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1. Resumen

El objetivo de la investigacion fue caracterizar morfoldgicamente y evaluar la mortalidad
causada por tres cepas locales aislada de dos suelos agricolas y una proveniente de suelo de
bosque de pinos, potenciales de Bacillus thuringiensis (Berliner) contra Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith), bajo condiciones in vitro. EIl gusano cogollero es una plaga primaria causante de
grandes dafios y pérdidas econdmicas a los productores de cultivos de Poaceae principalmente
el maiz y plantas dicotiledéneas. Igualmente, se evalu6 la toxicidad aguda (CLso) y el TLso de
las tres cepas en las concentraciones de 1x10%, 1x108, 1x108, 1x10%°, 1x10'? UFC/ml y un testigo
absoluto sobre larvas neonatas. Se utilizé un Disefio al azar con seis tratamientos, cinco
repeticiones, repeticion con cinco larvas neonatas para cada una de las tres cepas. La mortalidad
se evalud cada 12 horas hasta la muerte total de las larvas o la emergencia de adultos. Los datos
fueron analizados por medio de Software SPSS y Pruebas Probit para calcular ClLsp,
transformando las concentraciones a 10g10 y las mortalidades a Probit, y con las mortalidades
acumuladas y la hora de muerte se encontré el TL50, mediante Analisis de Regresion. Las cepas
aisladas de suelos agricolas y la cepa aislada de suelos de bosque de pinos presentaron
caracteristicas similares a bacilos del género Bacillus spp.; presentando las colonias color crema,
borde irregular y redondeado, con apariencia de huevo frito. Con base en la morfologia y la
inclusion del cristal al lado de las esporas en las tres cepas estudiadas, se concluyé con altas
posibilidades sean cepas de B. thuringiensis. Todas las concentraciones de las tres cepas
causaron mortalidades superiores al 92% a larvas neonatas de S. frugiperda. Los valores de
CLso obtenidos, permiten afirmar que las tres cepas probadas, exhiben un modo de accion
insecticida pudiendo ser un recurso promisorio para el control de poblaciones de S. frugiperda
en campo. La concentracion 1x10®2 UFC/ml de las tres cepas del bioensayo manifestaron
Tiempos Letales Medios muy similares; asi, los TLso, fueron 56; 61 y 57 horas, respectivamente
para las cepas 1, cepa 2 y cepa 3; motivo por el cual las tres cepas se presentan como una
excelente alternativa como controlador bioldgico de S. frugiperda, las cuales deben ser incluidas
en futuros trabajos de investigacion, pues matan al 50% de la poblacién entre el segundo y tercer
dia de su aplicacion.

Palabras clave: Spodoptera frugiperda, bacteria entomopatdgena, mortalidad, toxicidad aguda.
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2. Abstract

The objective of the research was to characterize morphologically and evaluate the mortality
caused by three local strains isolated from two agricultural soils and one from pine forest soil,
possibly of Bacillus thuringiensis (Berliner) against Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), under
outdoor conditions. vitro. The fall armyworm is a primary pest that causes great damage and
economic losses to Poaceae crop producers, mainly corn and dicotyledonous plants. Likewise,
the acute toxicity (LCso) and TLso of the three strains were evaluated at concentrations of 1x10,
1x10°, 1x108, 1x10%°, 1x10'? CFU/mI and an absolute control on neonatal larvae. A randomized
design was used with six treatments, five repetitions, repetition with five neonate larvae for each
of the three strains. Mortality was evaluated every 12 hours until the total death of the larvae or
the emergence of adults. The data were analyzed by means of SPSS Software and Probit Tests
to calculate LCso, transforming the concentrations to log10 and the mortalities to Probit, and
with the accumulated mortalities and the time of death, the TLsg was found, by means of
Regression Analysis. The strains isolated from agricultural soils and the strain isolated from
pine forest soils presented characteristics similar to bacilli of the genus Bacillus spp., presenting
cream-colored colonies, irregular and rounded edges, with the appearance of a fried egg. Based
on the morphology and the inclusion of the crystal next to the spores in the three strains studied,
it was concluded with high possibilities that they are strains of B. thuringiensis. All
concentrations of the three strains caused mortalities greater than 92% in neonatal larvae of S.
frugiperda. The LCso values obtained allow us to affirm that the three strains tested exhibit an
insecticidal mode of action and may be a promising resource for the control of S. frugiperda
populations in the field. The 1x108 CFU/mI concentration of the three bioassay strains showed
very similar Median Lethal Times; thus, the TLso, were 56; 61 and 57 hours, respectively for
strains 1, strain 2 and strain 3; which is why the three strains are presented as an excellent
alternative as a biological controller of S. frugiperda, which should be included in future
research work, since they kill 50% of the population between the second and third day of their
application.

Key words: Spodoptera frugiperda, entomopathogenic bacteria, mortality, acute toxicity.
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3. Glosario

Agente de Control Bioldgico: son organismos macro y microbiologicos que interactdan
con otros organismos causando la regulacion de sus poblaciones en sistemas naturales y
artificiales.

Agroquimico: es una sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir,
repeler o mitigar plagas y patdgenos; o ser utilizadas como regulador de plantas o defoliante.

Bacillus thuringiensis: es una bacteria Gram positiva que habita en el suelo, y que se
utiliza comdnmente como una alternativa bioldgica.

Cepa comercial: cepas suministradas por casas comerciales diferentes de las
colecciones de cultivo o Centros de Recursos Bioldgicos, y que pueden o no proceder de una
coleccion de cultivos

Cepa nativa: Poblacién de una especie natural que desciende de una sola célula.

Control Biol6gico Aplicado (CBA): Este método consiste en la preservacion y
conservacion de los controladores bioldgicos, para mantener el equilibrio natural de
agroecosistemas principalmente y por lo general implica un papel humano.

Control Bioldgico: es un componente natural integrado por depredadores, parasitoides,
entomopatdgenos y antagonistas encargados en la reduccion de las poblaciones de plagas.

CLso: Concentracion letal media, es la cantidad de la dosis de una sustancia, radiacion
0 patdgeno necesario para matar a la mitad de un conjunto de animales de prueba después de un
tiempo determinado.

Gusano cogollero: es una especie de lepidoptero cuyo nombre cientifico es Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) de la familia Noctuidae, dicha plaga causa graves dafios en hojas,
cogollos, foliares del cultivo del maiz principalmente.

Manejo Integrado de Plagas: estrategia que usa una gran variedad de métodos
complementarios: fisicos, mecanicos, quimicos, bioldgicos, genéticos, legales y culturales para
el control de plagas

Serotipo: es un tipo de microorganismo infeccioso clasificado segun los antigenos que
presentan en su superficie celular. Los serotipos permiten diferenciar organismos a nivel de

subespecie, algo de gran importancia en epidemiologia.
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Spodoptera frugiperda: es un insecto lepidéptero de la familia Noctuidae llamado
vulgarmente gusano cogollero del maiz.

Susceptibilidad: es una condicién de un organismo que aumenta la probabilidad de que
el individuo desarrolle una enfermedad en particular. La susceptibilidad esta influenciada por
una combinacion de factores genéticos y ambientales.

TLso: es el valor medio del intervalo de tiempo, durante el cual se espera que muera el
50% de una poblacion dada, durante la exposicion a esta misma.

Toxicidad: describe el grado en el cual una sustancia es venenosa o puede causar una
lesion. La toxicidad depende de diferentes factores: dosis, duracién y ruta de exposicion

Toxinas Cry y Cyt: son proteinas perforadoras de membranas celulares, aunque no
relacionadas estructuralmente y difieren en sus requerimientos de componentes esenciales de
membrana. Las proteinas Cry se unen a receptores de membrana, mientras que las Cyt se unen
con alta afinidad a fosfolipidos insaturados.

Virulencia: es el grado de patogenicidad de una cepa o de una colonia microbiana en un

huésped susceptible.
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4. Introduccion
El maiz Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen y

pertenece a la familia de las Poacea (Gramineas) (Acosta, 2009)

Este cereal es consumido en todo el mundo y es utilizado para el consumo humano y
animal y como materia prima en la produccion de almidén tanto como industrial y alimenticio
y en la elaboracion de edulcorantes que tienen como funcion brindar sabor dulce a una comida
y productos derivados de la fermentacion como el etanol, alcohol industrial, algunos

aminoéacidos y antibiéticos (Tovar & Colonia, 2013)

Los insectos plaga en el cultivo son los causantes de las limitantes en la produccion del
cultivo de maiz, estos insectos causan dafios muy graves en el desarrollo de la planta y reducen
considerablemente el rendimiento en la plantacion. EI gusano cogollero Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith) y Helicoverpa zea (Boddie), (Lepidoptera: Noctuidae) son las de mayor presencia

en el cultivo de maiz (Hernandez, et al., 2019)

El gusano cogollero EI gusano cogollero del maiz S. frugiperda tiene origen de las
Américas tropicales y subtropicales y es calificada como una plaga lepiddptera polifaga dafiina
para distintos cultivos como tomate, arroz, soja , y especialmente en el maiz, esta plaga tiene
favoritismo en las primeras etapas vegetativas ya que en este momento la planta presenta hojas
tiernas lo que es muy apetitoso para las larvas, ya en la etapa reproductiva el gusano causa el
dafio en la mazorca afectando ampliamente el rendimiento de calidad y cantidad. Esta plaga
llego a Africa occidental en el afio 2016, luego ligeramente se propago por Africa y tuvo
continuacion hasta Oriente Medio para el afio 2017, luego aparece la plaga en Asia entre los
afios 2018 y 2019, y para el afio 2020 tiene incidencia en Australia y se espera que llegue hasta
Europa, la expansion de la especie tiene relacion con el comportamiento migratorio y sus largas
distancias ya que las polillas tienen la capacidad de volar mas de 100 km por hora en una noche.
(Buchaillot et al., 2022).

La bacteria a nivel mundial més utilizada es Bacillus thuringiensis (Berliner) siendo uno

de los organismos bioldgicos mas eficaces utilizados en la agricultura para combatir larvas de
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lepiddpteros como S. frugiperda, este presenta un efecto residual y produce parélisis intestinal
en las larvas, este entomopatdgeno se usa principalmente en un 80 0 90 % de los programas de
control bioldgico ya que tiene una amplia gama de hospederos que son las larvas de lepiddpteros
(Sotelo & Zelaya, 2004)

Hoy en dia se han creado insecticidas microbioldgicos en base a la bacteria Bacillus
thuringiensis (Bt) esta es altamente comercializada a nivel mundial toxicidad, alta especificidad,
inocuidad para el medio ambiente y el ser humano, y es considerada como una buena opcion
frente al uso desordenado de insecticidas quimicos para controlar los insectos plagas. (Rutte et
al., 2020).

La bacteria B. thuringiensis es el biopesticida méas utilizado en programas de control
bioldgico y fue el primer organismo utilizado a gran escala en el control de insectos del Orden
Lepidoptera (Gonzélez, 2018).

Bacillus thuringiensis (Berliner) es la bacteria més utilizada como controles bioldgicos,
formadora de cristales romboides del esporangio, este actda por ingestion causando dafio en el
tracto digestivo lo cual provoca la muerte por toxemia, ocasionando paralisis intestinal al
producirse la accion de los cristales y esporas que se reproducen dentro de los lepiddpteros
(Sauka & Benintende, 2008).

