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NOTAS CIENTIFICAS Y DIVULGACION

ANTECEDENTES SOBRE BACILLUS THURINGIENSIS, UNA BACTERIA
SELECTIVA PARA CONTROLAR INSECTOS

L. LamBoroT' y J.E. ArRava?

RESUMEN

El presente trabajo contiene una revision de literatura sobre Bacillus thuringiensis Berliner, bacteria
utilizada para controlar ciertos insectos en forma selectiva. Se incluyen antecedentes sobre su descubri-
miento y clasificacién, descripcién del modo de accién en larvas de lepidopteros, aplicacién y determi-

nacién de potencia insecticida.

SUMMARY

This article contains a literature review on Bacillus thuringiensis Berliner, bacterium utilized for
controlling selectively certain insects. Notes on the discovering and classification, description of mode
of action in caterpillars, field treatment and determination of insecticide potency are included.

INTRODUCCION

La existencia de enfermedades bacterianas en
insectos fue notada aparentemente por prime-
ra vez por Metchnikoff en 1879, quien observo
una larva de Anusoplia austriaca Hbst. (Coleopte-
ra, Scarabaeidae), infectada con Bacillus saluta-
rius Metchnikoff. En 1893, otros investigadores
encontraron B. tracheitus sive graphitosis y B. sep-
ticus insectorum causando enfermedades en in-
sectos. En 1912, d’Herelle encontr6 Aerobacter
aerogenes var. acridiorum (d’Herelle) en Schisto-
cerca pallens Thumb (Sweetman, 1958).
Bacillus thuringiensis, microorganismo capaz
de inducir enfermedad al ser aplicado sobre
poblaciones de ciertos grupos de insectos, fue
aislado a comienzos de siglo de larvas muertas
de la polilla mediterranea de la harina, Anagasta
(Ephestia) kuhniella (Zeller), por Berliner en Ale-
mania. En 1951 Steinhaus revivi6 el interés de
B. thuringiensis var. thuringiensis Berliner como
patogeno de insectos (Heimpel y Angus, 1963).
Esta bacteria es usada actualmente para contro-
lar insectos de manera similar al uso de insecti-
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cidas convencionales (Maddox, 1975; Ware,
1978).

Clasificacion

Se han descrito numerosas especies de bacterias
extracelulares asociadas con insectos, la mayo-
ria saprofitas, comensales o simbiontes, locali-
zadas en el tracto digestivo (Sweetman, 1958).
Muchas de ellas no formas esporas y son a me-
nudo consideradas patégeno potenciales (Bu-
cher, 1960). Mientras estas bacterias permane-
cen en el mesenteron, son relativamente poco
importantes, sin embargo, cuando se introdu-
cen en la sangre del insecto, muchas de ellas se
vuelven extremadamente patégenas. Factores
como temperaturas extremas, presencia de
otros microorganismos, parasitos o deficiencia
alimentaria pueden hacer que estas bacterias
penetren a la cavidad hemocélica (Steinhaus,
1958). Estas bacterias que no forman esporas
tienen distribucién cosmopolita, pero son de
baja capacidad invasora, por lo que se han desti-
nado pocos esfuerzos para su utilizacién como
agentes de control microbiolégico. Bacilos for-
madores de esporas son bastante comunes en
insectos, pero son menos patégenos que los
bacilococos, grupo al cual pertenecen la mayor
parte de las bacterias entomopatégenas. Las
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bacterias patégenas de insectos pertenecen al
orden Eubacteriales, el que incluye la familia
Bacillaceae, la cual se caracteriza por producir
endosporas (Sweetman, 1958). La mayoria de
las especies del género Bacillus atacan el sustra-
to mediante secrecién de enzimas para disolver
compuestos complejos y hacerlos asimilables
para ser aprovechados por la bacteria en desa-
rrollo (Heimpel y Angus, 1963; Ware, 1978).

Las bacterias formadoras de esporas més im-
portantes como patégenos de insectos son B.
popilliae, que causa la enfermedad lechosa en
gusanos blancos y B. thuringiensis, que es pat6-
gena para muchas especies de larvas de Lepi-
doptera (Maddox, 1975)*.

Sustancias toxicas producidas por
Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis Berliner, conocido también
como Serotipo H-3, HD-1 o B.t. var. kurstaki, es
una bacteria formadora de esporas de amplia
distribucién que ataca larvas de muchas espe-
cies de Lepidoptera. Ha sido utilizada extensi-
vamente en diversos cultivos agricolas, especial-
mente contra cuncunillas en cruciferas hortico-
las, alfalfa, fréjol, tabaco, tomate, etc., y tam-
bién en algunas plagas forestales (Sweetman,
1958; Lecadet y Martouret, 1967; Bischop etal.,
1973; Arretzetal., 1975; Thompson et al., 1977;
Dubois, 1981; Lewis et al., 1984).

