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RESUMEN

Bacillus thurinEien_sis es ampliamente utilizado dentro_de los esquemas de lucha biolé%ica para el con-
trol de plagas de Lepidopteros en agricultura. La evaluacion de productos comerciales abase del mismo,
asi como de suspensiones obtenidas en laboratorio, se debe realizar mediante un bioensayo.

_ En el presente trabajo se dan condiciones para la cria y ensayos bioldgicos con Galleria mellonella, Je-
pidoptero sensible a la cepa empleada. La metodologia presentada permite llevar a cabo las determinacio-
nes mediante un método sencillo 6/ reproductible. Para las condiciones empleadas se obtiene una concen-
tracion letal 50 (CL50) =2,27 x 108 esporos/g de alimento.

ARTIFICIAL BREEDING OF Galleria melonella AND ITS APPLICATION IN THE
DETERMINATION OF BIOINSECTICIDAL ACTIVITY OF SUSPENSIONS
OF Bacillus thuringiensis var. kurstaki

SUMMARY

Spore-crystall preparations of Bacilus thuringiensis are widely used in the control of lepidoptera in
Agriculture. The evaluation of commercial products as well as the preparations obtained in our laboratory
were done by means of bioassays in order to know the insecticidal activity of such Freparatlons. o

This paf)er gives details concerning the breeding and biological tests using Galleria mellonella wich is
a susceptible lepidopterus to the strain used. , ,

~ The methodology used is smgle and reliable. The lethal concentration (LC50) obtained under the con-
ditions employed was, 2,27 x 108 spores/g of the artificial diet.

INTRODUCCION mo resultado le produce sintomas patolé%l-

, , , .. cos, Dependiendo de la especie de ingecto

_Es bien conocido que Bacillus thuringien- y de la dosis ingerida, la respuesta toxica

sis produce durante su crecimiento un cristal puede variar desde una cesacion temporaria

proteinico intracelular, delta-endotoxina, el de la alimentacion hasta una completa para-
cual es toxico para una amplia variedad de lisis J/ muerte (Sneh et al, 1981). ,

larvas de Lepidopteros %An us, 1968 Pendle- sualmente un solo cristal es producido

ton, 1969; Sneh etal, 1 8.1%. . por célula durante la esporulacion. La forma-

“Cuando una larva ingiere esta toxina, la cion de esta delta-endotoxina Y su actividad

misma es disuelta en el jugo intestinal y co- larvicida, pueden variar no solamente entre

(1) CINDEFI (CONICET, CIC, UNLP), 47 y 115, Facultad de Ciencias Exactas. 1900 - La Plata.
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diferentes cepas, sino también con el tipo de
medio de cultivo y con las condiciones de
operacion durante” la obtencion del bacilo
(Dulmage, 1971). -
Si bien la bl/bllo?rafia especializada presta
especial atencion a wilf
risticas ﬂarthulares_ del cristal, en los Gltimos
afios se han identificado algunas variantes de

Bacillus thuringiensis con capacidad de pro-

ducir exotoxinas. Los estudios_de toxicidad
efectuados con éstas sobre distintas especies
de insectos, han puesto de manifiesto que fas
exotoxinas pueden ser empleadas con éxito

en el control de la mosca comdn (Musca do-

mestica) (Zamola etal, 1983).
La produccion de microorganismos como

agentes de control bioldgico s menos sofis-

ticada que la de los agentes quimicos, esto
junto a su selectividad”y bajo desarroflo de

resistencia por insectos ha contribuido a im-
pulsar su obtencion a escala industrial (Ar-

cas et al, 1984; Goldberg et al, 1980; Obeta
etal, 1984;Dubois, 1968)

La evaluacion de los productos comercia-
les como la de los caldos fermentados se de-

be realizar mediante ensayos hioldgicos, ya
que .como ha sido_ demostrado en trabazos
previos, la determinacion de la concen
cion de esporos no es en todos 10s casos un
parametro adecuado EDuImage, 1970).

En el presente trabajo se dan condiciones

para llevar a cabo la cria y ensayos bioldgi-

cos con_ Galleria mellonella. Este lepiddpte-
1o, sensible a Bacillus thuringiensis (Burger-
1on etal, 1967; Rogoff et al, 1969), presenta
a ventaja dg su facil adaptacion a una cria
en laboratorio con dieta artificial (Dutky et

al, 1962). Este trabajo tiene ademds como

o_bjletivo presentar unensayo bioldgico acce-
sible, empleando un lepiddptero de facil ma-

nejo en relacion a Trichoplusia-ni.