El objetivo del presente trabajo pretende encontrar la patogenicidad de tres cepas de B.
thuringiensis, sobre S. frugiperda en condiciones controladas in vitro; informacion basica para
iniciar estudios sobre su posible incorporacion en Programas de Manejo Integrado de cogollero

del maiz.
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5. Problema

5.1 Planteamiento del problema

Las gramineas representan un renglon significativo en la economia de diversas regiones,
estas fueron domesticadas e incorporadas desde la antigiedad, a fin de satisfacer diversas
necesidades del hombre. Siendo asi como, estas plantas han permitido el desarrollo de diferentes
culturas a través del tiempo, puesto que representan una fuente importante de alimento, tal es el
caso, por ejemplo, del maiz Z. mays y el arroz O. sativa. Respecto al maiz, en este cultivo se
presentan numerosos problemas de control fitosanitario en cuanto a plagas y enfermedades que,
de no ser tratados a tiempo, generan serios problemas a dicho rubro, trayendo entre otras

consecuencias, la disminucion en los rendimientos e inocuidad de la produccion.

En lo tocante a los problemas de plagas, se presenta el gusano cogollero, conocido
también como gusano trozador, palomilla del maiz y/o Fall armyworm, en inglés, es un insecto
considerado como plaga primaria, el cual segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) afecta a méas de 80 diferentes especies de plantas, causando
dafios de gran importancia econémica, como es el caso de cereales (arroz, maiz y sorgo),
hortalizas (tomate y pimentdn) y cultivos industriales (algodon), entre otros. En cuanto a su
control, actualmente el méas empleado y difundido, es el control quimico, el cual de manera
general ha mostrado una buena efectividad, donde se debe considerar al momento de su
aplicacion, el uso de productos selectivos, dirigidos especialmente a la plaga, evitando asi el
empleo de productos de amplio espectro que pudiesen dafiar a otros organismos benéficos

presentes en el sistema de cultivo.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura — FAO (2017) el insecto es nativo del continente americano, de las regiones
tropicales y subtropicales. No obstante, durante el afio 2016 se reportd por primera vez en el
continente africano, en Nigeria, Santo Tomé, Benin y Togo, es decir que esta plaga esta
distribuida mundialmente y se ha adaptado a diferentes condiciones climaticas gracias a su
plasticidad genética, lo cual le permite adquirir una rapida resistencia a los insecticidas

comerciales (Goergen et al., 2016).

17



Segun el Centre for Agricultural Bioscience International (CABI), el gusano cogollero,
es uno de los insectos fitofagos de mayor importancia en Colombia, puesto que puede causar
dafos de gran escala econdmica, disminucion significativa en los rendimientos, de cultivos
como el maiz, sorgo, arroz, pastos, cafia de azlcar, asi como ciertos cultivos de hoja ancha, por
lo cual es indispensable un adecuado y estricto control, considerando que existen muchas
variables que permiten determinar la pérdida del potencial de rendimiento debido a la
infestacion de esta plaga. Normalmente, la forma en que el cultivo responde a la infestacion del
gusano cogollero depende del nivel de poblacion de la plaga, y si al momento de la infestacion
existen los enemigos naturales, asi como los niveles de patdégenos que pudiesen ayudar a regular

naturalmente las poblaciones, ademas del vigor de las plantas (CABI, 2019)

Ahora bien, con respecto al control de esta plaga, S. frugiperda, el control quimico, o
uso de plaguicidas, resulta ser el mas generalizado y altamente efectivo, en cultivos como el
maiz Z. mays, aunado a los inconvenientes que se pudiesen presentar como es el incremento en
los costos de produccion del cultivo, ademas que su aplicacidn indiscriminada conlleva a efectos
nocivos sobre la salud humana y sobre la entomofauna benéfica. También se tiene la generacion
de resistencia en las poblaciones de insectos plaga. Cabe destacar, que ademas del control
quimico, existen tacticas, manejo integrado de plagas (MIP), donde se emplean diversidad de
métodos complementarios, bien sean culturales, fisicos, mecanicos, genéticos, legales,
quimicos, fitoquimicos y/o bioldgicos, con el objeto de disminuir y hasta eliminar el uso de
plaguicidas, minimizando de esta manera los impactos a la economia, asi como al medio

ambiente.

Concerniente al MIP, especificamente al uso de métodos o control bioldgico, es oportuno
indicar que segun Sepulveda (2012), este se trata del uso enemigos naturales de la plaga, bien
sea insectos, hongos, virus y/o bacterias, con el fin de conservar la poblacion del insecto plaga

por debajo del nivel o umbral de dafio econémico.
5.2 Justificacion

Actualmente en el Manejo Integrado de Plagas (MIP), el control bioldgico forma parte
fundamental, y como se dijo anteriormente, este se caracteriza por utilizar enemigos naturales

para el manejo y control de plagas en los cultivos agricolas. Considerando que S. frugiperda es
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una grave amenaza en diversos cultivos, hoy dia se han y deben implementar nuevas estrategias,
amigables con el medio ambiente y la salud humana, que impulsen el uso de bioinsecticidas,
especialmente aquellos cuya formulacion contienen la bacteria entomopatdégena Bacillus
thuringiensis (Berliner) (Bt), considerado de acuerdo con Sauka y Benintende (2008), como el
insecticida biolégico mas aplicado a nivel mundial, que se utiliza para controlar diversos
insectos que afectan la agricultura, la actividad forestal, y que son vectores de patdgenos

humanos y animales.

De acuerdo con Carballo & Guharay (2004), las bacterias entomopatégenas son
organismos unicelulares que miden entre menos de un micrometro a varios micrometros y
carecen de nucleo definido. Estas, son clasificadas en dos categorias: 1) bacterias que producen
esporas y 2) bacterias que no producen esporas. Respecto a las bacterias formadoras de esporas
0 esporulantes, a este grupo pertenece B. thuringiensis, genero Bacillus, el cual presenta forma
de baston, familia Bacillaceae, igualmente sefialan que las bacterias esporulantes por su
capacidad de formar esporas poseen una alta persistencia en el ambiente, son altamente
virulentas y tienen una gran capacidad invasiva y de produccion de toxinas. B. thuringiensis,
produce tres exotoxinas a saber, la beta, la alfa y la gama, asi como una endotoxina llamada
delta endotoxina, que es la principal responsable del efecto insecticida. Es oportuno acotar que,
en cultivos transgénicos, las plantas contienen cristales parasporales de delta endotoxina de B.
thuringiensis, a los que se les denomina genes CRY, de los cuales, observan los mismos autores,
que existen al menos cinco grupos, el CRY | para lepidopteros, el CRI Il para lepidopteros y
dipteros, el CRY Il para coledpteros, el CRY IV para dipteros y el CRY V para lepiddpteros y
coleopteros. Estos cristales, producen la toxina dentro del tejido de la planta, la cual causa la

muerte a la plaga cuando esta se alimenta del cultivo.

El uso intensivo de cultivos Bt, han causado una alta presion en la seleccion de
poblaciones de plagas objetivo, provocando una rapida evolucién de resistencia, menor
susceptibilidad de las larvas en estadios avanzados, ocasionando que las larvas grandes que
pasan de una planta no Bt a una Bt sean sometidas a dosis subletales, aumentando el riesgo
potencial de desarrollo de resistencia (Szwarc & Trumper, 2018)

Después de lo anteriormente expuesto, se tiene que la presente investigacion busca

evaluar la mortalidad de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), frente a tres cepas locales de B.
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thuringiensis, tomadas en campo, bajo condiciones in vitro. En la actualidad, el control de esta
plaga se fundamenta en la aplicacion de productos de origen quimico. No obstante, el uso de Bt,
como control bioldgico de plagas agricolas, se basa en el empleo de productos comerciales, 10s
cuales presentan gran eficacia para el control de larvas de lepidopteros, siendo su uso muy
seguro, puesto que no se manifiesta contaminacion del ambiente y tampoco muestran efectos

negativos sobre la salud humana y sobre animales.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo General

Evaluar la mortalidad de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), frente a tres cepas locales

de Bacillus thuringiensis (Berliner), bajo condiciones in vitro.

6.2 Objetivos especificos

- Caracterizar morfolégicamente tres cepas locales de Bacillus thuringiensis
(Berliner), de muestras de suelos agricolas y suelos no disturbados.

- Comparar la mortalidad causada a larvas neonatas de Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith), por las tres cepas locales de Bacillus thuringiensis (Berliner), en condiciones
in vitro.

- Determinar la CLso y el TLso de tres cepas locales de Bacillus thuringiensis
(Berliner), sobre larvas neonatas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), bajo

condiciones in vitro.
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7. Marco teorico
7.1 Antecedentes locales

Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021). EI nombre de la investigacion fue evaluar
la susceptibilidad de Plutella xylostella (L.) a dos cepas locales potenciales de B. thuringiensis
en comparacién con producto comercial bajo condiciones in vitro. Dicha investigacion se realizo
en Pamplona-Norte de Santander. El objetivo del bioensayo fue caracterizar fenotipicamente las
cepas estudiadas; evaluar la mortalidad, CLsoy TLso in vitro de tres cepas de B. thuringiensis;
una comercial y dos locales. Las tres cepas tuvieron dosis de 1x10%, 1x10°, 1x108, 1x10%°,
1x10* UFC/ml y un Testigo absoluto probandose sobre larvas de segundo instar en condiciones
in vitro. Disefio al azar con seis tratamientos, cinco repeticiones, repeticion con cinco larvas
para cada una de las tres cepas. La mortalidad se evalu6 cada 12 horas hasta la mortalidad de
las larvas o la emergencia de adultos de la polilla.

Los datos se analizaron con SPSS, para calcular CLso se usaron Pruebas Probit. Las dos
cepas locales aisladas presentaron colonias caracteristicas del género Bacillus sp. La cepa de
suelos de bosque provocé mortalidades de 100% a dosis mas bajas que las otras dos cepas, la
concentracion 1x10* causé el 84% de mortalidad, no asi para las otras dos cepas donde las
mortalidades estuvieron por debajo del 76%. Aunque las CLso fueron muy similares a 1x108
entre las tres cepas; el TLso si fueron diferentes, donde la cepa de suelo de bosque causo la
mortalidad del 50% de la poblacion a las 19 horas; mientras que la cepa comercial el CLso fue
de 52 horas y para la cepa de suelos agricolas fue de 48 horas. La cepa de suelo de bosque se
proyecta como una buena alternativa para continuar estudios, ya que demostré ser mas letal que

la cepa comercial.

7.2 Antecedentes nacionales

Beltran et al., (1998). Realizaron estudios sobre un medio de cultivo para la fermentacién
con B. thuringiensis en la produccion de un ingrediente activo como biopesticida, en la cual
emplearon cepas nativas de dicha bacteria. Realizaron las fermentaciones empleado un matraz
de 1000 mL de volumen total con 100 mL de volumen de fermentacion, utilizando 10 mL de
indculo bacteriano, una temperatura de 29 °C, utilizando una velocidad de agitacion de 200

revoluciones por minuto (rpm). El estudio lo llevaron a cabo utilizando un modelo de disefio
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experimental con glucosa como fuente de carbono, evaluando la concentracion de las fuentes
de minerales en el medio de cultivo para la cepa HD1. De la misma manera evaluaron la relacion
optima del nitrégeno organico y del nitrégeno inorganico en el medio de cultivo, para la
produccidn de proteina asociada al cristal en la cepa nativa en el Instituto de Biotecnologia de

la Universidad Nacional.

