio en algunos de sus puntos de actua--
cién (Smirnoff, 1974).

Heimpel y Angus (1958) demostraron que el cristal-proteina te
nfa que estar disuelto para ejercer su accién y. de hecho, la mayor -
parte de los huéspedes susceptibles tienen un elevado pH en el intes-
tino; esto les llevd a pensar que el gristal serfa una protoxina, sien
do la verdadera fraccidén téxica una subunidad de la proteina total. -
En efecto,ha sido demostrado que la disolucién inicial del cristal, -
para dar lugar a la protoxina, es llevada a cabo por componentes no -
enzimdticos del jugo intestinal; posteriormente, los enzimas proteoll
ticos dan lugar a la verdadera toxina, una fraccion peptidica con un
peso molecular entre 500 y 10000 (Fast vy Angus, 1970).

Las caracterTsticas definitivas del! proceso de disolucién han
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sido establecidas recientemente por Fast y Videnova (1974), bero pre .
viamente Pendleton (1973) habfa caracterizado de una manera concluyen
te la protoxina y una toxina activada de B. thutingiensis var. entomo
eldus .

e-exotoxina.

Los trabajos realizados por varios investigadores con el fin
de estudiar el modo de accidn del cristal-proteina de B. thuringlen--
244, condujeron al descubrimiento de otros materiales téxicos en cul-

tivos 1Tquidos que fueron llamados exotoxinas solubles en agua.

La @-exotoxina, es uno de dichos materiales,que se caracteri-
za por su termostabilidad. La produccidn de la F-Exotoxina es indepen
diente de la formacion de la espora y del cristal porque ciertos mu-
tantes de serotipos no cristaliferos ni esporulados, producen igual--

mente dicha sustancia.

La actividad de la @-exotoxina, no es afectada por la tempera
tura del autoclave (120°C, 15mn) lo cual no sucede con la proteina- -
-cristal; ademds los huéspedes susceptibles no son los mismos ni los

sintomas producidos.

La purificacion de la e-exotoxina fué realizada en primer lu-
gar por De Barjac y Dedonder (1965) que aislaron un nucledtido, el -

cual por hidrolisis liberaba adenina, ribosa y restos de fosfato.

E] método de purificacién seguido por estos investigadores -

consta de tres partes:

1. Precipitacidn con sales de mercurio.

2. Absorcidn con carbén vegetal y separacidn por cromatograffa usan
do como eluyente solucién de etanol al 50 % (De Barjac y Dedon-
der, 1965).y solucién . dé etana} anon jacal (De Barjac y Dedonder,

1968). Otros investigadores han seguido el mismo proceso -
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(Carlberg, 1973), variando las sales usadas en la precipitacién y el

eluyente en la cromatografia.

Benz (1966) describe un proceso de purificacién distinto: Se-
para por centrifugacién, las células del cultivo y el sobrenadante lo
concentra a la décima parte de su volumen. Por adicidn del alcohol a
una concentracién final del 90% precipita la fraccidn toxica, disuelve
el precipitado en agua y lo purifica por cromatoarafia o columnas de

fraccionamiento.

Empleando distintos métodos de purificacidn y variedades dis-
tintas de B, thuuingiensis, las propiedades fisicas y quimicas de las
toxinas aisladas, son coincidentes (Bond et al., 1971). El espectro -
de absorcién al ultravioleta de Ha@-exotoxina presenta un maximo de
absorcién a 258-260 nm y un minimo a 230-240 nm (De Barjac y Dedonder,
1965; Benz, 1966). El peso molecular estd comprendido entre 707 y 795
segln los estudios de De Barjac y Dedonder (1968).

Sebesta et al. (1967) demostraron que la toxina puede ser hi-
drolizada con &cidos pero es resistente a los alcalis, lo cual estd -

de acuerdo con su naturaleza de: nucleotido.

La determinacién de la produccidn cuantitativa de dicha sustan
cia ha sido realizada mediante bioensayos utilizando gran ndmero de -

huéspedes susceptibles (Carlberg, 1973).

E1 modo de accidn de la @-exotoxina ha sido ampliamente estu-

diado por numerosos autores (ver revisién de Burges y Hussey, 1971)
los cuales han demostrado que la @—exotoxina inhibe la sintesis de -
ARN-pol imerasa, dependiente de ADN en los organismos susceptibles, -
Sin embargo, posteriormente Kim et al. (1972) demostraron que la -
~exotoxina también inhibfa la sintesis de ADN en larvas de insectos -
"in vivo''; aunque utilizando l1Tneas celulares "in vitro' no se apre=~-

ciaba inhibicidn de la sTntesis de ADN.
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En un estudio preliminar sobre la toxicidad de @-exotoxina -
para las células de animales superiores, Thelestam (1972) utilizé fi-
broblastos de pulmén de embridn humano. Encontrd que la exotoxina, -
prepurificada por extraccién con etanol, carecia de efecto citotéxico,
pero empleando el medio de crecimiento libre de células de B. thuwun-
gLensis serotipo 1 (tipo Berliner de De Barjac y Bonnefoi, 1962), se
inhibia la sintesis de ADN. Ello conduce a pensar que la exotoxina pu
rificada no representa toda la sustancia termostable del medio de cul

tivo.

En virtud de los posibles efectos citotéxicos para animales -
superiores, Carlberg (1973) investiga tal circunstancia, en los dis-~
tintos tipos de B. thuningiensis, frente Sarcina glava, larvas de mos
ca doméstica, ratén y células humanas, asi como pruebas alérgicas en

cobaya.

Las conclusiones generales a las que llega dicho autor son -
las siguientes: sélo algunos tipos de B. thutinglensis producen @ -exo
toxina. Tanto las larvas de mosca doméstica como Sarcina glava son -
sensibles a 1a accion de la toxina termostable. Los ensayos de toxici
dad y alergia de B. fthuwinglensis indican, que las preparaciones co--
merciales de serotipos productores de exotoxina pueden ser utilizados
sin que produzcan sintomas de alergia dérmica ni toxicidad en anima--

les de sangre caliente.

Sin embargo, el medio de cultivo de los tipos de B. thu&éngieﬂ
444 fuertes productores de exotoxina inhibfa la sintesis de ADN en cé
lulas humanas. Aunque la concentracién que emplea Carlberg (1973) es-
td muy por encima de la utilizada en la practica, es necesario consi-
derar, dice el autor, la posibilidad de ciertos efectos mutagénicos.-
La exotoxina purificada no demostrd accién sobre la sintesis de ADN -

en células humanas.

No obstante, el mecanismo de accidén exacto de la toxina termos
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table sobre larvas de insectos no estd definitivamente dilucidado -
(Carlberg, 1973).

La aplicacidn practica del B. thuringiensis ha sido exhausti-
vamente tratada en varias revisiones como las de Angus (1965), Rogoff
(1966), Heimpel (1967) y Burges y Hussey (1971). En dichos trabajos -
se cita que han sido empleadas diversas preparaciones comerciales con
tra plagas producidas por gran nimero de insectos. Sin embargo, una -
importante plaga de la regidn mediterrdnea no ha sido investigada en
ninguno de los trabajos antes mencionados y a ellas se dirige el pre~
sente estudio. Este estudio se refiere a una plaga del olivo cuyo agen
te causal es el Prays oleae BERN., lepidéptero conocido como ''la poli
ITa del olivo''. De la aplicacién del B. thwiinglensis como Lnsectici-
da mi{crobiano contra esta plaga, s6lo tenemos conocimiento de los tra
bajos de Yamvrjas en Grecia, que se citan posteriormente, pues previja
mente se van a describir las caracterTsticas y ciclo evolutivo de -
Prays oleae BERN., lo cual serd de gran utilidad para conocer los pun

tos propicios para su control mediante bacterias cristaliferas.