MATERIALES Y METODOS
Organismo y condiciones de cultivo
Para la realizacion del presente trabajo s

empled una cepa de Bacillus thuringiensis va-
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as Ipropledades y caracte-

[a-

riedad kurstaki (HD-1) ?entilmente cedida
Por el Northern Regjonal Research Labora-
ory (Peoria, Illinois). La obtencion de las
suspensiones esporo-Cristal para su posterior
utilizacion en la realizacion de ensaYos bio-
Iog||c0§ se llevo a cabo de acuerdo a fa meto-
dologia empleada por Arcas et al (1984) en
un trabajo previo, con un medio de cultivo
compuesto por glucosa, extracto de levadura
y sales. _ o

El recuento de esporos viables se realizo
por unidades formadoras_de colonias, des-
pugs del tratamiento térmico de las muestras
a60° Cdurante 10 minutos.

Cria de larvas

Para la iniciacion de la cria, se obtienen
larvas de panales de abejas infectadas natu-
ralmente por Galleria mellonella (en el pre-
sente estudio los panales provenian de apia-
rios de la localidad de Venado Tuerto, Pro-
vincia de Santa Fe). Estos panales se mantie-
nen a 30° C hasta la aparicion de mariposas,
a partir de las cuales previo apareamiento, se
obtienen huevos. El procedimiento empiea-
do para la cria es una modificacion del pro-
puesto por Dutky et al (1962). Se colocan
de 10 & 12 mg de huevos proximos a eclosio-
nar (300 huevos) en un frasco de cria de
aﬁrommadamente 1.500 cm3 con taBa an-
cha, preferentemente metalica, con 20 a 30
B_erforamones de 4 mm de diametro, y cu-
ierta con una malla de alambre y papel de
filtro, de modo tal de lograr un Cierre ade-
cuado para evitar el escape de larvas recién
nacidas. ,

Sobre los huevos se coloca el alimento,
constituido For (9): miel pura 75, glicerol 31,
H20 25, extracto de levadura 3y Nestum (3
cereales) 125. Estos elementos deben mez-
clarse en la S|PU|ente secuencia: mezclar la
miel, el glicerol'y el agua en un bafio a 50°C;
enfriar a40° Cy agregar el extracto de leva-
dura; esparcir el liquido sobre una bande{a
con el Nestum y Proc_ede[ al amasado hasta
Iogirar una consistencia firme, darle forma
del frasco y depositar la masa sobre los hue-
vos. Este medio provee el alimento necesario
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Para cubrir el perjodo desde a eclosion has-
a la formacion de la pupa sin necesidad de
agregados. El frasco es incubado a 30° Cen
completa oscuridad. Aproximadamente a la
semana se inicia la eclosion de los hugvos. A
los 20 dias se debe sacar el papel de filtro de
la tapa. A los 40 dias, las larvas comienzan a
tejer sus capullos. A los 50 dias comienza el
empupamiento y a los 70 a 80 dias hay ple-
na aparicion de mariposas dentro del frasco.

Na vez que aparecen las mariposas se ha-
ce pasar una corriente de C02 hasta lograr el
total adormecimiento de las mismas. Luego
se destapa el frasco, se lo invierte y se reco-
lectan las mariposas, Estas son colocadas en
nimero de 10 a 12 (cuidando que existan
amhos Sexos) para su afareamlento en cajas
de material plastico de 15x 10 x 5¢m. En'la
tapa se coloca un J)ap_el parafinado plegado
pegado con cinta adhesiva, .

Las cajas de apareamiento se incuban a
30° C enoscuridad (sin ahmento? por espa-
cio de 5a 7 dias, al_cabo_del cual ha ocurri-
do una completa oviposicion sobre el Ipapel.
Se retiran Iue?o los "huevos y se los limpia
superficialmente con una corriente, de aire
(0 bien por inmersion durante 1 minuto en
agua lavandina al 5% y lavado en agua co-
rriente durante 20 mmutos?. y

Es conveniente la desinteccion permanen-
te de todo el material para prevenir funda-
mentalmente infecciones flngicas.

Cria de larvas para bioensayos

Se utilizan los mismos frascos que para la
cria, 0 bien cajas de Petri grandes. Se colo-
can 30 mg de huevos (aproximadamente
1.000 NUEVOS), y sobre estos una fina capa
de alimento, constituido por (g): miel pura
15, glicerol 6,3, H20 5y Nestum 25, prepa-
rado en el orden mencionado anteriormente.
Los frascos 0 las cajas son colocados en cuar-
to estufa a 30° C, dy al cabo_de 25 dias (15
a 18 dias a partir de la eclosion) se obtienen
larvas de aproximadamente 8 a 10 mm de
longitud, apropiadas para la realizacion del

bioensayo).