Diaz (2016). Evaluaron la accion de cepas nativas de B. thuringiensis, como control
biolégico de S. frugiperda, se evalud la actividad insecticida de las cepas M3001, M3003,
M3004, M3007, M3008, M4001, M2006, M5002, M5004 y M28005 de B. thuringiensis contra
S. frugiperda las cuales son originarias de suelos de Funza y Silvania (Cundinamarca) y Tunja
(Boyacad) en cultivos de frijol, arveja, maiz y naranja, comparadas con un testigo comercial HD1
(Subsp. Kurstaki), contra S. frugiperda. Se determind la CLso por el método “PROBIT?, la cual
fue de 5.88 E-4 mg de i.a/ml de dieta, de la cepa HD1 con diferentes dosis (0,0; 6,8 E-2; 3,4E-
2; 6,8E-3; 6,8E-4; 6,8E-5 y 6,8E-6 mg de i.a/ml de dieta) en larvas de S. frugiperda. Evaluando
la mortalidad a las 96 y 120 horas; posteriormente la concentracién letal media (CLso)
determinada con la cepa HD1 se procedi6 a utilizar esta concentracion en cada uno de los
aislamientos nativos de B. thuringiensis para ser comparada con la CLso del testigo comercial.
Se empled disefio completamente al azar, con siete tratamientos (cada uno con 25 larvas de
primer instar) y tres repeticiones. Para el segundo ensayo de la determinacion de aislamientos
promisorios de B. thuringiensis, se arregl6 un disefio completamente al azar, con 11 tratamientos
(cada uno con 20 larvas de primer instar) y 3 replicaciones. Los resultados indicaron que los
aislamientos M3008 y M4001 presentaron mayores promedios de mortalidad, de 75% y 71,65%
respectivamente, en las larvas en dieta purificada, comparada con la mortalidad de la CLsg del

testigo comercial.

Ramirez et al., (2010). Estandarizaron un bioensayo y evaluaron tres formulaciones
comerciales de B. thuringiensis sobre Tuta absoluta (Meyrick). Es una de las plagas mas
destructoras de tomate en Colombia y paises suramericanos, causando pérdidas totales en
cultivos sin proteccion. En el afio 2009, fue detectada en Espafia, Portugal y en paises del
mediterraneo, de la misma manera se encontro en Inglaterra, Bulgaria y Alemania. Para su
control emplean insecticidas de origen quimico, los cuales generan resistencia e impacto

ambiental y de salud, debido a esto buscaron implementar nuevas estrategias amigables, optando
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por los biopesticidas para el control de esta plaga. Evaluaron cinco métodos de bioensayo para
medir apropiadamente la toxicidad sobre larvas de T. absoluta de tres productos comerciales:
Dipel®, XenTary® y Turilav®, formulaciones a base de B. thuringiensis. El producto Dipel®,
provocé el 100% de mortalidad de larvas y 96% de supervivencia del testigo; este método
presentd diferencias significativas al segundo y cuarto dias después de la aplicacién (DDA). El
método de Aspersion foliar por aerografo produjo 100% de mortalidad de larvas con Dipel® al
segundo DDA y ocasiond diferencias significativas al cuarto DDA. Los métodos Foliolos
inmersos y Medio de cultivo indujeron una alta mortalidad en el control siendo rechazados. El
uso de Dipel®, XenTari® y Turilav® en concentracion de 1,25 g/L produjo entre 80-100% de
mortalidad entre el segundo y octavo DDA en tres métodos evaluados validos (1, 2, 3),

corroborando la actividad biolégica de B. thuringiensis sobre este insecto plaga.
7.3 Antecedentes internacionales

Garcia et al., (2018). Realizaron la investigacion en aislados nativos de B. thuringiensis
del sureste de México. Tuvieron como objetivo principal encontrar aislados nativos de B.
thuringiensis, a partir de diferentes materiales obtenidos del sureste de México, entre los afios
2014 - 2015. Eligieron colonias bacterianas en base a la presencia de cristales parasporales, gen
cry, gen hag, perfil de proteinas y actividad insecticida del género Bacillus. Lograron un aislado
de muestras de suelo (ITCBT34) y dos muestras de larvas Chlosyne lacinia (Geyer) (ITCBT61)
y (ITCBT62), presentando amplificacion de los genes cry y hag. El aislado de muestra de suelo,
se identifico cristales de morfologia oval, mientras que los aislados de larva de C. lacinia se
identificaron cristales bipiramidales. Se notaron diferencias en el tamafio del fragmento en la
amplificacion del gen hag y en el perfil de proteinas de los diferentes aislados. Determinaron la
actividad insecticida mediante bioensayo burdo a una concentracion de 10 pg cm-2. Las larvas
de Manduca sexta (L.) presentaron mortalidad total en los tres aislados a las 96 h de exposicion.
Mostraron similitudes en su tamafio y caracteristicas morfoldgicas los aislado de larva C. lacinia
en referencia a la cepa de referencia B. thuringiensis var. Kurstaki HD1, el aislado de muestra
de suelo no presento similitud alguna, por lo cual este aislado no se relaciona al serovar kurstaki
HD1.
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Véasquez et al., (2015) evaluaron y caracterizaron cinco cepas mexicanas de B.
thuringiensis con actividad hacia el gusano cogollero del maiz S. frugiperda mediante
bioensayos, perfiles proteicos, patrones de DNA plasmidico, y PCR. Los bioensayos mostraron
que dos de las cinco cepas estudiadas LBIT13 y LBIT-418, mostraron alta toxicidad hacia S.
frugiperda. Las cepas nativas de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) fueron denominadas
LBIT-13, LBIT-44, LBIT-383, LBIT-418 y LBIT428. Estas se aislaron de suelo, telarafias y
filoplano, y fueron proporcionadas por Jorge E. Ibarra Renddn, Laboratorio de Bioinsecticidas,
CINVESTAV IPN Unidad Irapuato. Se utiliz6 como cepa control el estandar HD-1. Para la
produccion de cepas de Btk. Las cepas se sembraron en cajas Petri con medio sélido estéril
infusién cerebro-corazon (BHI por sus siglas en inglés) mas agar bacterioldgico (3,7% BHI;

1,5% agar bacterioldgico y agua destilada.

Carmona, (2002). Realizaron el aislamiento y caracterizacion parcial de una cepa B.
thuringiensis toxica a S. frugiperda, se realizo el aislamiento de la cepa UCLA-10 de una
muestra de suelo proveniente de un cultivo de repollo (Brassica oleracea L.) ubicado en la
localidad de La Y en el estado Trujillo se verifico, mediante una encuesta hecha a los
agricultores de la zona, que nunca se habian utilizado productos conteniendo Bt para el control
de insectos en esos campos de cultivo. Las muestras de suelo fueron pulverizadas y tamizadas
para facilitar su procesamiento. Posteriormente se tomé 1 g de la muestra y se coloco en un tubo
de ensayo conteniendo 10 mL de agua destilada estéril, homogeneizando la muestra mediante
agitacion vigorosa durante 1 minuto. Se coloc6 1 mL de la muestra en un tubo Eppendorf y se
sometio al proceso de pasteurizacion en un Termo Blot a 80 °C durante 10 minutos y enfriada
instantaneamente después en hielo, para el proceso de bioensayo el efecto de la cepa UCLA-10
fue evaluado utilizando larvas del primer instar de S. frugiperda, criadas durante 24 horas en
dieta artificial. El tipo de bioensayo realizado permitio determinar cualitativamente la toxicidad
de la cepa aislada contra insectos del orden Lepidoptera (S. frugiperda). Los ensayos se
realizaron a partir de la muestra liofilizada del complejo espora cristal, lo cual permiti6 tener

concentraciones conocidas de la cepa.
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7.4 Marco contextual

El presente trabajo se realizé en el municipio de Pamplona, departamento de Norte de
Santander, situado en las coordenadas de 7° 22" 34 de latitud Norte y a 72°38" 54” de longitud
al Oeste de Greenwich. ElI municipio de Pamplona limita al Norte con los municipios
Pamplonita y Cucutilla, al sur con los municipios de Cécota y Mutiscua, al oriente con Labateca
y al occidente con el municipio Cucutilla, se encuentra a 2.200 metros sobre el nivel del mar en
la cabecera municipal. Su temperatura promedio de 14 a 16°C, con una extension del area urbana
de 59.214 km2 y la extension del area rural de 1,176 km2, la economia del municipio se basa
en su gastronomia, agricultura, turismo y educacion (Alcaldia de Pamplona, 2022)

La investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Sanidad Vegetal del Programa de
Ingenieria Agrondmica, ubicado en el Campus de la Universidad de Pamplona, a 7° 23" 14” de
latitud Norte y a -72°39" 02” de longitud al Oeste de Greenwich, a una altura de 2480 metros
sobre el nivel del mar, con una temperatura promedio de 17 °C y 65% de humedad relativa
(Figural).

Figura 1. Laboratorio de Sanidad Vegetal Unipamplona.

Nota. En la imagen se observa el campus de la Universidad de
Pamplona y en el circulo pertenece al laboratorio de Sanidad Vegetal.
Fuente: Google Earth (2022).
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7.5 Bases conceptuales
7.5.1 Bacillus thuringiensis (Berliner)
7.5.1.1 Origen y distribucion.

El género Bacillus spp., lo reporto por primera vez en el afio 1872 el botanico y
bacteriologo alemén Ferdinand Julius Cohn, el las describié como bacterias que producen
endosporas resistentes al calor, el género incluye mas de 336 especies las cuales por su similitud

genética pueden clasificarse en distintos grupos (Villarreal, et al., 2018).

La especie B. thuringiensis la descubrié en 1901 Shigetane Ishiwata cientifico japonés,
para el afio 1915 la bacteria fue descrita por el bacteriélogo aleman Ernst Berliner que la aisl6
de la polilla mediterranea de la harina Anagasta kuehniella (Meyrick) realizando por primera
vez la descripcién formal, nombrandola Bacillus thuringiensis (Berliner), nombre procedente

de Thuringia, region de Alemania donde esta especie fue aislada (Guevara, 2016).

Dentro de la literatura esta pertenece a la familia Bacillaceae y se diferencia de las otras
bacterias por la capacidad para formar durante la fase de esporulacion, una o mas inclusiones
cristalinas de naturaleza proteica, llamadas &-endotoxinas, que son toxicas para distintos
invertebrados, principalmente larvas de insectos. Este microorganismo tiene una alta capacidad
de encontrarse en diversos ecosistemas terrestres y es considerado como un habitante frecuente
del suelo. En la actualidad se ha determinado varios numeros de colecciones de B. thuringiensis
en diferentes partes del mundo, con el proposito de encontrar cepas que produzcan nuevas
proteinas Cry con mayor potencial insecticida. B. thuringiensis, en especial la variedad kurstaki
(BtKk), en la actualidad es utilizada como una alternativa ecoldgicamente sostenible contra los
insecticidas quimicos para el control de plagas de lepiddpteros en cultivos de interés agronémico
como el cultivo de maiz caso del cogollero del maiz S. frugiperda que causa mas afectacion,

disminuyendo considerablemente la productividad (Gonzales, 2018).
7.5.1.2 Modo de accion de Bacillus thuringiensis (Berliner)

Esta bacteria posee la capacidad de producir una amplia variedad de proteinas

insecticidas letales para larvas del orden lepiddptero, es muy importante conocer el modo de
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accion de Bacillus thuringiensis para lograr entender todas las posibilidades de desarrollo de

resistencia en los insectos.