Esta bacteria forma un cuerpo parasporal
cristalino (Salama et al., 1984) que es toxico para
larvas de Lepidoptera (Maddox, 1975; Mardan
y Harein, 1984). Estos cuerpos parasporales
han sido obtenidos en forma relativamente pu-
ra, libre de esporas y restos celulares y causan
paralisis en dichas larvas al ser aplicados en ellas
(Heimpel y Angus, 1963).

La proteina de los cristales es termolabil, in-
soluble en agua y solventes organicos, excepto
en condiciones alcalinas. Su principal agente
activo es la ‘endotoxina delta’ (Ware, 1978).
Otras sustancias téxicas son la exotoxina ter-
moestable o ‘exotoxina beta’, la cual es respon-
sable de algunos efectos teratégenos en larvas

*El Bacillus popilliae Dutky se trajo a Chile en 1946 para
el control de larvas de Hylamorpha, Phytoloemus y otros
Escarabeidos en el Sur de Chile, y se trabaj6 con éxito con
este bactericida durante unos 10 anos en Temuco.

sobrevivientes, antibiético bacilogénico, leciti-
nasa y fosfolipasas (Heimpel y Angus, 1963;
Ware, 1978).

Usos de Bacillus thuringiensis

La mayoria de los insectos susceptibles a B. thu-

ringiensis son estados larvarios de Lepidopteray

algunas especies de Coleoptera y Diptera

(Heimpel y Angus, 1963; Burgerjon y Martou-

ret, 1971). Las larvas de Lepidoptera son las*
mas afectadas por esta bacteria y de mas de 200
especies estudiadas s6lo muy pocas son toleran-
tes (Heimpel y Angus, 1963; Mardan y Harein,
1984). Algunas especies relativamente suscepti-
bles han sido encontradas en los érdenes Hy-
menoptera (Caliroa cerasi L., Tenthredinidae)
(Silva et al., 1981), Coleoptera (Epicauta pilme
(Meloidae) (Arretz, 1976), Callosobruchus chi-
nensis (Bruchidae), Tribolium spp. (Tenebrioni-
dae) (Singh y Hori, 1979), Orthoptera (Dichro-
plus maculipennis, Acrididae) y Diptera (Musca
domestica, Muscidae) (Gingrich y Eschle, 1971;
Arretz, 1976) y diversas especies de zancudos y
similidos (Goldberg y Margalit, 1977; Dulma-
ge et al., 1985). '

Un uso interesante de la exotoxina termoes-
table que se libera al medio de cultivo durante el
proceso de produccién de B. thuringiensis es su
incorporacién al alimento de animales domésti-
cos. Esta exotoxina controla varias larvas de
moscas, incluida Musca domestica, cuaando se en-
cuentra en concentracién suficiente en los ex-
crementos de dichos animales domésticos (Gin-
grich y Eschle, 1971).

En Chile se han efectuado diversos ensayos
que han demostrado la eficacia y selectividad de
B. thuringiensis contra cuncunillas en varios cul-
tivos, incluyendo fréjoles, alfalfa, repollo y fru-
tillas (Arretz et al., 1975; Arretz, 1976; Merino y
Arretz, 1976; Pacheco y Arretz, 1977).

Selectividad

Las principales ventajas del uso de entomopaté-
genos son su seguridad y especificidad. En par-
ticular, B. thuringiensis es inocuo en insectos be-
néficos tales como polinizadores, parasitoides y
predatores, y no afecta a animales homeoter-
mos, incluyendo al hombre (Maddox, 1975).
Tampoco presenta fitotoxicidad ni periodo de
carencia (periodo entre aplicaciéon y cosecha).
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Modo de accton

Bacillus thuringiensis mata insectos por septice-
mia (Maddox, 1975; Ware, 1978), la que se
debe a la ruptura de las células del mesenteron
luego de un cambio en el pH de sus contenidos
(Heimpel y Angus, 1963).

El cuerpo parasporal cristalino caracteristico
de esta bacteria causa parilisis en las larvas. El
desarrollo de esta parilisis es relativamente ra-
pido y dependiendo de la especie, el insecto
gueda completamente incapacitado luego de 80
minutos de haber ingerido estos cristales
(Heimpel y Angus, 1963).