Caracteristicas de Prays ofeae BERN. como plaga del olivar.

Prays ofeae BERN. (LepidSptero Hyponomeutidae) constituye una
de las plagas mas importantes del olivo, cuyo interés econdmico es de
gran trascendencia. Actualmente el insecto estd extendido por toda el
area del cultivo del olivo en la cuenca mediterrdnea, habiéndose sefia
lado igualmente como nocivo en Crimea, Egipto e incluso en’el Norte -

del 1ran.

El insecto, aunque monéfago, sobre especies de Oledceas (es -

decir de los géneros OLea, Jazminum, Ligustrum y Phillyrea) se puede
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encontrar también sobre especies dei género Anemone (Ranunculaceas) -
Balachowsky (1966).

La biologTa de Prays ofeae BERN. ha sido objeto de numerosos
e importantes trabajos en la Cuenca Mediterranea, sobre todo en lta--
lia, Grecia, Africa del Norte y Espafia, donde los dafios causados por
este insecto son considerables y en muchos casos mayores que los de -
la mosca del olivo (Dacus oleae GMEL). Entre las contribuciones més -
destacadas se pueden citar las de Silvestri (1908, 1942) y ‘Melis --
(1945, 1946, 1948 y 1949) en lItalia, Ruiz Castro (1948) y posterior--
mente Ramos (1974) en Espafia, Pelekasis (1962) en Grecia y Sacantanis
y Arambourg (1964) en Africa del Norte (Tunez y Marruecos), Mechelany
(1971) en el Libano.

Sus dafios a la produccién olefcola son particularmente acusa-
dos en estos momentos en los paises del Oriente Préximo y Medio (L7ba
no, Siria, Turquia) en Grecia y Norte de Africa (Tunez, Argelia, Ma--

rruecos) en Francia Meridional, ltalia y en Espafia.

Morfologia.

Huevo.- De contarno algo ovalado, con un diadmetro maximo de -
0,5 mm. Color blanquecino recien depuesto, con el corion finamente re
ticulado. De color amarillento cuando estd en incubacién (pudiendo ver
se a veces el embridn) y rojizo oscuro debido a la presencia de excre

mentos de la larva neonata, cuando ha eclosionado.

Larva.- La larva adulta tiene el cuerpo subcilindrico de colar
avellana; la parte posterior de la cabeza de color negro; la parte -
submediana del pronoto con dos manchas negras mas o menos extendidas;

las partes sublaterales del dorso con dos franjas oliviceas o verdes
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oscuras y dos franjas laterales de color pajizo o avellana palido.

En la larva filéfaga las dos manchas del pronoto ocupan casi
toda la porcién dorsal. Las larvas antdfagas (ver ciclo evolutivo) -
presentan un color algo menos intenso que las filéfagas, la cabeza -
amarillenta cuando han mudado, y las dos manchas negras del pronoto -
poco extendidas. Algunos ejemplares se presentan de color avellana ca

si uniforme con las franjas verdosas del dorso muy péalidas.

Cabeza y cuerpo con sedas cortas y largas, delgadas, alternan
do entredlas. Antenas muy cortas, de tres artejos, ojos laterales vy
compuestos cada uno de ellos por seis ocelos poco” distantes entre sf.
MandTbulas robustas. Patas toracicas cortas y con pocas sedas; ufia -
terminal bastante larga y robusta. Falsas patas abdominales (en los -
segmentos 3% al 62) cortisimas y con una serie casi concéntrica de -

ufiitas.

Longitud de la larva a término de su desarrollo, 7-8 mm. vy an

chura 1,5 mm.

Crisdlida.- Longitud de 5,5 - 6 mm, color marrén con algunas
sedas sobre el 102 urito y segmento anal. Cubierta o no por un capu--
11lo sedoso, bastante transparente, de color blanco y unido al soporte

por sus dos extremidades.

Con bastante exactjtud se ha podido determinar en el laborato
rio el sexo del futuro adulto, mediante observaciones al binocular de

las crisalidas.

Adulto.- Microlepidoptero de doce a catorce mm de envergadura

alar y longitud con alas plegadas de 6 a 6,5 mm.

Las alas anteriores son grises plateadas, con algunas escamas

m&s oscuras y una franja de sedas finas y largas en sus bordes apica-

les.

Las alas posteriores son uniformemente de color gris plateado
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con sus bordes posteriores provistos de una franja de sedas que van -

disminuyendo en longitud desde la base al 3pice.

El cuerpo es de color gris; se puede hacer facilmente la dife
renciacion sexual con ejemplares vivos, mediante observaciones de la

extremidad abdominal (genitalia).

Ciclo evolutivo y dafios.

El ciclo evolutivo de Prays ofeae BERN. comprende tres genera
ciones anuales en la Cuenca Mediterranea y cada una de ellas evolucio

na sobre un 6rgano distinto del olivo.

En la zona de Granada los adultos de las tres generaciones, -
emergen en Abril-Mayo, Junio-Julio y Septiembre-Octubre respectivamen
te (Ramos y Azcén, 1972). Las larvas de la generacidn antéfaga atacan
a los botones florales y flores abiertas (de Mayo a Junio). Las larvas
de la generacidn carpbfaga evolucionan en el interior de los frutos -
desde su formacidén (Junio-Julio) y durante el curso de su evolucidn -
(hasta Octubre-Noviembre). La generacidn §ifdfaga cuyas larvas se ali
mentan del parénquima foliar, presenta un desarrollio mas lento, sobre
todo en sus primeros estadios larvarios (Octubre -Noviembre a Abril -

Mayo) .

Sin embargo, esta regla no es de rigor absoluto pues puede va
riar en ciertos casos con las condiciones climadticas o fenoldgicas, -
pudiéndose retardar o acelerar una u otra generacién. Si las larvas -
anto6fagas o carpbéfagas no tienen a su disposicién botones florales o
frutos, se desarrollan en las hojas, de manera idéntica a las larvas
filofagas. Los dafios de la generacidn fildéfaga no suelen ser muy gra-
ves; la generacidon antdfaga produce dafios mayores, pudiendo alcanzar

a veces del 90 al 95% de los brotes florales (Arambourg, 1964). Sacan

32

°



tanis (1955) estima que una sola larva de Prays oleae, puede devorar

sucesivamente los 6rganos reproductores de 20 botones florales. Los -
dafios originados por la generacidn carpSfaga siempre son los mas im--
portantes; aunque se suele atribuir a menudo la caida precoz del fru-
to a causas fisioldgicas, de hecho en la mayor parte de los casos, es
te fendmeno es debido a la entrada en el fruto de la larva carpdfaga

neonata. Posteriormente a su penetracién en el fruto joven (Junio-Ju-
lio) la larva se situa entre la almendra todavia Ifquida y el hueso;

durante su alimentacién llega a seccionar los conductos fibroso-vascu
lares que unen el pedinculo al hueso y entonces al cesar la alimenta-
cion de la aceituna, ésta cae al suelo. Esta primera cafda del fruto,
a veces masiva, tiene lugar poco después de la fructificacién, cuando
el fruto ha alcanzado el tamafio de un grano de pimienta aproximadamen
te. A medida que la almendra se solidifica y endurece, la larva se -
instala al17 (Agosto), la caida disminuye entonces de intensidad has-
ta llegar a ser practicamente nula en dicho mes. AsT permanece hasta

que la larva alcanza su desarrollo completo y abandona el fruto para

transformarse en crisdlida; en este momento se verifica una segunda -

calda [mportante durante los meses de Septiembre-Octubre.