Durante la fase de esporulacion Bt produce una o varias formas cristalinas y estas poseen

las proteinas Cry, y en la fase de esporulacion la bacteria produce proteinas Vip.

En su modo de accion Bt y sus proteinas acttan solo por ingestion del insecto, en las
proteinas Cry tras la ingestion el segundo paso es la solubilizacion de cristales aqui ocurre la
rotura de la estructura cristalina y la liberacion de las protoxinas presentes en el cristal; para
que se produzca la solubilizacion y se liberen las protoxinas en el intestino medio de los
insectos, como ejemplo de ello el pH, las proteinas Vip son secretadas al exterior de la bacteria
en forma soluble, no requieren pasar por el proceso de solubilizacion. Las protoxinas
solubilizadas Cry, como las protoxinas Vip son procesadas por las enzimas proteasas endégenas
que estan presentes en los fluidos intestinales de dichos insectos, lo que origina de esta manera
una toxina activa el proceso es producido por tripsinas y quimiotripsinas, estas son las de mayor

abundancia en los fluidos intestinales de los insectos.

Las toxinas deben atravesar la membrana del intestino medio que esta compuesta por
una capa abundante de quitina y su funcion es separar el alimento de las células epiteliales, esa
berrera producida impide que el alimento pueda tener un efecto abrasivo sobre el intestino y lo
resguarda de infecciones bacterianas, viricas y parasiticas (Pinos & Hernandez, 2019).

7.5.1.3 Empleo

B. thuringiensis es un bacilo Gram positivo que durante su fase de esporulacion produce
una inclusion parasporal, conformada por proteinas Cry con actividad bioldgica contra insectos-
plaga. Gracias a estas proteinas B. thuringiensis presenta toxicidad contra larvas de insectos-
plaga de los Orden Lepidoptera, Coleoptera y Diptera, entre otros. Ademas, es amigable con el
medioambiente, razones por la cuales se ha hecho comun el uso y desarrollo de productos
comerciales y plantas transgénicas a base de toxinas Cry en el sector agricola. En esta revisién
se describira los aspectos mas importantes de Bt y su aplicacibn como herramienta
biotecnologica para el sector agricola, con una consideracion sobre bioensayos usando esta
bacteria. (Lang et al., 2011).
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7.5.1.4 Clasificacion
En la Tabla 1, se presenta la clasificacion taxondémica de B. thuringiensis.

Tabla 1. Clasificacién taxondémica de Bacillus thuringiensis (Berliner).

Dominio Bacterias
Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie Bacillus

thuringiensis (Berliner)

Fuente; CABI (2019).

7.5.1.5 Descripcién

En la Figura 2, se observa una micrografia de Bacillus thuringiensis (Berliner), bacilo
Gran positivo, posee un tamafio de 3 a 5 um de largo por 1 a 1,2 um de ancho, se movilizan
debido a la presencia de flagelos, los cuales recubren casi o completamente la superficie de la
bacteria, es una bacteria anaerobia facultativa, quimiooganotrofa y con actividad catalasa, el
tamafio del genoma es de 2400 a 5700 Kpb, ademas presenta la capacidad de desarrollar esporas
elipsoidales de resistencia, no causando hinchamiento ni la deformacion bacilar (Guevara,
2016).
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Figura 2. Micrografia de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
Nota: Micrografia de Bacillus thuringiensis var. kurstaki en
microscopio electrénico de transision: (C) cristal proteinico
bipiramidal, (E) espora.

Fuente: Torres, et al., (2006).

7.5.1.6 Ciclo de vida de Bacillus thuringiensis (Berliner)

El ciclo de vida del entomopatdgeno B. thuringiensis, se divide en dos fases, comienza
con la germinacion de esporas, luego aparece la célula vegetativa rica en nutrientes, posee forma
de bastdn y se divide por fision binaria en dos células hijas uniformes por la formacion de un
tabique de division (Pérez, 2016)

El ciclo de reproduccion del entomopatégeno de B. thuringiensis, se puede observar en
la Figura 3, la esporulacion implica la division celular asimétrica, caracterizdndose por siete
etapas que incluye el filamento axial (etapa 1), preespora y formacion de tabique (etapa I1),
aparicion de cristales parasporales y formacion de la preespora (etapa Ill), formacion de
exosporium, pared celular primordial, corteza y abrigos de esporas acompafiado de
transformacion del nucleoide y esporas (etapas IV a V1), y la maduracion de las esporas y lisis

del esporangio (etapa V1) (Guevara, 2016).
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Figura 3. Ciclo de reproduccion del género Bacillus
Fuente: Villarreal (2018).

7.5.2 Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
7.5.2.1 Origen y distribucion

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) conocido como gusano cogollero del maiz, es un
insecto del orden Lepidoptera, es originaria de las regiones tropicales y subtropicales de
América; en el afio 2016 la reportan como primera vez en el continente africano y causa una
gran afectacion en cultivos de maiz y posee un gran potencial en su propagacién asi como los
graves dafios econdmicos y posteriormente esta confirmada en méas de 30 paises africanos, en
2017 se registra en Oriente Medio, para el 2018 fue confirmada su presencia en el subcontinente
indio, luego aparece la plaga en Asia entre los afios 2018 y 2019 (CABI, 2019); para el 2020
tiene incidencia en Australia y se espera que llegue hasta Europa; la expansion de la especie
tiene relacion con el comportamiento migratorio y sus largas distancias ya que las polillas tienen

la capacidad de volar méas de 100 km por hora en una noche (Buchaillot et al., 2022).
7.5.2.2 Descripcion morfologica

En condiciones naturales en el cultivo de maiz S. frugiperda en su etapa de huevo
presentan diametro de 0,4 mmy 0,3 mm de altura, de coloracién amarillo palido cremoso cuando
ocurre la ovoposicion y de color marron claro antes de la eclosion en la madurez del huevo se

requiere de 2 a 3 dias a temperaturas entre 20-30 °C.
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Este insecto plaga, presenta metamorfosis holometabola, es decir presenta los estadios
de huevo, larva, pupa y adulto. Los huevos depositados por la hembra habitualmente son de 150
-200 y estan cubiertos por una capa protectora de escamas con coloracion grisacea, la masa de
los huevos es depositada en la parte inferior preferiblemente o superior de las hojas. Las larvas
presentan coloracion verde claro a marrén oscuro con rayas longitudinales, en su sexto estadio
alcanzan los 4,5 cm de longitud, estas larvas tienen ocho propatas y un par de propatas en el
ultimo segmento abdominal; en su estado de pupa presentan longitud entre 1.3-1,5 cm en
machos y las hembras presentan longitudes entre 1,6-1,7 cm y presentan coloraciones marron
brillante, esta etapa de pupa ocurre en el suelo y su duracion puede darse de 8 a 9 dias durante
el verano en condiciones mas frescas tiene una duracién mas larga entre 20 a 30 dias, cuando
ya llegan a la etapa de imago o adulto los insectos machos tienen longitud de 1,6 cm y
envergadura de 3,7 cm y sus alas anteriores son moteadas (marrén claro gris), y las hembras
presentan longitud de 1,7 cm y envergadura de 3,8 cm las alas anteriores son menos marcadas

y tienen color marrén grisaceo uniforme hasta fino moteado gris y marron (CABI, 2019).
7.5.2.3 Clasificacion
La ubicacion taxonémica del gusano cogollero del maiz se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)

Dominio Eukaryota
Reino Metazoa
Filo Arthropoda
Clase Insecta
Orden Lepidoptera
Familia Noctuidae
Género Spodoptera
Especie Spodoptera
frugiperda
(J. E. Smith)

Fuente: CABI (2019).
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7.5.2.4 Morfologia y biologia

El gusano cogollero tiene varias generaciones por afo, su ciclo biolégico consiste en
huevo, seis o siete estadios larvarios, pupa y adulto, la duracién en el estado de huevo es de dos
a tres dias en los meses de verano. Una vez que el huevo eclosiona, el nimero de instares por
los que pasa la larva depende de la planta hospedante de la cual se alimenten; en maiz
comunmente tiene 6 instares, y estos requieren: 53.9, 42.6, 38.2, 38.6, 44.8, 58.9 unidades calor
(con temperatura base de 10.9 °C) para que se completen del 1 al 6, respectivamente. En estadio
de prepupa duran en promedio dos dias. Para pupar se entierran en el suelo, donde forman una
camara pupal en la cual permanecen de 10 a 15 dias aproximadamente, la profundidad de la
pupacion depende de factores como la textura, humedad y temperatura del suelo. Posteriormente
emergen como adultos. El ciclo de vida (Figura 4) lo completan en 30 dias durante el verano y
de 80 a 90 dias durante el invierno (DGSV-CNRF, 2020)

7.5.2.5 Ciclo de vida de S. frugiperda

El ciclo del gusano cogollero se presenta en la siguiente figura:

Adulto
(Varios dias)

K i ——
- = oY
N v
/m hembras viven de 10 12 dias Huevecillo
¥ ponen unos 1000 huevecilios (3-5 dias)

Gusano cogollero
Spodoptera frugiperda
(Duracién total: 24-40 dias)

Pupa
(7-13 dias)

R

= / cogollo
Larva \ S
(6 estadios: 14-22 dias)

Figura 4. El ciclo de vida del cogollero del maiz
Fuente: CropLife (2014)
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8. Marco legal

Acuerdo No. 186

El presente anteproyecto se rige bajo la normatividad establecida por la Universidad de
Pamplona en el reglamento estudiantil, segun el acuerdo nimero 186 de 02 de diciembre 2005.

Capitulo VI. Trabajo de Grado

Articulo 35. La Universidad de Pamplona establece en el plan de estudio de los
programas un requisito para la obtencién del titulo profesional, se debe presentar un trabajo
especial por parte del estudiante denominado “TRABAJO DE GRADO?”, en el cual se consolida
al estudiante su informacién integral, lo cual permite: Diagnosticar problemas y necesidades, a
partir, de los conocimientos adquiridos en la etapa académica, acopiar y analizar la informacion
para establecer soluciones a problemas y necesidades especificas, ademas de; desarrollar planes
y ejecutar proyectos, que le permitan demostrar su capacidad en la toma de decisiones.

PARAGRAFO PRIMERO. Segun las caracteristicas del trabajo de grado se puede
realizar de manera individual o en grupo. Corresponde al comité que se integren para realizar
uno solo. En todos los casos, se presentara un sélo informe.

PARAGRAFO SEGUNDO. “El Trabajo de Grado se podra matricular a partir del 8°.
Semestre, dependiendo de la modalidad que se emplee, hasta con méximo dos (2) asignaturas.
El Trabajo de Grado debera ser sustentado ante un Jurado, que esta compuesto por tres (3)
personas conocedoras del tema y decidir la calificacion: “Aprobado”, “Excelente” o
“Incompleto”, en llegado caso de que no se cumpla con los objetivos propuestos en la modalidad
en la cual se adelanta dicho trabajo, en tal caso, el estudiante tendra que matricularlo nuevamente
en el siguiente semestre académico.

Articulo 36. Modalidades de Trabajo de Grado: para este trabajo, se desarrolla bajo la
modalidad de investigacion, el cual comprende disefios y ejecucion de proyectos que ayuden
aportar soluciones a los problemas tedricos o practicos, adecuar y apropiar tecnologias y validar
conocimientos producidos en otros contextos (Universidad de Pamplona, 2005).