Muchas larvas de lepidopteros son suscepti-

bles s6lo a la accién toxica de los cristales, mien-
tras que otras lo son a la accién combinada de
esporas y cristales; unas pocas larvas de lepi-
dépteros y algunas de himendpteros son afecta-
das sé6lo por las esporas de B. thuringiensis (Bur-
gerjon y Martouret, 1971). Las especies de lepi-
dépteros susceptibles sélo a cristales se dividen
en 2 tipos, presentando ambos paralisis intesti-
nal unos pocos minutos luego de ingerir crista-
les. El tipo I desarrolla una parilisis general y
muere después de 1-7 horas. El tipo 11 no desa-
rrolla parilisis general y muere después de 2-4
dias de haber ingerido cristales. La mayoria de
los insectos susceptibles pertenecen al tipo II.
Enambos tipos el primer sintoma es el cese de la
alimentacién (Heimpel y Angus, 1959; Mad-
dox, 1975).

La actividad del cristal depende del pH del
estomodeo y mesenteron de la larva y de la
accién de enzimas proteoliticas en el tracto di-
gestivo. Las larvas de lepidopteros que tienen
un pH intestinal fuertemente alcalino (sobre
8,9) y un sistema enzimatico de accién proteoli-
tica selectivo en medio alcalino son susceptibles
al cristal. El cristal mismo es una protoxina, la
que al ser activada por hidrélisis enzimatica li-
bera proteinas solubles que son directamente
toxicas (Lecadet y Martouret, 1967; Faust,
1974).

Durante el desarrollo de la paralisis hay un
incremento progresivo de la alcalinidad de la
hemolinfa, la que se cree ocurre debidoa quela
proteina del cristal actiia alterando la permea-
bilidad del epitelio del mesenteron de modo
que se produce un equilibrio entre el grado de
acidez del contenido intestinal altamente esta-

ble (tamponado; pH 10,2-10,5) y el de la hemo-
linfa relativamente poco estable (pH 6,8).

El aumento de alcalinidad causa daio al epi-
telio intestinal. La paralisis del tracto digestivo
estd acompafiada por una disminucién de la
alcalinidad al punto en el cual la germinacién y
multiplicacién vegetativa de esporas causan la
muerte por septicemia (Heimpel y Angus,
1963), luego de haber entrado a la cavidad he-
mocélica (Maddox, 1975).

Sintomas en larvas

La larva que ha ingerido B. thuringiensis mues-
tra tipicamente una disminucién del apetito
hasta dejar de alimentarse, permaneciendo
inactiva e inmévil durante un periodo variable,
dependiendo de factores ambientales tales co-
mo temperatura, humedad, tipo de alimento,
etc., y del vigor y edad de la larva (Sweetman,
1958; Heimpel y Angus, 1963; Dulmage et al.,
1985). La inactividad es continuada por descar-
gas liquidas orales y anales, y finalmente por la
muerte del insecto (Arretz et al., 1975). Las lar-
vas sobrevivientes presentan crecimiento retar-
dado y un periodo de desarrollo prolongado
(Mardan y Harein, 1984). Después de la muerte
el cuerpo se oscurece rapidamente, hasta tomar
un color café oscuro y se deforma. Los tejidos
internos se descomponen en un fluido viscoso y
generalmente de mal olor, el cual contiene in-
numerables organismos bacterianos (Sweet-
man, 1958).

Efectos teratégenos

En algunos experimentos con dosis reducidas
de B. thuringiensis se interfiere el metabolismo
de los insectos durante el estado de pupa. Los
adultos emergentes son de menor tamaio, de-
formes, sin partes bucales y a veces no pueden
salir de la envoltura pupal y extender sus ala:
(Arretz et al., 1975; Mardan y Harein, 1984).

Bacterias relacionadas
con Bacillus thuringiensis

Otras bacterias patégenas relacionadas con esta
bacteria son B. thuringiensis var. israelensis y B.
sphaericus, las cuales son patégenas de larvas de
zancudos y simulidos (Goldberg y Margalit,
1977; DesRochers y Garcia, 1983; Garcia et al.,
1983; Dulmage et al., 1985).