Los adultos aparecen al poco tiempo y los acoplamientos tie--
nen lugar durante la noche o en la madrugada; las puestas comienzan a
los pocos dias después del acoplamiento, si las condiciones de tempe-

ratura son favorables,

Las hembras carpéfagas deponen los huevos sobre las hojas y -
la incubacidn dura desde 20 a 60 dfas (seglin la fecha de oviposicién);
después de su eclosién la larva penetra directamente en la hoja por -
un orificio que perfora bajo el corion y excava una galerfa en el pa-
rénquima foliar, cuya forma y dimensiones son caracteristicas de cada

uno de los cuatro primeros estadios larvarios:

fer. estadio larvario: la galeria es filiforme, en forma de -
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lTetra S, de 20 a 25 mm de longitud y 0,2 mm de anchura.

[+]

= estadio larvario: origina una galeria pequefia circular en

forma de letra 0 & C, de aproximadamente 3 mm de didmetro.

3er.estadio larvario: la galerfa es redondeada, mids o menos =

regular de unos 3 mm de didmetro.

Q

2 estadio larvario: galerTa de contorno rectangular u oval -
irregular de 6 8 7 mm de longitud y 3-4 mm de anchura, con rotura de

la epidermis del envés de la hoja.

Al final de cada estadio, la larva sale de la galerfa por un
orificio situado sobre el envés de la hoja y penetra en otra hoja por
un orificio situado en la misma cara; por este orificio de entrada -
ella expulsa sus excrementos, los cuales se aglutinan con algunos hi-
los de seda. Cuando ha alcanzado el 52 estadio, empieza a devorar el
envés de las hojas o se coloca sobre las yemas y brotes apicales, los
cuales devora y después empieza a tejer el capullo, crisalidando en-~

tre las hojas o en la corteza del tronco y ramas gruesas del arbol.

Las larvas de la generacion fil6faga, representan la forma in
vernante del patdgeno; su evolucidn es lenta pues la crisalidacion co

mienza en general a finales de marzo o durante abril.

Una vez establécidas las caracteristicas bioldgicas de Prays
oleae, diremos que asT %omo la lucha para controlar dicha plaga ha des
plegado el uso de un exhaustivo nimero de productos quimicos y otros
métodos cldsicos ensayados habitualmente contra insectos fitopatdgenos,

los métodos microbioldgicos apenas han sido empleados.

S6lo tenemos referencias bibliogrificas de los trabajos de -
Yamvrias (1964, 1967, 1972) en los que dicho autor estudia las posibi

lidades de aplicacién de preparados comerciales a base de B. thwuin--
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giensis para el control de Prays ¢leae y sus efectos nocivos en el -

olivar.

Los estudios realizados por el mencionado investigador griego,
pueden ser resumidos de la siguiente manera: Yamvrias utilizd para el
tratamiento, preparaciones comerciales del tipo Thuricide 90 TS, Di--
pel, Bactospeine y Biotrol. Los ensayos los realizd en la generacion
ant6faga, pues dadas las caracteristicas de esta generacidn del insec
to, es la mis propicia para el tratamiento. La aplicacidn la efectud
cuando los olivos estaban en plena floracién (40-45% de flor abierta)
y utilizando estos productos a dosis adecuadas y previamente estudia-
das por el autor, obtuvo unos resultados del orden del 74% de mortali

dad a los ocho dias después del tratamiento.

Como puede apreciarse el empleo de B. thuuingiensis frente a
Prays oleae se encuentra en una primera fase de estudio, por ello de-
cidimos realizar la presente investigacidén cuyo OBJETD fué propuesto
anteriormente. Nunca habfa sido descrito el aislamiento de B, thurin-
giensis en larvas muertas de Prays oleae. Aparte de la importancia -
tedrica del hecho, estd la importancia practica de aplicar B. thuiin-
giensis, aislado en el mismo biotopo en que va a ser usado como £hsec
icdda micrnobiano, con las implicaciones ecolégicas que ello supondria.
Para ello, se propone un Plan de trabajo mediante el cual se espera =
lograr un importante paso en estos estudios, los primeros que se rea-
lizan en Espafia sobre el empleo de bacilos cristaliferos entomopatdge

nos como Lmnsectricidas michobianos, frente a Prays oleae.
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Adendum a la Introduccién

Cuando se imprimia esta Memoria Doctoral, se ha recibido una
separata de un trabajo cientifico de Santiago-Alvarez, Arroyo Varela
y Alfaro Garcia (1974) (ReQ.Soc. Hisp. Lu. Am. Lep. "“SHILAP", 5, 7h4-
82) sobre aislamiento en Espafia de B. thurningdensis en larvas enfer--
mas de los Lepidépteros: Plusia chaleites (Esp.) Ephestia Kuehnella -

Zeil. y Euprnoctis chnysormrhea L.

El espiritu de tal trabajo es similar al que animb el estudio

que presentamos: Aislamiento de B. thurningiensis autdctonos.

Aprovechamos este Adendum a la Introduccidn para citar a tres
investigadores espafioles que estudian las posibilidades del control -
de plagas mediante el uso de preparados comerciales de B. thuringien-

A'(,A &
Martinez Mata y Ruano (1961). An. iInst. Farm.Esp. 9-10, 35-48.

Ruperez (1973). 1V Congreso Nacional de Microbiologia. Grana-

da. Sec. 8, n% 7.

No obstante, ninguno de los trabajos citados versa sobre el -

control de Prays oleae.
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MATERIAL Y METODOS

1. AISLAMIENTO DE BACILLUS EN LARVAS MUERTAS DE PRAYS OLEAE,

1.1. Toma de muestras y obtencidén de triturados de larvas muertas.

El material de partida consistié en larvas muertas de distin-
tas edades, de las tres generaciones anuales de Prays ofeae, fildfaga,
antéfaga y carpéfaga.

La toma de muestras se llevé a cabo en las zonas que se expo-
nen en la Tabla I. |

Las épocas de muestreo, se resumen en el grafico |, en el que
también se incluyen los datos climaticos de temperatyras maxima y mT-

nima (T8, °C), humedad relativa (H.R.) y pluviosidad (Pluv.) a lo lar
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Tabla |
LOCALIDADES EN QUE SE EFECTUARON LOS MUESTREOS Y NUMERGC DE LARVAS -

MUERTAS ESTUDIADAS.

N2 de larvas muertas por generacidn

1972 1973

LOCAL I DADES F A C F A C Total
Albolote (Granada) 140 100 22 190 65 15 532
Alfacar ( ™ ) 130 95 - 60 20 - 305
Deifontes( " ) 85 60 10 50 30 10 245
Iznalloz (" ) 60 20 8 20 25 6 139
Huetor Vega( " ) 35 12 - 30 10 - 87
Bailén (Jaén) 20 - - - - - 20
Arjona (' ) 35 12 10 - . . 57
Vilianueva de la
Reina (Jaén) 17 - - 15 - - 32
Martin de la
Jara (Sevilla) 15 - - - - - 15
Antequera (Malaga) 120 50 25 65 36 - 296

Total 657 349 75 430 186 31 1728

F = Generacidn Fildfaga.
A= " Antéfaga.
C = " Carp6faga.
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go del afo.