Decreto 1376 de 2013. El cual reglamenta el permiso de recoleccién de especimenes de
especies silvestres de la diversidad bioldgica con fines de investigacion cientifica no comercial.

En este decreto se toma espécimen de especie silvestre como: organismo silvestre de la
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diversidad bioldgica vivo o muerto o sus productos, partes, en adelante. Para su recoleccion es
importante la referencia de informacion basica inherente a los especimenes como la taxonomia,
localidad de colecta, fecha de colecta y colector, entre otras. También se dictan disposiciones
acerca de las Instituciones Nacionales de Investigacion entre las cuales estan las Instituciones
de Educacion Superior.

Resoluciones del Instituto Colombiano Agropecuario

Ley 9 de 1979: de las sustancias peligrosas -plaguicidas- articulos pirotécnicos.

Articulo 130°.- En la importacién, fabricacion, almacenamiento, transporte, comercio,
manejo o disposicidn de sustancias peligrosas deberan tomarse todas las medidas y precauciones
necesarias para prevenir dafios a la salud humana, animal o al ambiente, de acuerdo con la
reglamentacion del Ministerio de Salud.

Plaguicidas.

Articulo 136°.- El Ministerio de Salud establecera las normas para la proteccion de la
salud y la seguridad de las personas contra los riesgos que se deriven de la fabricacion,
almacenamiento, transporte, comercio, uso o disposicion de plaguicidas.

Articulo 138°.- El registro que aprobare el Ministerio de Salud para plaguicidas
destinados a uso agropecuario no exime a los interesados del cumplimiento de las disposiciones
que para tales productos tengan establecidas las autoridades de agricultura.

Articulo 139°.- El Ministerio de Salud podra realizar la importacion o fabricacion de
muestras de plaguicidas para fines de investigacion, experimentacion o registro. Cuando la
experimentacién con estos productos pueda causar dafio a la salud de los trabajadores, de la
poblacion o del ambiente tal actividad debe someterse a la vigilancia de las autoridades de salud,
las cuales exigiran la adopcion de las medidas necesarias para prevenir o remediar tales dafios.

Articulo 144°.- Los residuos procedentes de establecimientos donde se fabriquen,
formulen, envasen o manipulen plaguicidas, asi como los procedentes de operaciones de
aplicacion no deberan ser vertidos directamente a cursos o reservorios de agua, al suelo o al aire.

Ministerio de salud decreto 775 del 16 de abril de 1990

Por el cual se reglamentan parcialmente los Titulos I, V, VI, VIl y Xl de la Ley 09 de

1979, sobre uso y manejo de plaguicidas.
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Articulo 1° Del objeto del control y vigilancia epidemioldgica. El control y la vigilancia
epidemioldgica en el uso y manejo de plaguicidas, deberé efectuarse con el objeto de evitar que
afecten la salud de la comunidad, la sanidad animal y vegetal o causen deterioro del ambiente.

Articulo 2° Régimen aplicable al uso y manejo de plaguicidas. EI uso y manejo de
plaguicidas estaran sujetos a las disposiciones contenidas en la Ley 09 de 1979, el Decreto 2811
de 1974, Reglamento Sanitario Internacional, las demas normas complementarias previstas en
el presente Decreto y las que dicten los Ministerios de Salud y de Agricultura o sus institutos
adscritos.

Resolucion No. 0857 del 16 de mayo de 2018.

Por la cual se otorga el acceso a recursos genéticos y productos derivados para el
proyecto denominado: “Busqueda y caracterizacion de cepas de Bacilllus thuringiensis activas
contra insectos plaga de cultivos econdmicamente importante”

Articulo 2. EIl objeto del proyecto de investigacion de acuerdo con lo establecido en la
clausula primera del contrato de acceso a recursos genéticos y productos derivados No. 191 de
2018, es determinar la actividad bioldgica de proteinas Cry producidas por cepas locales de B.
thuringiensis sobre el nivel de sobrevivencia de larvas de primer instar de insectos plaga que

afectan cultivos de importancia econémica.
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9. Metodologia

9.1 Tipo de Investigacion

La presente Investigacion se enmarca como de tipo Investigacion cuantitativa
descriptiva, debido a que se pretendid obtener resultados a partir de la toma sistematica de datos
para analizarlos estadisticamente y determinar diferencias significativas entre los tratamientos
y el componente descriptivo se debe a la caracterizacion de las cepas en estudio.

9.2 Disefio Metodoldgico

9.2.1 Hipdtesis

En condiciones naturales es posible encontrar bacterias entomopatdgenas, las cuales
pueden ser evaluadas a nivel de laboratorio como potenciales agentes de control bioldgico de S.

frugiperda.
10.2.1.1 Hipdtesis Nula

Todos los Tratamientos tienen un efecto igual.
10.2.1.2 Hipdtesis Alterna

Hay al menos un Tratamiento con un efecto diferente a los demas

9.3 Sistema de Variables
9.3.1 \Variables Cuantitativas Continuas
9.3.1.1 Variables dependientes.

a. Porcentajes de Mortalidad.

b. Concentracion Letal Media (CLso).

c. Tiempo Letal Medio (TLso).
9.3.1.2 Variables independientes

a. Dosis de las tres cepas de B. thuringiensis.

9.3.2 Variables Cualitativas
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a. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas distintivas entre las tres cepas de

B. thuringiensis.

9.4 Disefio de la investigacion
9.4.1 Localizacion del ensayo

En el Cepario del Programa de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Basicas, se
encuentran depositadas las tres cepas locales purificadas. Dichas cepas fueron aisladas de suelos
en campos agricolas cultivados lechuga y con papa, y una tercera muestra de un suelo sin
intervencion agricola, con las cuales se prepararon de las concentraciones para el bioensayo;
mientras que, la cria masiva de S. frugiperda y la pruebas in vitro se desarrollaron en el
Laboratorio de Sanidad Vegetal del Programa de Ingenieria Agrondémica, Universidad de
Pamplona, localizados a 2.586 msnm, en el municipio de Pamplona Norte de Santander. El

estudio se realizara, bajo condiciones in vitro.

9.5 Disefio Experimental

El Disefio Experimental es un modelo estadistico completamente al azar, cada cepa con
cinco tratamientos (concentraciones) y cada tratamiento con 5 repeticiones y cada repeticion
con cinco larvas individualizadas. Cada Unidad Experimental estara constituida por una larva;
de tal manera que fueron 150 unidades experimentales en cada cepa, para un total de 450 larvas
neonatas. Cada unidad experimental consistié de un vaso plastico con tapa, de 50 mL, sus tapas
con un orificio circular de 1 cm de didmetro e internamente se le peg6 tela tul, para conseguir
condiciones similares al exterior. Cada una de las cajas contenia un disco de papel filtro de 5
cm de didmetro y un disco de hoja de maiz de 3 cm de didmetro. Los discos de hojas de maiz se
sumergieron en las diferentes concentraciones de las tres cepas, por espacio de 5 segundos antes
de introducirlos a su respectivo vaso de cada concentracion correspondiente, conteniendo una

larva recién emergida de S. frugiperda (Figura 5).
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Figura 5. Representacion gréafica del disefio experimental de una
concentracion de una cepa.
Fuente: Autor (2022)

Los tratamientos se obtuvieron a partir de una concentracion inicial alta, de cada una de
las cepas de B. thurigiensis, realizando cuatro diluciones seriadas, que se evaluaron como
tratamientos. En cada bioensayo se incluy6 un testigo absoluto (hojas sumergidas en agua

estéril).

Cada una de las tres cepas de B. thuringiensis tuvo cinco tratamientos (concentraciones),

las cuales fueron:
1x10%2 UFC/ml
1x10%° UFC/ml
1x108 UFC/ml
1x10* UFC/ml
Testigo absoluto

La seleccion de estas dosis estd fundamentada sobre la concentracién de la cepa

comercial Dipel®, y otras marcas comerciales que formulan sus productos con 1x108 UFC/ml,
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esto con la finalidad de uniformizar las concentraciones de las cepas locales, con la cepa

comercial de uso agricola.

9.5.1 Colectay Cria masiva de S. frugiperda

Para iniciar la cria de S. frugiperda, se colectaron huevos, larvas, pupas y adultos (Anexo
6,7) en los cultivos de maiz en el Centro de Investigacion en Sanidad Vegetal y Bioinsumos
(CISVEB) y en areas aledafias a Pamplona en horarios diurnos, recolectando en forma directa
los huevos, larvas y pupas que se localizan en el envés de las hojas de maiz, y otros gusanos
fueron extraidos del cogollo de las plantas de maiz, utilizando una lupa entomoldgica de 30x de
aumento para su mejor busqueda. Las larvas se buscaron principalmente en el envés ya que son
sensible a la luz solar, siendo colectadas con un pincel doble cero (00), depositandolas en frascos
de vidrio transparentes cubierta como tapa, una malla o toldillo para su oxigenacion,

adicionandoles hojas frescas de maiz como alimento.

La recoleccion de los adultos se realizd6 mediante el uso de una jama entomoldgica en
los cultivos, depositandolos en frascos plasticos con la misma caracteristica de los recipientes

anteriores en la tapa, los cuales se transportaron al laboratorio para empezar su cria masiva.

9.5.2 Técnica de Cria de S. frugiperda.

Los huevos y larvas obtenidos en campo se llevaron al Laboratorio de Sanidad Vegetal
del Programa de Ingenieria Agronémica, de la Universidad de Pamplona, donde se establecid
el pie de cria, hasta lograr una generacién de adultos de S. frugiperda, los cuales se sexaron y
se colocaron por parejas en jaulas (Anexo 8) o en frascos de vidrio de cuatro litros con hojas de
maiz, previamente sumergidas en una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5% para eliminar
posibles entomopatdgenos y luego fueron lavados en agua destilada, introduciendo dentro del
frasco una hoja de papel plegado para que las hembras realizaran las oviposturas, colocandole a
los frascos una tela tul asegurada con una banda de goma para evitar la condensacién de agua
dentro del frasco. Las masas de huevos recién puestos se individualizaron, recortando el pedazo

de papel que contenia la masa de huevos (Anexo 9), y colocandolos en vasos plasticos de 25
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mL con en su tapa (Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas, 2021). El pie de cria a nivel de
laboratorio se mantuvo hasta que se logré una produccién de huevos de la misma edad, para

tener minimo 500 larvas neonatas y poder iniciar el experimento.

9.6 Descripcion de las Actividades

9.6.1 Caracterizacion de tres cepas de Bacillus thuringiensis (Berliner), aisladas

de muestras de suelos agricolas y un suelo de bosque.
Primer objetivo

9.6.1.1 Aislamiento de las cepas de Bacillus thuringiensis (Berliner)

Se recolectaron tres muestras de suelo, la primera de suelo agricola con un huerto de
lechugas, la segunda muestra de un suelo agricola con cultivo de papa en la vereda
Monteadentro; Latitud 7.3426754 y Longitud 72.6629528, piso altitudinal 2618.94 msnm;
mientras la tercera muestra de suelo colectada en un suelo de bosque de pino con Latitud
7.3879636 y Longitud 72.661056, piso altitudinal 2678.7 msnm; los tres sitios pertenecientes al

municipio de Pamplona, Norte de Santander, Colombia.