Bioensayos

Para su realizacion s toman cajas de Petri,
en nimero adecuado segun la cantidad de
tratamientos dy repeticiones necesarias, que
dlependeran el disefio experimental a em-
plear. : L

En cada caja se coloca una masa constitui-

da Bor H): sacarosa 1,75, H20 1,75, glicerol
2,10 y Nestum 4,40. Se depositan Iuegio en-
tre 10 y 12 larvas de las obtenidas en el pun-

to anterior, constituyéndose esta caja en la
unidad experimental. Las suspensiones que
se deseen testear deben ser agregadas en el
H20 0 bien sustituir a ésta en las proporcio-
nes adecuadas para no alterar la consistencia
de la masa. o

Las cajas se llevan a estufa, y diariamente
se realizan recuentos de larvas muertas (es
conveniente retirarlas porque de lo contrario
son ingeridas por el resto de las larvas) o
también se puede realizar mediciones de pe-
s0. Estos datos son sometidos al andlisis de
la variancia (Gomez, 1978(]_0 en la determi-
nacion de dosis letales mediante la regresion
lineal (Dagnelie, 1975).

RESULTADOS

En el Cuadro N° 1y Figura 1se muestra
la variacion del %de mortandad y Probits en
funcion de la concentracion de esporos en la
dieta empleada.
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Figura L: Probits versus Logaritmo de la concentracion de esporos en la dieta empleada.

~ En la Figura 2 se aprecia la variacion en el

tiempo del % de mortandad para tres formu-
laciones diferentes. Se ve que las curvas obte-
nidas son similares con los 3 productos em-
pleados.

DISCUSION

La determinacion de la actividad larvicida
de Bacillus thuringiensis puede ser estimada
de datos de esporulacion 'y de la presencia o
ausencia de delta-endotoxina. Sin embargo,
como ya ha sido mencionado (Dulmage,
1970) el parametro mas adecuado para la
evaluacion de la actividad es el bioensayo.
Los métodos citados en bibliografia (Rogoff
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et al, 1969; Schesser et al, 1977) se remiten
en Peneral a procedimientos experimentales
de fos mismos, sin especificar condiciones de
cria de larvas, que permitan mantener a [as
mismas en el laboratorio, para su posterior

emEIeo. - S

| procedimiento de cria resefiado pre-
senta ventajas importantes, ya que requiere
muy poca mano de obra, se’lleva a cabo en
recintos oscuros sin necesidad de fotoperio-
do, y a temperatura constante sin variaciones
en fa amplitud térmica. Ademas el periodo
comprendjdo entre la eclosion de los huevos
y la aparicion de mariposas, transcurre en
un Unico recipiente, sin necesidad de reali-
mentacion, o que reduce a un minimo los
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elementos necesarios y la atencion requerida.
Estas condiciones lo hacen propluo.Para test
biologicos de suspensiones de Bacillus thu-
ringiensis y otros ensayos.

~ ES de destacar que es posible mantener
sin inconveniente, hasta aproximadamente 7
generamones de Galleria mellonella, a partir
e la cual comienza un decrecimiento de la
fecundidad, manifestada a través de una me-
nor oviposicion, disminucion en el porcenta-
je de huevos eclosionados y retardo, en el
apareamiento y oviposicion Qe |as mariposas.

na forma dé subsanar este inconveniente
es renovar la P,oblamon en primavera, época
en la cual es facil obtener panales de abejas
atacados por este lepidoptero. ES conve-
niente hacer en esos casos Una nueva determi-
nacion de la concentracion letal 50 ﬁCLSO)

ya que. pueden surgir diferencias con la nue-
vw%&m

La técnica empleada en los bioensayos en
este trabajo puede ser facilmente utilizada en
la comparacion del poder insecticida de sus-
pensiones esporo-cristal de Bacillus thurin-
g!ensm, tal como muestra la Figura 2. Tam-

ien se puede emplear para cuantificar el
poder larvicida de una suspension esporo-
cristal de Bacillus thuringiensis (Cuadro N° 1,
Fygura 1). Se aprecia de los resultados obte-
nidos, que la actividad toxica de la cepa
(para los medios empleados) esta asociada
con los niveles de esporulacion alcanzados.

Cuando_se grafica Probits vs. log concen-
tracion %FI ura 1) se obtiene una CLS0 =
2,27 x 108 esporos/g de alimento, valor al-
tamente reproducible en las condiciones em-
pleadas. El coeficiente de regresion obtenido
es 1 =0,977, valor altamente significativo al

01 (e pr¢ babllldad,,segan el métpdo ?et
&zlG}M%mmnemmmwm-
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lada de Probits vs. log concentracion para
I4ar9y5as de Galleria mellonella esY =1,19x —

Es importante sefialar que la mortandad
de las larvas expuestas a las suspensiones es-
Foro-crlstal no refleja todos los modos de ac-
vidad. En todos los casos las larvas sobrevi-
vientes no crecen ni se alimentan, estos he-
chos comienzan a notarse a partir de las 24
a 48 horas incluso en las que posteriormente
mueren, Una manera de evaluar la inhibicion
de la alimentacion, es determinando el tama-
fio 0 peso de las larvas sobrevivientes en rela-
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cion al de los testigos (Sneh et al, 1981).
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mientos testigos para las condiciones presen-

tadas, no supero el 5%. .
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La metpdolo%m desarrollada en este tra-
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