Todas las muestras tomadas se trasladaron al laboratorio, en
bolsas de plastico adecuadas, conservandose en frigorifico a 4-5°C -
las que no fueron utilizadas inmediatamente.

En el caso de la generacidn fil6faga, el muestreo en el campo
se realizd buscando las hojas que denotaban la posible existencia de
larvas en su interior y la presencia o no de excrementos alrededor del
orificio de entrada en la galerfa, lo cual hacia suponer la mayor o -
menor actividad e incluso la muerte de la larva. Para la extraccidn -
de las larvas se fué abriendo la galeria con extremo cuidado de no to
car la larva, extrayéndolas y conservdndolas en placas de Petri esté-
riles.

Como es sabido, en la generacidn antéfaga las larvas, desde
la eclosién del huevo y durante los primeros estadios, permanecen den
tro del botdon floral, lo cual se manifiesta al exterior por un cambio
de color blanco a amarillento o rojizo, pero no se suelen observar -
los excrementos que demuestran la actividad alimenticia de la larva;
en este caso, el muestreo se hizo sistemdticamente de los botones flo
rales que presentaban el caracteristico aspecto de ataque. En el tabo
ratorio se procedidé a buscar las larvas muertas, con ayuda del binocy
lar, y abriendo el botén floral con aguja enmangada. En los dGltimos -
estadios de la vida de las larvas antd6fagas, estas salen al exterior
de los botones florales y completan las Gltimas etapas del ciclo deambu

lando de un botdn a otro y tejiendo hilos alrededor de las inflorescen
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cias; en este caso, el muestreo se realizd eligiendo aquellas inflores

cencias en las que se observaban larvas muertas junto a los botones.

En el caso de larvas de la generacidn carpéfaga, una vez eclo
sionado el huevo, penetran en el interior del fruto, donde empiezan a
excavar la galerfa y al llegar a la almendra, esperan hasta que ésta
se empieza a endurecer y entonces penetran en ella, permaneciendo alli
hasta completar casi totalmente su ciclo, ya que sGlo al llegar a 52
edad excavan la galeria de salida para crisalidar rapidamente en el -
exterior y convertirse en adulto. Externamente, el fruto no presenta
ningln aspecto caracteristico que denote el ataque por las larvas de
Prays oleae por lo que el muestreo en este caso, fué al azar y en el
laboratorio se fueran seleccionando por observacidon en los frutos del
orificio de entrada de la larva al eclosionar del huevo, el cual gene
ralmente estd situado alrededor del pedlinculo. Los frutos selecciona-
dos, se fueron cortando en capas muy finas desde el pedinculo, con un
estilete a fin de ir siguiendo la galeria practicada por la larva; -
una vez llegado a la almendra, se separa ésta y se va abriendo con el
estilete y con extrema precaucién, ya que la larva cuando llega a la
almendra ocupa casi todo su interior. Asi se fueron seleccionando lar
vas muertas de esta generacion.

Una vez obtenidas las larvas muertas, en el laboratorio fueron
recogidas en placa de Petri estériles y se procedié a obtener un homo

geneizado total de ellas; para lo cual se machacaron, en grupos de 10
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de idéntica procedencia, en un mortero de vidrio con unos 5 ml de cal
do comiin y una pequefia cantidad de arena estéril para ayudar a la tri
turacion.

Todo el material se sometid previamente a la accién de los ra
yos ultravioleta durante 15 minutos, y la trituracién se realizd des-
pués en campana de rayos ultravioleta que, aunque desconectada 16gica

mente de la red eléctrica, conservaba un ambiente estéril.

1.2. Aislamiento selectivo de Baciflus. Técnica y medios de culti-

vo utilizados.

Una vez obtenida la suspensidn de larvas muertas, se calentd
a 75°C durante 30 minutos, con objeto de seleccionar bacilos esporuli
dos pertenecientes al género Baciflus. (Ver DISCUSION).

Esta suspensidén se sembrd en placa con agar comin, cultivando
se durante 48 horas a 28°C.

De las colonias con diferencias morfoldgicas distinguibles, -
se realizé una tincién de esporas para confirmar la presencia de Bacd
LLus .

Para la observacidn de las esporas, se empled el método de tin
cién propuesto por Shaeffer-Fulton (1933).

El procedimiento seguido fué:

1) Se cubre la extensién con solucidn acuosa al 5% de verde mala--

quita y se calienta durante un minuto a emisidn de vapores.
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2) Se lava con agua corriente.
3) Se contrasta con solucidn acuosa de safranina al 0,5% durante -
30 segundos.
L) Por Gitimo, se lava, seca y observa.
Los cuerpos bacferfanos se tifien de rojo y las esporas de co-

lor verde.

2. IDENTIFICACION DE BACTERIAS ESPORULADAS AISLADAS Y SELECCION DE RA

ZAS CRISTALIFERAS.

2.1. Pruebas bioquimicas de identificacidén hasta nivel de grupo B.

ceneus.

Para la identificacion de los microorganismos ajslados, se si
guid el método de Wolf y Barker (Gibbs y Shapton, 1968) que los clasi
fica en tres grupos dentro del género Bac{flus, segiin el tipo de espo
ra bval ovesférica) y segilin el esporangio aparezca o no hinchado.

En el Grupo | se encuadra B. cereuws y variedades, al que per-
tenecen los bacilos cristaliferos, objeto principal del presente tra-
bajo. El hecho de considerar, o no, B. cereus y B. thuwiinglensdis, se
discute en el capftulo correspondiente. En el Cuadro | se expone la

clave sistemdtica de identificacién hasta llegar a B. cereus:
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_Cuadro 1

ESPORAS OVALES 0 CILINDRiCAS Y ESPORANGIO NO HINCHADO. PARED DELGADA: GRUPO I

No crece a 60°; pH = 6

!

Crece a 60°; pH = 6

B. coagulans

No crecen en caldo glucosado
en condiciones anaerobias.

Crecimiento en caldo glucosado
en condiciones anaerobias.

Lecit?ﬁasa (-) Leciténasa (+)

Células pequefias (<0,9u) Células anchas (>0,9)
No vacuolados Vacuolados

B. Lichendgoamdis B. cereus y var.

No producen acidos en medio
con sales, amonio y glucosa.
Accidn tard7a de la glucosa.

Produccion de acidos en medio
con sales, amonio y glucosa.
Accién no inhibidora de la glucosa.

vep (-) ‘ yp (+)

Células grandes {(>0,9%u) Células pequehas (<0,9u)
Vacuolados No vacuolados
B. megaterium B. subtilis y var.

Ureasa (+)
Hidrdlisis de la casefna (-)

B. Lentus

Ureaga (-)
Hidrélisis de la casefna (+)
B. finmus




Las técnicas empleadas fueron las siguientes:
2.1.1. Crecimiento a 60°C a pH = 6:

Se utilizé como medio de cultivo, caldo comin y se incu
bé a 60°C durante 48 horas.

2.1.2. Crecimiento en caldo glucosado y condiéiones anaerobias:

Se incubd en campana de Brewer a 28°C durante 48 horas,

2.1.3. Produccidn de lecitinasa:

Se observd, empleando como medio de cultivo agar comin
y emulsidén de yema de huevo.