Se procedio a la toma de muestras de los suelos agricolas, recogiendo la muestra sin
superar los 5 cm de profundidad, colocandola en frascos de vidrio estéril, tapandolas, y
transportandolas hasta el Cepario del Programa de Microbiologia. Para obtener la tercera cepa,
se recogié muestras de suelo en sistemas no disturbados por la actividad agropecuaria (bosque
de pinos), descartandose la capa superficial del suelo, sin superar los 5 cm de profundidad, se
tom6 muestra bajo condiciones estériles, colocandola en frascos plasticos estériles y

transportadas igualmente al Cepario.

Un gramo de suelo se mezcl6 con 10 mL de agua destilada estéril y se pasteurizo a bafio
maria a 65°C por 30 min. Luego, se dejé en hielo por igual tiempo y de estos so6lo 10 mL se
aforaron con agua destilada estéril a un volumen final de 200 mL. Esta suspension se depositd
en placas con agar LB (Luria Bertani) (10 g triptona, 5 g extracto levadura, 10 g NaCl, por litro)

y se dejaron crecer en una cdmara a 28°C.
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Las cepas que crecieron en el medio LB con caracteristicas morfoldgicas similares a B.
thuringiensis se cultivaron aisladamente en un agar nutritivo hasta su autolisis a una temperatura
de 28°C. Con el cultivo autolisado se prepar6 un frotis delgado sobre un portaobjeto. EI material
fijado se cubrid con una solucion de azul de Coomasie R-250 al 0,25% en 50% de etanol y 7%
de &cido acetico durante 10 min. Se lavo el exceso de colorante con agua y se dejo secar el frotis
a temperatura ambiente. Los cuerpos paraesporales se observaron con microscopio 6ptico con
1250X de aumento (Hernandez et al., 2012).

9.6.1.2 Seleccidn de cepas y microscopia

La seleccion de las colonias cultivadas en LB se bas6 en las caracteristicas
macroscopicas de las mismas, teniendo en cuenta que las colonias tipicas de B. thuringiensis
son grandes, irregulares, blancas, cremosas y opacas. Una vez seleccionadas las colonias que
por sus caracteristicas podrian corresponder al microorganismo de interés, se realizé una
siembra por agotamiento en agar LB y se incubaron a 30°C por 24 horas. Se realizaron pruebas
bioquimicas respectivas para cada cepa, prueba agar almidén, caldo nitrato, citrato simons,
caldo ureasa, hidrdlisis de gelatina, reduccién indol, manitol, fermentacion fructuosa,
fermentacion manosa, fermentacién maltosa, catalasa y esculina teniendo en cuenta las cepas
de control (Carreras et al., 2007; Rutte et al., 2020; Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas, 2021).

9.6.1.3 Caracterizacion microscopica de aislamientos locales

Se realizaron caracterizaciones microscépicas, inicialmente con una coloracion de Gram
de un cultivo de 24 horas de incubacion en medio LB, con el fin de confirmar las caracteristicas
morfoldgicas y la clasificacion de cada uno de los aislamientos en estudio. Posteriormente, se
realizd una tincion diferencial (safranina-verde de malaquita) de las colonias aisladas, que se
incubaron en agar LB durante siete dias a 30°C, para evidenciar la presencia de esporas y
cristales, los cuales se cuantificaran en tres campos Opticos mediante observacion en

microscopio optico (100X), asignando:
(+): 1-10 cristales y esporas por campo optico.
(++): 10-20 cristales y esporas por campo Optico.

(+++): Mas de 20 cristales y esporas por campo optico.
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Los aislamientos locales que presentaron méas de 20 cristales por campo Optico, se les
realizaron un segundo andlisis mediante observacion y registro fotogréfico con la técnica de
Hernandez et al., (2012).

La caracterizacion bioquimica de las tres cepas locales seleccionadas se hizo
considerando las caracteristicas bioquimicas comunes de B. thuringiensis: Agar almidén,

hidrolisis de gelatina, TSI, SIM, urea, fermentacion de glucosa, ramnosa, arabinosa y manitol.

9.6.2 Determinacion de la mortalidad de larvas neonatas de S. frugiperda,
causada por las tres cepas locales de B. thuringiensis, bajo condiciones in

vitro.
Segundo objetivo

Comparar la mortalidad causada a larvas neonatas de Spodoptera frugiperda (J. E.

Smith), por las tres cepas locales de Bacillus thuringiensis (Berliner), en condiciones in vitro.

Una vez emergidas las larvas, se registraron con un nimero y fecha, individualizandolas
en cajas plasticas de 5 cm de didmetro y colocandolas en discos de hoja de maiz de 3 cm de
diametro, los cuales previamente habian sido sumergidos en una solucién de hipoclorito de
sodio al 0,5% para eliminar posibles entomopatdgenos y luego fueron lavados en agua destilada,
dejandolos secar por media hora en una malla de plastico. Los discos de hojas de maiz se
colocaron sobre un disco de papel absorbente de 5 cm de didmetro dentro de las cajas plasticas,
con el fin mantener a la larva en un solo sitio y hacer un mejor manejo al momento de la
observacién. Tanto los discos de hoja de maiz como los del papel absorbente se cambiaron cada

tres dias, y se procedio a realizar el montaje del ensayo.

Las larvas para el bioensayo tuvieron un ayuno de tres horas, al término del cual fueron
colocadas en discos de hojas de maiz de 3 cm de diametro, previamente desinfectados con
hipoclorito de sodio al 0,5%, para evitar mortalidades causadas por factores como
entomopatogenos. Los discos de hoja de maiz fueron sumergidos durante cinco segundos en
cada uno de los tratamientos a diferentes concentraciones (1x10*? UFC/ml, 1x10%*° UFC/ml,
1x108 UFC/ml, 1x10* UFC/ml y un testigo).
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Una vez retirados los discos, se pusieron a secar a temperatura ambiente por dos horas.
Cada disco se coloc6 individualizado en cajas plasticas de 5 cm de didmetro, sobre discos de
papel filtro del mismo diametro y, sobre cada disco se coloco una larva de S. frugiperda neonatas
(Anexo 10). Es importante hacer la anotacion que todas las larvas utilizadas en este ensayo eran
neonatas recién emergidas del huevo, para uniformizar esta variable, ya que la tolerancia a los
toxicos aumenta con la edad de las larvas de lepidopteros. Cada caja pléastica fue identificada

con tratamiento, repeticion, nimero de larva y fecha de iniciacion del ensayo.

La mortalidad de una larva se comprobd con la observacion directa a traveés de una lupa
estereoscopica y con la ayuda de un pelo de pincel la larva fue molestada para comprobar si
respondia a estos estimulos, de todas maneras, estas larvas se mantenian aparte y se hacia un
seguimiento para estar seguros de su muerte. Ademas, la sintomatologia presentada por las
larvas afectadas, la apariencia inicial de color café claro y acortamiento del cuerpo, hasta
aparentar una sequedad intensa, también fueron los signos indicadores sobre la muerte de las
larvas. La mortalidad se evalué cada doce horas, hasta la muerte total de las larvas o la

emergencia de los adultos de S. frugiperda.

Las larvas permanecieron cuatro dias con los discos tratados en sus diferentes
concentraciones, para cumplir con el tiempo determinado de cuatro dias de exposicion a los
tratamientos. Al quinto dia y cada tres dias los discos de maiz fueron cambiados por discos de
3 cm de didmetro de hoja de maiz, desinfectados con hipoclorito de sodio al 0,5% y lavados en
agua destilada, para que las larvas contintien su desarrollo hasta el estado adulto o mueran en el

transcurso de los dias.

9.6.3 Célculo del CLso y el TLso de tres cepas locales de B. thuringiensis, sobre
larvas neonatas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), bajo condiciones in

vitro.
Tercer objetivo
Para determinar la CLso y el TLso, las mortalidades se tomaron hasta las 96 horas de

exposicion de las larvas, sin cambiar los discos tratados; ya que, dentro del concepto de la CLso,
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que es la dosis de un material determinado, administrado una sola vez, que provoca la muerte
del 50% de un grupo de animales de prueba. Al quinto dia se cambiaron el disco tratado por un
disco de maiz desinfectado, pero no tratado, los cuales se renovaron cada tres dias hasta la
formacion de pupas y adultos de S. frugiperda, que sobrevivieron a las diferentes
concentraciones de las tres cepas de B. thuringiensis. Al comprobarse la mortalidad de una
larva, se anotaron en el instrumento disefiado (Anexo 1), el tratamiento, la repeticion, el nimero

de larva en esa repeticion y hora de observacion de su muerte.

Los valores de CLso se determinaron con un Analisis Probit, transformando las cinco
concentraciones de cada cepa a logaritmo basel0 y las mortalidades se transformaron a Probit;
utilizando el Software SPSS Statistics 26.0, con el cual se realiz6 un Andlisis de Varianza, previa
comparacion de la normalidad de datos y homogeneidad de varianzas, seguido del test de
comparacion de medias de Tukey con un nivel de significancia p < 0,05. Se realiz6 analisis de
regresion para determinar la relacion entre la mortalidad y la concentracion de las diferentes
dosis, lo que permiti6 construir la respuesta concentracion-efecto. Para cada dosis, en cada una
de las tres cepas, que es la base para la determinacién de la CLso. Con los datos de mortalidad
acumulados cada doce horas (desde la hora doce de montado el bioensayo hasta la hora 96), se
determind el tiempo al cual muri6 el 50% de la poblacion (TLse) para cada cepa y concentracion

evaluada.

10. Resultados y Discusion
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Primer objetivo

10.1 Caracterizacion morfolégicamente tres cepas locales de Bacillus

thuringiensis (Berliner) de muestras de suelos agricolas y suelos no disturbados.
10.1.1 Porcentaje de identificacion.

Las tres cepas locales aisladas presentaron colonias caracteristicas del género Bacillus
sp.; las colonias presentaron color crema, borde irregular y redondeado, indicando la diversidad
de este microorganismo en el ambiente; Schnepf y Whiteley (1985), argumentan que la amplia
distribucion de B. thuringiensis en el ambiente no solo se debe a factores abidticos, sino también
a que los insectos que ingieren esporas de B. thuringiensis y mueren a causa de la infeccion,
liberan al medio ambiente la forma vegetativa de estas bacterias que posteriormente esporulan,
permaneciendo en este estado vegetativo hasta que puedan encontrar condiciones apropiadas

para su multiplicacion.

Rafael, et al., (2020), estudiaron 600 colonias del género Bacillus, encontrando 37 cepas
nativas que presentaron caracteristicas morfolégicas similares a las cepas estandares
comerciales de Bt (HD1y NA118). La caracterizacién morfologica y bioguimica de esas cepas
nativas presentaron el cristal paraesporal de forma bipiramidal de accion tdxica contra

lepiddpteros, y caracteristicas bioquimicas similares a las cepas estandares comerciales de Bt.

Las caracteristicas morfoldgicas de las tres cepas locales coinciden con las observadas
por Theunis et al., (1998); Iriarte et al., (1998); Schnepf et al., (1998); Salehi et al., (2008);
Muniady et al., (2011); Galvis y Moreno (2018); Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021) y
Navya et al., (2021), los cuales describen colonias circulares de color blanquecino, cremosas,
con bordes irregulares, margenes planos, ondulados y textura mucosa, con aspecto tipico de
huevo frito, en las diferentes investigaciones en donde aislaron colonias con caracteristicas

morfologicas pertenecientes a la especie B. thuringiensis.