Para la preparacién de la emulsién de la yema de huevo,
se siguidé la técnica descrita por Harrigan y McCance (1966), operdndo
se de la siguiente manera: En primer lugar, se afiade asépticamente una
yema de huevo a una solucidn acuosa de cloruro sédico al 1% (250 ml de
solucién). Para extraer una yema de huevo asépticamente, se lava éste
externamente con detergente y alcohol y posteriormente se le practica
un orificio pequefo en uno de sus extremos, por el que se extrae la -
clara. Después de agrandado el ofificio, se vierte la yema en el ma--
traz que contiene la solucién estéril de cloruro sddico en agua. To--
das estas operaciones se realizan en el halo del mechero 1o que permi
te que la esterilidad lograda por esta técnica sea notoria. La emul--
sidén se deja toda la noche en el frigorifico para que sedimenten los
tejidos epiteliales de la yema; y para su empleo, se mezclan 10 ml de

sobrenadante por cada 90 ml de medio fundido y enfriado a 50°C.
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Con estas pruebas se llega al grupo B. cereus y var. Sin embar
go, como han sido descritos tipos de B. thwungiensis no productores
de lecitinasa, con todos los bacilos esporulados en identificacion -
productores o no de iecitinasa, se realizd también una tincion especi
fica,que se describe a continuacién, para observar la presencia de -

cuerpos parasporales.

2.2. Tincidn especifica de cuerpos parasporales.

Se realizd siguiendo el método de Smirnoff (1962), que utiliza
los siguientes reactivos:

Reactivo A: Negro de amido 10 B, 1.5 mg disueltos en 50 partes
de metanol, 40 partes de agua destilada y 10 partes de acido acético.

Reactivo B: Solucidn acuosa de fuschina al 30%.

Método.- Se hace la extensidén sobre un porta y se fija al ca-
lor; se cubre la extensidn con reactivo A: durante 70 segundos. Des--
pués se lava con agua y se cubre con reactivb B, durante 20 segundos.
Finalmente se lava y seca sobre papel de filtro.

Esta tincidén permite diferenciar esporas, cristales y formas
vegetativas de los bacilos. Los cristales se observan de color azul -
oscuro casi negro, con su tipica forma romboidal, las esporas de color

rosa claro y las formas vegetativas de color rosa mas fuerte.
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3. DETERMINACION MEDIANTE PRUEBAS BiOQUIMICAS DE LOS TiPOS DE BACILOS

CRISTALIFEROS (B. thuringsensis) IDENTIFICADOS.

Para la clasificacién bioquimica de los distintos tipos de B, thu-
ningiensis, se ha seguido el criterio taxonémico de De Barjac y Bonne
foi (1962). De acuerdo con los citados autores, se han realizado unas
pruebas bioquimicas que son comunes a todos los tipos y otras diferen
ciales que permiten clasificarlos en seis grupos.

Morfoldgicamente son bacilos Gran positivos, aislados o en cadenas,
méviles por flagelos peritricos; forman una endospora oval, subtermi-
nal, al mismo tiempo que una inclusidn proteica conocida por el nom--
bre de cristal-proteina o cuerpo parasporal.

Las esporas y 1os cristales son liberados en el medio por lisis de
la céiula vegetativa y aparecen entonces separados unos de otros, sal
vo en el caso de la variedad §initimus de B. thuringlensts, donde la
espora y el c¢ristal permanecen unidos.

Las formas vegetativas j6venes (de un cultivo de 24 horas) miden -
de 3 a 6/M de longitud y de 0,8 a 1,3 s de ancho. Las esporas,de 0,8
a 0,9 mpor 1,6 a 2m; los cristales, de 0,4 a 0,8/n por 1 a I,Q/Lﬂ -
tas colonias de 24 horas sobre agar comlin, tienen aspecto rugoso y -
son planas, de contorno mids o menos regular, opacas y blanquecinas.

Las caracteristicas bioguimicas comunes a los distintos tipos de -
B. thuringiensis, son las siguientes:

3.1. Produccidén de Indoi:

Se l1levé a cabo la observacidn, sobre cultivos de 4 a 6 dfas
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en agua de peptona, mediante la adicion a los mismos de reactivo de -
Kovacs.

3.2. Prueba del Rojo de metilo:

Se realizd sobre cultivos de 4 a 5 dfas, en el medio RM-VP -
(Oxoid). Como indicador se utilizé una solucién al 0,04% de rojo de -
metilo.

3.3. Produccidbn de ureasa:

La hidrolisis de la urea se ensayd sobre el cultivo de 4 a 5
dias en el medio a base de urea-agar de Christensen (Harrigan y Mc -
Cance, 1969) con rojo fenol como indicador.

3.4, Utilizacién de citrato como dnica fuente de carbono:

Se ensayd sobre un cultivo de 2 a 7 dfas empleando el medio -
de Kosser (0Oxoid).

3.5. Fermentacidn de azlicares:

La capacidad fermentativa sobre diversos azlicares fue puesta
de manifiesto sobre cultivos de 1 a 10 dfas en un medio especial (De

Barjac y Bonnefoi, 1962),cuya composicién es la siguiente:

POhH(NHl‘)2 § 8 b Wi 8 w4 e B B ® 149

CIK ¢ &« & & o @« 5 s o % 5 @ & & ® s 0,2 g
SOuMg L ¢ IS
Extracto de levadura . . . . « . « . 0,2 g
AGET &« w 6 ¢ » 6 0 ¢ = w 8 » = = o ¢« L% G
Agua destilada . . . « - &« « « » o « 1,000 ml

Pirpura de bromocresol . . . . . . . 0,0025 %
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Los azlcares ensayados fueron los siguientes:
Glucosa, |
Maltosa y
Lactosa.

Estos azlcares se esterilizaron por filtracion y se afladieron
extemporéneahente al medio, de modo que la concentracidn final fuese
del 0,5%.

Para la clasificacién de los distintos tipos de B, thuwingien
445, se realizaron las pruebas bioquimicas diferenciales que se indi-
can en el Cuadro ii.

Las técnicas seguidas fueron las siguientes:

3.6. Produccién de acetil-metil-carbinol:

Se ensayd sobre cultivos de 2 a 7 dfas en el medio RM-VP (Oxoid).
Para poner de manifiesto ia presencia de acetil-metil-carbinol,
se adiciond a los cultivos 1 ml de solucidn de KOH al 16% en agua des

tilada y 1T ml dex-naftol al 6% en etanol.

3.7. Produccidn de lecitinasa:

Se realizdé seglin la técnica descrita anteriormente de Harrigan

y Mc Cance (1966).

3.8. Fermentacidn de salicina:

Se utilizdé el medio especial citado para la fermentacién de -

azlicares (De Barjac y Bonnefoi, 1962).
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0S

- Carbinol

- Metil

Acetil

Acetil=-Metil=Carbino}

Cuadro il.- DETERMINACiON BiOQUIMICA DE LOS TiP0S DE B. thwiingiensis.

—

Lecitinasa
+

Lecitinasa

Lecitinasa

Salicina
+

Salicina

Salicina
+

Salicina

L

Pigmento -

Sacarosa +

Pigmento

Sacarosa

Almidén +
Pigmento -
Sacarosa -

—

Pigmento -

Sacarosa +

S

|+

[+

Almidon +

cristal separado

Almidén ~

cristal unido
L

e

Almidén + Sacarosa -

Pigmento +

Almidén + Sacarosa +

Pigmento -

Almidén + Sacarosa -

Pigmento -

Grupo V

Grqu Vi

Velo +

—

Grupo | Tipo

g

Grupo 11 Tipo

S

Grqu .y

.
S

Grupo IV

Tipo galleriae

Tipo subtoxicus

Tipo entomocidus

periiner

finitimus

Tipo alesti

Tipo sotto

Tipo dendrotimus




3.9. Produccidn de pigmento:

Se realizd sobre cultivo de patata segin la técnica habitual.

3.10.Fermentacion de la sacarosa:

Se empled el mismo medio especial citado (De Barjac y Bonne--

foi, 1962).

3.11.Hidrolisis del almidén:

El ensayoc se hizo sobre cultivos de 10 gfas en medio de agar
comin con adicidén de 1% de almidén. El medio se repartid en placas -
(10 ml por placa) y la siembra se realizé en sectores de las placas,
tocando la superficie del medio con el hilo de platino. La lectura se
real izd inundando las placas de lugol, que forman una coloracidn azul-
violacea caracteristica, en las zonas donde el almidén no ha sido hi-

drolizado.

3.12.Produccidn de velo:

Se comprobd por observacidn periddica de los diferentes culti

vos en medio liquido.,

Los citados autores, De Barjac y Bonnefoi (1962) que han reali
zado también el estudio serolégico de los diferentes tipos de B. thu-
ringiensis, basado en la aglutinacién flagelar, indican que tal técni
ca antigénica, confirma la validez de las pruebas bioquimicas para la
clasificacién, por lo que se ha crefdo suficiente la clasificacién -

bioquimica.

51




4, ESTUDIO SOBRE PRODUCCION DE F-EXOTOXINA POR LAS RAZAS DE B. ihqug

giensLs AISLADAS.

L.1. Utilizacidn de un microorganismo sensible a la g-exotoxina.

Para el estudio de la produccidn de e—exotoxina por los distin
tos tipos de B. thuringiensis, Rosemberg et al. (1971) y Carlberg --
(1973), han realizado pruebas de toxicidad frente a larvas de mosca -
comin (Musca domestica), frente a diversos animales de laboratorio y
también un bioensayo frente a diversos microorganismos, algunos de -
ellos demostraron ser sensibles a la e-exotoxina.

Dichos autores, supusieron que los microorganismos serian sen
sibles a la e-exotoxina porque el mecanismo de accidn de esta sustan-
cia consiste en inhibir la sintesis de ARN-polimerasa, dependiente de
ADN que antes habTan apuntado Sebesta y Horska (1968) y Burges y Hus-
sey (1971).

Rosemberg et al. (1971) realizaron el bioensayo con varios mi
croorganismos, y obtuvieron una mayor sensibilidad a la Q-exotoxina,
usando Sarcina glava, (de acuerdo con Ramos-Cormenzana, 1974, las bac
terias del género Sarcina, si son aerobios, deben incluirse en el géne
ro Micrococcus. No obstante, por ser una cepa enviada como "Sarcina -~
tLava" por el Dr. Carlberg, se continla usando esta Gltima denominacidn
para evitar confusiones y contradicciones con la bibliograffa), por lo
que Carlberg en su trabajo posterior (1973), utiliza dnicamente este

microorganismo para la prueba. La técnica fue desarrollada por Rosem-
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berg et al. (1971) con @—exotoxina impura, extraida de cultivos de B.
thuringlensis y con e-exotoxina purificada por precipitacion fraccio-
nada por etanol, de acuerdo con el método de Benz (1966) obteniendo,-

en ambos casos, andlogos resultados frente a "Sarcina flava”.

4.1.1. Obtencidn de cultivos de B. thuringlensis para la_inves

tigacidn de @-exotoxina.

En el presente trabajo se ha seguido el método descrito por -
los autores antes mencionados y se ha utilizado el medio de Conner y
Hansen (1967 a, b) para la produccién de @-exotoxina por los distintos
tipos de B. thuringiensis, aislados de larvas muertas de Prays oleae;
sin embargo, se ha sustituido el citrato por glucosa, ya que se obser
va en este caso, un mayor nimero de células en el cultivo (Carlberg,
1973).

La composicion del medio es la siguiente:

POL’HK2 vaesoe 0,5 g C]zCa.7H20 ceswssssenssns 0,005 @
POLH K ~.t.v. 0,5 g PohH(NHh)NaaHzo ......... 0,15 g
SOhMgn7H20 .. 0,005 ¢ Glucosa sameEses i wewss 1 G
SOthOHZO ..» 0,003 g "Vitamin free Casamino
SOhFee7H20 .. 0,001 g acids' ceiiionnrananocans 1g
Agua destilada .cc..0o aso 100 ml
pH = 7

El medio fué esterilizado al autoclave a 120°C durante 20 mi-

nutos y la solucién de glucosa, por filtracion (Millipore) afadiéndola
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después asépticamente al medio.

El medio asi preparado, se repartid en matraces Erlenmeyer de
250 ml a razdn de 100 ml por matraz. Los matraces se inocularon con
cultivos de 24 horas de los diferentes tipos de B. thuwungiensis y se
incubaron a 28°C en agitacién. E1 tiempo de incubacidn para obtener -
la mdxima produccidn de e-exotoxina, se encontrd a las 24 horas, ya -
que la produccidn de d}cha exotoxina es independiente de la esporula-
cién y en este tiempo, la cantidad de glucosa afadida al medio, impi-

de que se desencadene el mencionado proceso.

Después de 24 horas de incubacidn, se centrifugaron los culti
vos a 4,000 r.p.m. durante 20 minutos y el sobrenadante se concentrd

en rotavapor a 40°C, a la décima parte de su volumen.

Los concentrados se esterilizaron al autoclave a 117°C, duran

te 20 minutos.

4.1.2. Bioensayo propiamente dicho:

Para la realizacién del bioensayo, se utilizé "Sarcina gLava"
como microorganismo sensible (Rosemberg et al., 1971) en cultivos de
24k horas en agar comin a 28°C. En las pruebas se emplearon placas de
Petri especiales para seguir 1a técnica de los pocillos.

El medio empleado para obtener masa de "Sarcina" fué el des--
crito en el trabajo de Rosemberg et al. (1971) que tiene la siguiente

composicidn:
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Peptona »i.oveernovascocesnansns 6@
Casitone «.nwennncooscnaaononsns L g
Extracto de levadura «.......... 3 g
I " CaArng «.rccconessasnes 1,5 g
Glacosa sssnaiivanneas smsnsssnew 1 @
AQAr «oceveonnacanns S LI
Agua destilada +.vcvonsvacansnos 1000 ml

pH = 6,5

4.1.2.1. Eleccidn de las condiciones Gptimas para el desa--

rrollo del bioensayo.

En primer lugar, se repartieron 10 ml de medio por placa y
una vez sélidos, se cubrieron con otros 5 ml de medio enfriados a 45°C
e inoculados con 0,2 ml de una suspensién del cultivo de 24 horas de
"Sarcina flava" .

Se siguid la técnica de los pocillos colocando cuatro en cada
placa. Con pipeta Pasteur estéril se llenaron los pocillos con el con
centrado de medio donde habfa cultivado B. thuwinglensis. Las placas
se incubaron a 28°C durante 24 horas, al cabo de las cuales el creci-
miento de "Sarcina glava' es suficiente y permite obtener halos de in-
hibicion de mayor didmetro que si se incuba durante 48 horas. Por lo
tanto, se eligieron como condiciones Optimas para esta prueba las si-
guientes: 24 horas de incubacidn a é8°C para la produccidn de g-exoto

xina por las razas de B. thuwvingtiensis en el medio de Conner y Hansen
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(1967) y 24 horas para el crecimiento de "Sarcina §lava" en el medio
antes descrito (Rosemberg et al.,1971).