10.1.2 Porcentaje de identificacion de Bacillus thuringiensis.
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En la Tabla 3, se presentan los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las tres
cepas del presente bioensayo, teniendo como patrén referente a los testigos positivos HD1 y
NA118 (Sauka et al., 2008; Vitelli-Flores et al., (2010); Romero-Bozzetta, 2017; Rafael et al.,
2020).

Tabla 3. Resultados de pruebas bioquimicas realizadas a las tres cepas del bioensayo.

) Tincio6
. Arabin . o . .
Si Glucosa | Ramnosa Manitol | Almidoén Gelatina Urea Sim nde
osa
gram
exp :I exp lit exp lit exp lit exp lit exp lit exp lit exp lit exp :I exp it
Cepa
+ +| + + - - - - + - + + + + + - + +| + +
1
Cepa
+ + | + + - - - - + - + + + + + - + +| + +
2
Cepa
+ + | + + - - - - + - + + + + + - + +| + +
3
Fuente: Autor (2022)
. . ., namero de pruebas positivas X100 . . ., 8 X100
% de identificacion = — . % de identificacion = =
numero de pruebas realizadas
80%

Los resultados son similares a las investigaciones realizadas por varios autores en cuanto
a las pruebas bioquimicas para B. thuringiensis, en las que demuestran que este bacilo es un
microorganismo con actividad de catalasa (Schnepf et al., 1998; Alvarez et al., 2011) y que las
distintas cepas de B. thuringiensis poseen la capacidad de fermentar glucosa, fructosa, trehalosa,
maltosa y ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidén, glucogeno, esculina y Nacetil-glucosamina
(Sauka y Benintende, 2008; Vitelli-Flores et al., 2010; Blackburn et al., 2013; Cabrera-Morales
y Giraldo-Vanegas, 2021).

Rafael, et al., (2020), estudiaron 600 colonias del género Bacillus, encontrando 37 cepas
nativas que presentaron caracteristicas morfoldgicas similares a las cepas estandares
comerciales de Bt (HD1y NA118). La caracterizacion morfologica y bioguimica de esas cepas
nativas presentaron el cristal paraesporal de forma bipiramidal de accidén toxica contra

lepidopteros, y caracteristicas bioquimicas similares a las cepas estandares comerciales de B.
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thuringiensis, estructuras similares internas observadas por Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas
(2021), después de la tincién simple con azul de metileno (Figura 6) en la cepa 3 proveniente

de suelo de bosque de pinos.

—{ crita |

Figura 6. Observacion en el microscopio optico Zeiss Primo Star 1000X.
Fuente: Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021).

En la Figura 7, se observa un cultivo de B. thuringiensis (CVCM 1813), en fase
estacionaria de crecimiento, visto en microscopio de contraste de fases a 1000x (Viteli-Flores
et al., 2010)

Figura 7. Cultivo de B. thuringiensis (CVCM 1813),
en fase estacionaria de crecimiento.
Fuente: Viteli-Flores et al., (2010).
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Una vez realizada la Tincién de Gram al microscopio optico Zeiss Primo Star 100 X, se
apreciaron células vegetativas con 18 horas de crecimiento (Figura 8).

Células vegetativas

Figura 8. Células vegetativas de la cepa 3 (bosque de pinos) con
18 horas de crecimiento.
Fuente: Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021).

La codificacion de B. thuringiensis se realizé basandose en la existencia y la morfologia
de la inclusién cristalina al lado de las esporas de cada una de las cepas aisladas (Figura 9), por
ser uno de los criterios mas utilizados en la caracterizacion de cepas de B. thuringiensis
(Carreras, 2008). Estos son cristales fueron observados por Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas
(2021) a 100x en las cepas locales aisladas (+++), mas de 20 cristales y esporas por campo

optico (Figura 9).
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Figura 9. Cristales en objetivos 100x de cepas locales.
Fuente: Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021).

Con la cuantificacion de cristales realizada se encontré que el 100% de los bacilos
locales esporulados presentaron mas de 20 cristales y esporas por campo oOptico (Carreras, et al.,
2008). De la misma manera los resultados concuerdan con otros autores como Ramirez et al.,
(2010); Vitelli-Flores et al., (2010); Azizoglu et al., (2011); Vazquez-Ramirez et al., (2015);
Rabinovich et al., (2017) y Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021) quienes al caracterizar
cepas nativas observaron los cristales bipiramidales tipicos de la mayoria de las cepas

pertenecientes a B. thuringiensis.

Segundo objetivo

10.2 Comparacion de la mortalidad causada a larvas neonatas de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith), por las tres cepas locales de Bacillus thuringiensis

(Berliner), en condiciones in vitro.

10.2.1 Mortalidad de larvas neonatas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith),

causadas por la cepa 1 de B. thuringiensis.

La mortalidad de larvas de S. frugiperda, causadas por las diferentes
concentraciones de la cepa 1 local (cultivos de zanahoria) es presentada en la Tabla 4; en donde
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se puede apreciar que realizado el Anova simple (Anexo 2) y la Comparacion de Medias con la
Prueba de Tukey (p < 0,05) (Anexos 3, 4, 5), se detectaron diferencias significativas,
generandose dos grupos; asi, el primer grupo conformado por el testigo con 4,00% de mortalidad
y un segundo grupo constituido por las concentraciones 1074, 1078, 10710, y 10712, las cuales
causaron el 100% de mortalidad de las larvas de S. frugiperda, a excepcién de la concentracion
10710 que causo el 92,00% de mortalidad, pero sin llegar a ser diferente significativamente de
este grupo. Los resultados obtenidos pueden indicar que la poblacion de larvas neonatas de S.
frugiperda demostré ser altamente susceptibles a bajas concentraciones por debajo de la

concentracion recomendada de la cepa comercial existente en el mercado nacional.

Tabla 4. Prueba de medias de Tukey para los porcentajes de mortalidad de larvas
de S. frugiperda en las diferentes concentraciones de la cepa 1, potenciales Bacillus
thuringiensis (Berliner), bajo condiciones in vitro.

Concentracion N Mortalidad
(UFC/mL) (%)
1 x 10% 5 100,00 @
1 x 10%° 5 92,002
1x 108 5 100,00 @
1 x 10* 5 100,00 @
0 5 4,00
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(p<0,05).

Nota: Cepa 1 (cultivo de lechuga).
Fuente: Autor (2022).
En la Tabla 5, se presentan las diferencias significativas (p < 0,05), entre los porcentajes

de mortalidad causados a larvas neonatas de S. frugiperda por las cinco concentraciones
probadas, detectandose igualmente dos grupos con diferencias significativas; un primer grupo
constituido por las concentraciones de 1074, 108, 10710 y 10712, las cuales causaron el 100%
de mortalidad; mientras que el segundo grupo con el Testigo absoluto que presentd una
mortalidad del 4%. Por los resultados obtenidos en el bioensayo, se puede especular que la
poblacién de S. frugiperda es igualmente altamente susceptible a concentraciones bajas

probadas.
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Tabla 5. Prueba de medias de Tukey para los porcentajes de mortalidad de larvas de S.
frugiperda, en las diferentes concentraciones de la cepa 2, potenciales Bacillus thuringiensis
(Berliner), bajo condiciones in vitro

Concentracion N Mortalidad
(UFC/mL) (%)
1 x 1012 5 100,00 @
1 x 10%° 5 100,00 @
1x 108 5 100,00 @
1x10* 5 100,00 @
0 5 4,00°
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(p<0,05).
Nota: Cepa 2 (cultivo de papa ).

Fuente: Autor (2022).
La cepa 3 (bosque de pinos) de B. thuringiensis causé mortalidades a las larvas neonatas
de S. frugiperda similares a las causadas por la cepa 2. De la misma manera, con dos grupos con
diferencias significativas (p < 0,05), un grupo con el Testigo con 4,00% de mortalidad y un
segundo grupo con las concentraciones 1074, 108, 10"10 y 10712, causando todas el 100,00%
de mortalidad (Tabla 6).
Tabla 6. Prueba de medias de Tukey para los porcentajes de mortalidad de larvas de

S. frugiperda, en las diferentes concentraciones de la cepa 3, potenciales Bacillus
thuringiensis (Berliner), bajo condiciones in vitro

Concentracion N Mortalidad
(UFC/mL) (%)
1 x 10% 5 100,00 @
1 x 10%° 5 100,00 @
1x 108 5 100,00 @
1 x 10* 5 100,00 @
0 5 4,00°
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(p <0,05).

Nota: Cepa 3 (bosque de pinos).
Fuente: Autor (2022).
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Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021) trabajando en el Laboratorio de Sanidad
Vegetal del Programa de Ingenieria Agronomica de la Universidad de Pamplona (Colombia)
con larvas de segundo instar de larvas de Plutella xylostella (L.) encontraron que esta cepa 3,
proveniente de suelo de bosque de pinos no intervenido en el municipio de Pamplona logré
mortalidades muy parecidas al presente ensayo, en donde las concentraciones de 1078, 10010 y
10712 mataron al 100% de las larvas; mientras que las concentraciones 10"4 y 10”6 causaron

la muerte al 84% y 88% de la poblacion en prueba.

Tercer objetivo

. Determinar la CLso y el TLso de tres cepas locales de Bacillus thuringiensis
(Berliner), sobre larvas neonatas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), bajo condiciones
in vitro.

10.3 Concentracion Letal Media (CLso)

CL son las siglas de "Concentracion Letal", asi la CLso es la concentracion de un material
determinado, administrado una sola vez, que provoca la muerte del 50% de un grupo de animales
de prueba. La CLso es una forma de medir el envenenamiento potencial a corto plazo (toxicidad
aguda) de un material. Cabe destacar que el CLso mide la concentracion letal, pero no otros

efectos secundarios graves, pero no letales.

En la Tabla 7, se presentan los datos de mortalidad transformados a Probit y las
concentraciones transformadas a logl0, para la cepa 1, potencial de Bacillus thuringiensis
(Berliner), bajo condiciones in vitro.

Tabla 7. Mortalidades transformadas a Probit y las concentraciones transformadas a
log10, para la cepa 1, potencial de Bacillus thuringiensis (Berliner).

Concentracion  Concentracion  Mortalida Mortalidad
(UFC/mL) (log10) d (%) (Probit)

1 x 10% 12 100 8,09
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1 x 10% 10 100 8,09

1x 108 8 92 6,41
1x 10 4 100 8,09
0 0 4 3,25

Nota: Concentraciones (UFC/mL) transformadas a log10; Mortalidad (%) transformadas a Probit.
Cepa 1 (Cultivo de lechuga).
Fuente: Autor (2022).

En la Tabla 8, se presentan los datos de mortalidad transformados a Probit y las
concentraciones transformadas a log10, para la cepa 2, potenciales de Bacillus thuringiensis
(Berliner), bajo condiciones in vitro.

Tabla 8. Mortalidades transformadas a Probit y las concentraciones transformadas a
log10, para la cepa 2, potenciales de Bacillus thuringiensis (Berliner).

Concentracion Concentracién Mortalidad Mortalidad
(UFC/mL) (log10) (%) (Probit)
1 x 10%? 12 100 8,09
1x 1010 10 100 8,09
1x 108 8 100 8,09
1x 10 4 100 8,09
0 0 4 3,25

Nota: Concentraciones (UFC/mL) transformadas a log10; Mortalidad (%) transformadas a Probit.
Cepa 2 (Cultivo de papa).
Fuente: Autor (2022).

Los datos de mortalidad transformados a Probit y las concentraciones transformadas a
log10, para la cepa 3, potencial de Bacillus thuringiensis (Berliner), bajo condiciones in vitro,

se observan en la Tabla 9.