Estas pruebas se realizaron con todos los microorganismos =~-
aislados e identificados en el presente trabajo y caracterizados como
B. thwuingiensis, procurando en todos los casos una normalizacidn ma-
xima de la técnica, a fin de obtener resultados comparativos de la ac
tividad de los mismos. No obstante, y con el objeto de evitar alguna
variacidon, se repitieron las pruebas utilizando placas de Kluener cuyas
dimensiones son 30,5 x 11,5 x 2 ¢m de profundidad. Se emplearon para
estas placas 70 ml del medio de crecimiento de "Sarcina", como soporte
y 30 ml para la capa superior inoculados con 1 ml de la suspension -
del cultivo de 24 horas de "Sarcina gLava". Asi se estudié conjunta--
mente la produccidn de e-exotoxina por las diferentes razas de B. thu

ningLensis aisladas.

L,1.3, Seleccidén de las razas cristaliferas mas activas.

Con esta técnica se seleccionaron aquellos microorganis
mos productores de cristales mids activos en cuanto a produccidén de -
@-exotoxina, midiendo el didmetro de los halos de inhibicién del cre
cimiento de "Sarcina glava".
Estas experiencias, se realizaron con los bacilos cristalife-
ros, como se ha indicado, y ademds con otras especies de Bac{flus no
cristaliferos, aislados también en larvas muertas de Prays oleae.

La técnica empleada para el estudio de la produccién de la -
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@-exotoxina en cultivos de Bacillus no cristaliferos, ha sido la mis

ma descrita para las especies de bacilos cristaliferos y los resulta-
dos igualmente expresados en mm de halo de inhibicién del crecimiento
de "Sarcina fLava”.

Igualmente, se han ensayado durante esta prueba otras especies
del género Bacillus, pertenecientes a la coleccion de microorganismos
de la Estacién Experimental del Zaidin y no relacionados en absoluto
con Prays oleae, con objeto de utilizar unos auténticos controles del
proceso. Como testigo positivo en todos los casos, se ha utilizado -
una raza de Bacillus thuringlensis var. berliner, obtenida a partir -

de un producto comercial (Thuricide).

L,2. Estudio de la sensibilidad de otros microorganismos diferen--

tes de "Sarcina 4lava", a la g -exotoxina, empleando las razas crista-
- T

1iferas mas activas.

Una vez seleccionadas las razas cristaliferas mds activas fren
te a "Sarncina glava', se ha realizado el bioensayo con las mismas -
técnicas descritas, pero probando la sensibilidad de otros microorga-
nismos distintos de "S. gfava". Se ha realizado la prueba con un baci
lo Gram positivo: Bacillus 4p.; un bacilo Gram negativo: Pseudomonas

reptilivora y un coco Gram positivo:Staphylococcus awreus.
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5. PRUEBAS DE TOXICIDAD EN INSECTARIO SOBRE LARVAS DE Prays ofeae DE

LOS BACILOS CRISTALIFEROS TIPADOS.

5.1. Obtencién de cultivos de B. thuringiensis (aislados especial-

mente para esta Tesis).

5.1.1. Obtencién de cultivos de B. thwuingiensis, con maxima

cosecha de esporas y cuerpos parasporales.

Para la obtencidén de maxima cosecha de esporas y cristales, a
partir de los cultivos de B. thutingiensis se ha seguido el método -
descrito por Dubois (1968) con algunas modificaciones.

La técnica seguida fué la siguiente:

Los distintos tipos de B. thuwingiensis de la coleccidén, se -
sembraron en agar comin inclinado y se incubaron a 28°C durante 20 ho
ras con objeto de obtener masa, la cual servirad de indculo para el me
dio de crecimiento.

El medio de crecimiento tiene la siguiente composicidn {(Dubois,

1968) .
Peptona v.ioevnenneres 17 @
"Phytone'" .......c0..v 3 g
CING vvseinnenscnncnne 59
POLHK, wovvniininn, 2,5¢g
GlUCOSa +cvevunncansnn 2,5¢
HZO I I RS 1.000 ml
pH = 7,3
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En este trabajo se ha usado extracto de levadura en sustitu--
cion de '"Phytone''.

Este medio se repartid en tubos de centrifuga de 10 cm de lon
gitud vy 4 cm de diametro, a razén de 10 ml de medio por tubo, por 19
que la aireacidn era adecuada, y se esterilizaron a 117°C durante 20
min. Se prepard un tubo por cada bacteria a ensayar y se inoculd con
un asa de platino del cultivo de 20 horas en agar comin, de los dis--
tintos tipos de B. thutinglensis.

Los tubos asi inoculados, se incubaron a 28°C durante 20 ho--
ras, y una vez crecidos, se enfriaron en frigarifico (una 1/2 hora en
congelador) y se centrifugaron a 4.000 r.p.m. durante 20 min.

Los sobrenadantes fueron eliminados y las células se suspen--
dieron en agua destilada estéril (10 ml por tubo).

Esta suspensidn sirvidé de indculo para sembrar el medio de es

porulacién cuya composicién es la siguiente (Dubois, 1968).

SOhFe.7H20 ............... . 0,000075 ¢
SOACU.SHZO ................ 0,00075 ¢
SOth,7H20 S h e SRR G e W 0,00075 ¢
SOth.7H20 ................ 0,005 g
SOAMg ..................... 0,003 g
ClZCa 2H20 ................ 0,0018 g
SOA(NHA)2 ................. 0,3 g
Glucosa P RAERER E s REREEE 0,2 g
Extracto de levadura ...... 0,2 g
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Agua destilada ......... 100 ml

pH = 8,05

El CIZCaQZH 0, fué esterilizado al autoclave por separado y -

2
afiadido extemporaneamente al medio.

El pH fué ajustado con POL}HK2 0, M.

Por cada bacteria se prepard un matraz de 250 ml conteniendo
90 ml de medio de esporulacidn; se inocularon con 10 ml de la suspen-

si6n de bacterias y se incubaron en agitacién, a 28°C durante 40 ho--

FAS.

5.1.2. Obtencién de cultivos con maxima cosecha de células -

yegetativas.

Para la obtencién de cultivos con maxima cosecha de cé
'ulas vegetativas, de los distintos tipos de B. thuringiensis, se ha
seguido el método de Rosemberg et al. (1971), anteriormente descrito,
que utiliza el medio de Conner y Hansen (1967 a,b) pero sustituyendo
el citrato por la glucosa (Carlberg, 1973).

El medio se repartidé en matraces Erlenmeyer de 250 ml a razdn
de 100 m] por matraz; estos matraces fueron inoculados con cultivos -
de 24 horas de los distintos tipos de B. thuuinglensis a ensayar y se
incubaron enagitacién a 28°C durante 24 horas. En este tiempo de in-
cubacién, la cantidad de glucosa afiadida al medio impide que se desen

cadene la esporulacidn.
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5.2. Descripcién de la técnica seguida para la preparacion de las

larvas y acondicionamiento del insectario.