Tabla 9. Mortalidades transformadas a Probit y las concentraciones transformadas a
log10, para la cepa 3, potencial de Bacillus thuringiensis (Berliner).

Concentracion Concentracion Mortalidad Mortalidad
(UFC/mL) (log10) (%) (Probit)
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1 x 10% 12 100 8,09

1x10% 10 100 8,09
1x 108 8 100 8,09
1x 10 4 100 8,09

0 0 4 3,25

Nota: Concentraciones (UFC/mL) transformadas a log10; Mortalidad (%) transformadas a Probit.
Cepa 3 (suelo bosque de pinos).
Fuente: Autor (2022).

10.4 Determinacién de la CLso

Una vez realizadas las Pruebas Probit con los datos transformados, se encontrd las
Ecuaciones de Regresion, los Coeficientes de Determinacion (R?) y las Concentraciones Letales

Medias (CLso), para cada una de las tres cepas.

Los resultados obtenidos en las pruebas para encontrar la CLso, arrojaron que la CLsg
para la cepa 1 es de 7.620 UFC/mL, para matar el 50% de la poblacion de S. frugiperda de la
prueba; la CLso, para la cepa 2 y cepa 3 fueron de 6.234 UFC/mL para ambas cepas. Estos
resultados indican que las tres cepas probadas de B. thuringiensis contra las larvas neonatas de
S. frugiperda, fueron altamente toxicas, pues las CLso de las tres cepas son inferiores a la
concentracion mas baja probada en el bioensayo. Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021)
hallaron una CLso de 150.533 UFC/ml trabajando con larvas de segundo instar de Plutella
xylostella (L.). Estos resultados refuerzan el principio de que las larvas neonatas son muy
susceptibles a dosificaciones bajas o subdosis, aspecto muy importante en el manejo de larvas
lepiddpteras en los agroecosistemas, lo que redunda en un control temprano, menos dafio a los
cultivos reflejandose en productos menos afectados, logrando mejorar el retorno econémico de

los agricultores.

De la misma manera, las regresiones resultantes de la relacion concentraciones y
porcentajes de mortalidad causados por las tres cepas locales de B. thuringiensis arrojaron las
correspondientes Ecuaciones de Regresion y= 0,33x+4,52 y un Coeficiente de Determinacién

(R?) igual a 0,58, para la cepa 1; y=0,35x + 4,71 y R?=0,62, para la cepa 2; mientras que para la
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cepa 3 fueron y=0,35x + 4,71 y un R?=0,62; indicando estos resultados que no existe un ajuste
no muy aceptable del modelo entre las dos variables (Tabla 10).

Tabla 10. Concentraciones letales (CLso) de las tres cepas locales de B. thuringiensis,
para larvas neonatas de S. frugiperda, en condiciones de laboratorio.

Cepa Ecuacion R? CLso
B. thuringiensis Regresion (UFC/mL)
1 y=0,33x+4,2 0,58 7,62
2 y=0,35x + 4,71 0,62 6,23
3 y=0,35x + 4,71 0,62 6,23

Nota: Cepa 1 (cultivo lechuga), Cepa 2 (cultivo papa), Cepa 3 (bosque de pinos).
Fuente: Autor (2022).

10.5 Determinacion del Tiempo Letal Medio (TLso).

El Tiempo Letal Medio (TLso), es el valor medio del intervalo de tiempo, durante el cual
se espera que muera el 50% de una poblacion dada, tras la administracion aguda de un agente
quimico a una determinada concentracion y bajo un conjunto de condiciones definidas.

Con los datos de mortalidad acumulados cada doce horas (desde la hora 12 de montado
el bioensayo hasta la hora 96), se determiné el tiempo en el cual murié el 50% de la poblacién
(TLso) para cada una de las cuatro concentraciones de las tres cepas de B. thuringiensis
evaluadas, igualmente mediante analisis de regresion entre la relacién mortalidad acumulada y
tiempo de muerte.

En la Tabla 11, se presentan las Ecuaciones de Regresion, el Coeficiente de
Determinacion (R?) y los TLso de todas las concentraciones probadas de la cepa 1 de B.
thuringiensis. Se determind que la concentracion de 10712 UFC/mL mata al 50% de la
poblacion a las 13 horas con un coeficiente de determinacion (R?=0,51); mientras que la

concentracion 10”8 causa la muerte al 50% de la poblacién del bioensayo a las 56 horas.

Tabla 11. Tiempo Letal Medio (TLso), en larvas neonatas de S. frugiperda, sometidas a cuatro
concentraciones de la cepa 1 de B. thuringiensis, en condiciones in vitro.
Concentracion Ecuacion R? TLso
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(UFC/mL) Regresion (Hora)

1074 y=1,53x + (-39) 0,82 58
1078 y=1,41x -28,57 0,81 56
10710 y=0,86x+22,27 0,55 32
102 y=0,82x + 39,14 0,51 13

Nota: Cepa 1 (cultivo lechuga).
Fuente: Autor (2022).

El TLso para las cuatro concentraciones de la cepa 2 de B. thuringiensis se pueden
observar en la Tabla 12. Se determind que la concentracion de 10712 UFC/mL mata al 50% de
la poblacion a las 32 horas con un coeficiente de determinacion (R?=0,65); mientras que la
concentracion 1078 causa la muerte al 50% de la poblacion del bioensayo a las 61 horas,
alargandose el TLso aproximadamente al 100%. De la misma manera se presentan las
Ecuaciones de Regresion, el Coeficiente de Determinacion (R?) y los TLso de todas las

concentraciones probadas.

Tabla 12. Tiempo Letal Medio (TLso), en larvas neonatas de S. frugiperda, sometidas
a cuatro concentraciones de la cepa 2 de B. thuringiensis, en condiciones in vitro.

Concentracion Ecuacion R? TLso
(UFC/mL) Regresion (Hora)
10M y=1,33x-37,29 0,78 66
1078 y=1,26x - 0,79 61
27,14
1010 y=1,40x-30,14 0,90 57
10712 y=1,13x+13,71 0,65 32

Nota: Cepa 2 (cultivo de papa).
Fuente: Autor (2022).

De la misma manera que la mortalidad fue de 100% y los CLso en las cepas 2 y cepa 3
fueron de 6.234; los TLso de la cepa 2 y cepa 3 son iguales; pues la concentracion de 10712

UFC/mL en ambas cepas mata al 50% de la poblacion a las 32 horas (Tabla 13).
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Igualmente, Cabrera-Morales y Giraldo-Vanegas (2021) determinaron un TLso de 19
horas con la concentracion 1078 con la cepa 3 local de bosque no intervenido para matar al 50%
de la poblacion de las larvas de segundo instar de P. xylostella, demostrando que esta cepa 3

también fue muy letal para la poblacion de prueba de S. frugiperda.

Tabla 13. Tiempo Letal Medio (TLso), en larvas neonatas de S. frugiperda, sometidas
a cuatro concentraciones de la cepa 3 de B. thuringiensis, en condiciones in vitro.

Concentracion Ecuacion R? TLso
(UFC/mL) Regresion (Hora)
10M y=1,15x-35,86 0,72 75
1078 y=1,38x-28,57 0,82 57
10710 y=1,41x-22,57 0,87 51
10712 y=1,13x+13,71 0,65 32

Nota: Cepa 3 (bosque de pinos).
Fuente: Autor (2022).
En las Figuras 10, 11 y 12; se presentan las Regresiones de la interaccion Mortalidad

acumulada-Hora de muerte causados por las tres cepas locales de B. thuringiensis, para larvas

neonatas de S. frugiperda, en condiciones de laboratorio.

A manera de ejemplo se discuten las concentraciones 1078 de las tres cepas locales de
B. thuringiensis contra larvas neonatas de S. frugiperda, en donde se aprecia que los
Coeficientes de Determinacion (R?) de las tres cepas son similares, igualmente sus TLso, los
cuales fueron 56; 61 y 57 horas, respectivamente para las cepas 1, cepa 2 y cepa 3.
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Figura 10. Regresion de la interaccion Mortalidad acumulada-Hora de muerte
para larvas neonatas de S. frugiperda sometidas a la concentracién 1078 de la
cepa 1 de B. thuringiensis, bajo condiciones in vitro.

Nota: Cepa 1 (cultivo de lechuga).
Fuente: Autor (2022).
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Figura 11. Regresion de la interaccion Mortalidad acumulada-Hora de muerte
para larvas neonatas de S. frugiperda sometidas a la concentracion 10”8 de la
cepa 2 de B. thuringiensis, bajo condiciones in vitro

Nota: Cepa 2 (cultivo de papa).
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Fuente: Autor (2022).
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Figura 12. Regresion de la interaccion Mortalidad acumulada-Hora de muerte
para larvas neonatas de S. frugiperda sometidas a la concentracion 10”8 de la
cepa 3 de B. thuringiensis, bajo condiciones in vitro

Nota: Cepa 3 (bosque de pinos).
Fuente: Autor (2022).
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11. Conclusiones
Las dos cepas aisladas de suelos agricolas cultivadas con lechuga y papa y la cepa aislada
de suelos de bosque de pinos, presentaron caracteristicas similares a bacilos del género Bacillus;
las colonias presentaron color crema, borde irregular y redondeado. Ademas, con base en la
morfologia y la inclusion del cristal al lado de las esporas en las tres cepas estudiadas, se
concluyd con altas posibilidades sean cepas de Bacillus thuringiensis.

Todas las concentraciones de las tres cepas probadas causaron mortalidades del 100% a
larvas neonatas de S. frugiperda; solamente la concentracion 1x10° UFC/ml de la cepa 1 causé
el 92% a larvas neonatas, pero sin llegar a ser significativamente diferente de las demas

concentraciones.

Los valores de CLso obtenidos, permiten afirmar que los aislamientos de las cepas
provenientes de suelos agricolas y de suelo de bosque de pinos, exhiben un modo de accién

insecti

cida pudiendo ser un recurso promisorio para el control de poblaciones de S. frugiperda

en campo, pues todas causaron mortalidades superiores al 92% de la poblacion bajo ensayo.

La concentracion 1x10® UFC/ml de las tres cepas del bioensayo manifestaron los
siguientes Tiempos Letales Medios; los cuales fueron muy similares; asi, los TLso, fueron 56;
61 y 57 horas, respectivamente para las cepas 1, cepa 2 y cepa 3; motivo por el cual las tres
cepas se presentan como una excelente alternativa como controlador bioldgico de S. frugiperda,
las cuales deben ser incluidas en futuros trabajos de investigacion, pues matan al 50% de la
poblacion entre el segundo y tercer dia de su aplicacion.
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12. Recomendaciones
Es urgente realizar alianzas con otros programas de la Universidad de Pamplona para

lograr investigaciones interdisciplinarias.

Se recomienda la continuacion del presente trabajo, para avanzar en otros aspectos
relevantes para lograr el escalamiento de la presente investigacion y descubrir el potencial oculto

de estos aislamientos tOXicos.

Es necesaria la busqueda de nuevas alternativas para el manejo del cogollero del maiz y

otras plagas, en los agroecosistemas.

Se sugiere realizar estudios bioecoldgicos asociados al gusano cogollero del maiz, para
dar respuestas a los productores de la Provincia de Pamplona y contribuir a disminuir los dafios

causados por este insecto y al uso indiscriminado de insecticidas de sintesis.
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