Se han utilizado para este ensayo, larvas de la generacidn an
tofaga de Prays ofeae porque en esta generacidn, aunque la larva al -
eclosionar del huevo, penetra dentro del botdén floral, todavia cerra-
do, al llegar a la segunda edad comienza a salir al exterior, pasando
de un botdn a otro y empieza a tejer los hilos alrededor de la inflo-
rescencia, siendo entonces el momento idéneo para hacer el tratamien-
to pues la larva estd devorando continuamente los botones florales. -
Esto ocurre cuando hay aproximadamente un 50-60% de flor abierta, se-
gin datos de Yamvrias (1972).

El ensayo se realizd con larvas de hasta mediados de la quin-
ta edad, pues a partir de entonces, comienza a disminuir la velocidad
de alimentacién, de crecimiento y movilidad de las larvas, las cuales
buscan un soporte adecuado y empiezan a tejer hilos a su alrededor pa
ra comenzar la ninfosis.

La prueba consistid en separar el material obtenido en el cam
po, en lotes de cinco larvas de la misma edad y colocarlas con la -
misma cantidad de inflorescencias en frascos de vidrio transparentes,
de poca altura y boca ancha; los frascos se taparon con una gasa de -
malla fina que se sujetd con goma elistica alrededor de la boca del -
frasco. Esta técnica impide que se puedan escapar las larvas y permi-

te al mismo tiempo la aireacidn adecuada.

61




Los frascos se mantuvieron en un insectario de modo que las -
condiciones fueran las mids semejantes al habitat natural; el insecta-
rio consta de un armazdén metdlico con unos estantes y combletamente =
abierto. Con el objeto de evitar la accién de la luz solar directa so
bre las larvas, se complementa con un sistema de persianas, circuns=-
tancia muy importante si se tiene en cuenta que, en el olivo, las lar
vas siempre tienden a situarse al abrigo de los rayos del sol direc--
tos.

Con cultivos de bacilos cristaliferos aislados, con maxima -
cosecha de esporas y cristales 6 de células vegetativas, se han hecho
suspensiones a distintas diluciones con los cuales se pulverizaron -
las inflorescencias que sirven de alimento a las larvas.

Se utilizaron para el tratamiento lotes de cinco larvas y los
testigos correspondientes, realizando varias repeticiones para cada -
bacilo cristalifero en las dos formas antes descritas y para cada di
fucion,

Las lecturas parciales, se realizaron a las 48 horas después
del tratamiento y periddicamente cada 48 horas. La lectura final, =--
cuando ya habian emergido los adultos,contando el nimero de ellos por

cada frasco.
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RESULTADOS



RESULTADOS

1. AISLAMIENTO DE Bac«ffus EN LARVAS MUERTAS DE Prays oleae.

Durante el desarrolio de la presente investigacidn, se han realizi
do miltiples aislamientos de microorganismos pertenecientes al género
BacilLus, en 1728 larvas muertas de las tres generaciones anuales de
Prays oleae, con el fin de buscar bacilos cristaliferos del grupo B.
thuingiensis.

Entre las larvas estudiadas las habia de las cinco edades y genera
ciones. Un 60%, aproximadamente, pertenecian a la generacidn fildfaga,
un 30% a la ant6faga y un 10% a la carpdfaga.

A partir de los homogeneizados de dichas larvas muertas, se consi-

guieron aislar un total de 680 microorganismos pertenecientes al géne
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ro Baciflus, que se encuadraron segin el esquema de clasificacién de
Wolf y Barker (Gibbs y Shapton, 1968) en tres grupos, seglin se resume

en la Tabla 1i, de acuerdo con la generacién de procedencia.

Tabla It

GRUPO AL QUE PERTENECEN LOS Bacitlus AISLADOS DE ACUERDO CON LA FORMA

DE ESPORA Y ESPORANGIO.

N® de Bacillus aislados segln generacién procedencia

Grupo Filofaga Antofaga Carpéfaga Total
I 289 123 56 468
I 112 65 19 196
{1 10 6 - 16
Total 411 194 75 680
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2., IDENTIFICACION DE Baciffus DEL GRUPO | AISLADOS Y SELECCION DE RA-

ZAS CRISTALIFERAS.

Los bacilos esporulados del Grupo |, se sometieron a las pruebas -
de identificacién, segin el esquema de Wolf y Barker (Gibbs y Shapton,
1968) . Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 111, de la -
que se deduce que 51 bacilos pertenecian al grupo B. cereus y varian-
tes.

De dichas bacterias, se ha demostrado en 25 la presencia de cuer--
pos parasporales segln el método de tincién de Smirnoff (1962). Estos

Bacilfus se numeran con sigla T y subindices 1 al 25.

En Tabla 1V se indica la generacidn de Prays ofeae de cuyas larvas
muertas se aislaron los 51 bacilos identificados como B. cereus y va
riantes y los 25 de ellos encuadrados como B. thuwringiensis.

En fotografia n2 1 se expone un modelo de tincidén de cuerpos paras

porales.
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Tabla 111

iDENTIFIiCACION DE Bacilfus sp. AISLADOS DE LARVAS MUERTAS DE Prays -

oleae.
Prueba de Identificacién (#*) N2 de aislados positivos (%)
Bacilos del grupo | 468
No crecen a 60°C pH = 6 210
Crecen en caldo glucosado
en condiciones anaerobias 130
Lecitinasa (+) con células
anchas (0,9/M) y vacuoladas 51 (B. cereus y grupo)
Tincidn de cuerpos parasporales 25 (B. thwiinglensis)

{(*) Nimero de aislados que satisfacen positivamente la prueba corres-

pondiente.

(**)} Cada prueba de identificacién fué realizada solamente con los Ba
clllus que habian satisfecho la prueba anterior, salvo la tincidn de

cuerpos parasporales que se realizd con los 468 bacilos del grupo |.
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Tabla |V

GENERACION DE Prays ofeae A LA QUE PERTENECIAN LAS LARVAS MUERTAS DE

LAS QUE SE AISLARON LAS RAZAS DE B. cereus EN ESTUDIO.

Generaci6n de procedencia

Microorganismos Filéfaga Antofaga Carpéfaga
(51) B. cereus y grupo 26 18 7
(25) B. thuringiensis y var. 12 11 2

Entre paréntesis se indica el nidmero de Bac{flus identificados
como B. cereus y variedades;dentro de ellas, los caracterizados como

B. thwuingiensis, segin datos de Tabla |I1.
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Fotografia n® 1: Tincién de cuerpos parasporales.

CV - Células vegetativas.

e - Esporas
p - Cuerpos parasporales (cristales)




3. DETERMINACION DE LOS TI1POS DE Baciffus CRISTALIFEROS (B. thu&ingéeﬂ

A45) IDENTIFICADOS.

En las Tablas VI y VIi se exponen los resultados de las pruebas de
identificacién indicadas en la cabecera de las mismas por los nimeros
naturales del T al 10. Tales nlmeros representan las pruebas que se -
esquematizan en la Tabla V.

En la Tabla VIi se consignan los tipos de B. thuwiingliensis en los
que se incluyen los Bacillus cristaliferos aislados.

En la Tabla VI se recogen los resultados de identificacién de las
llamadas ''pruebas comunes'' segln el esquema de clasificacidén de De -
Barjac y Bonnefoi (1962), mientras que en la Tabla VIl se anotan los
resultados de las pruebas especificas, de acuerdo con los mencionados
autores.

Se someten a identificacién los 25 Bac{llus cristaliferos aislados
asi como una raza de B. thuwiingiensis procedente de un preparado co--

mercial: "Thuricide'.
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