186 Acta Ent. Chilena 13, 1986

Bacillus sphaericus fue reconocido como pat6-
geno de zancudos en California en 1965. Desde
entonces se han aislado diversas razas patége-
nas en diferentes paises que parecen afectar a
una gran variedad de mosquitos, particu-
larmente del género Culex. Laraza “1593” de B.
sphaericus no ha presentado efectos adversos en
crustdceos, efeméridos, quironémidos, hemip-
teros, colepteros, odonatos, simulidos y en el
pez predator de mosquitos Gambusia affinis
(Bair & Girard) (Mulligan et al., 1978; Singer,
1979). De gran interés es la capacidad de B.
sphaericus de desarrollarse en aguas de desecho
(Hertlein et al., 1979). Esta caracteristica au-
menta la posibilidad de control de zancudos en
habitats en los cuales muchos insecticidas sinté-
ticos, asi como B. thuringiensis var. israelensis, son
esencialmente inefectivos. Ademas, B. sphaeri-
cus parece ofrecer automantenimiento y accién
larvicida subsecuente durante periodos relati-
vamente prolongados luego de la introduccién
original. La acumulacién de caddveres de zan-
cudos y larvas en aguas de desecho en Califor-
nia ha contribuido a aumentar la mortalidad de
C. pipiens en forma dramitica (DesRochers y
Garcia, 1983).

Aplicacion

Las aplicaciones repetidas de un patégeno utili-
zado de manera similar a insecticidas quimicos
para la reduccién temporal de poblaciones de
insectos, pueden ser consideradas como insecti-
cidas microbianos. Estos pueden ser aplicados
en aspersiones, espolvoreos, en cebos, o en
combinacién con otros patégenos, muchos in-
secticidas organosintéticos, quimioesterilizan-
tes y feromonas (Maddox, 1975). La microgota
asperjada, o el tamaio de particula espolvorea-
da, su depésito, cubrimiento y pérdida de los
insecticidas microbianos, asi como las propieda-
des de los equipos de aplicacion que afectan
estas caracteristicas, son muy importantes, pero
no han sido estudiadas en detalle (Falcon,
1971). En general, se obtienen mejores resulta-
dos si los insecticidas microbianos son aplicados
sobre estados tempranos de desarrollo del in-
secto (Maddox, 1975; Mardan y Harein, 1984).
Algunas larvas de lepidopteros son repelidas
por alimento tratado con diversas formulacio-
nes de B. thuringiensis, lo que representa un
menor nivel de dafo (Mardan y Harein, 1984;
McGaughey, 1980).

Los insecticidas microbianos son general-
mente mas efectivos a temperaturas mayores. A
estas temperaturas los insectos consumen mas
alimento, con lo que ingieren mayor cantidad
de patégeno. Ademas, a temperaturas relativa-
mente altas, los agentes patégenos se desarro-
llan mas rapidamente (hasta cierto punto de
inactivacién) (Maddox, 1975).

Un adecuado cubrimiento y distribucién son
necesarios para asegurar la ingestion del pat6-
geno por las larvas. El equipo de aplicacién
debe ser ajustado de manera de proporcionar
cubrimiento en el envés de las hojas del cultivo.
Si el insecto es de habito nocturno, la aplicacién
de insecticidas microbianos debe efectuarse al
atardecer de manera de permitir la ingestién
del agente patégeno antes de la exposicién a la
luz solar directa. La luz solar directa es dafina
para la mayoria de los patégenos de insectos
(Brand et al., 1975; Maddox, 1975; Pinnock et
al., 1975; Leong et al., 1980; Lynch et al., 1980).

Combinaciones de Bacillus thuringiensis
e insecticidas organosintéticos

Los efectos de combinaciones de patégenos e
insecticidas han sido revisados por Benz (1971).

El uso combinado de B. thuringiensis con in-
secticidas organosintéticos depende de su com-
patibilidad. Las esporas de una bacteria repre-
sentan su forma mads resistente, por lo que Sala-
ma et al., (1984) estudiaron el efecto de diversos
insecticidas quimicos en la esporulacién de B.
thuringiensis var. entomocidus (HD-355). En el
grupo de los organofosforados, profenofos in-
hibié6 la esporulacién en mayor grado que pho-
xim. El grupo de los piretroides representado
por fenvalerate, cypermetrin y permetrin fue
generalmente de menor efecto en la esporula-
cién que los compuestos organofosforados y
carbamatos. Entre los carbamatos estudiados
carbaryl tuvo mayor efecto negativo en la espo-
rulacién que methomyl. Estos autores también
evaluaron los efectos de formulaciones seleccio-
nadas de la bacteria en combinacién con insecti-
cidas sobre el gusano de la hoja del algodén,
Spodoptera littoralis (Boisduval) en Egipto. Los
piretroides y la mayoria de los compuestos or-
ganofosforados estudiados potenciaron la acti-
vidad de B. thuringiensis vars. galleriae (HD-129)
y entomocidus contra S. littoralis. Los carbamatos,
el regulador de crecimiento diflubenzuron y
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unacombinacién de methomyly diflubenzuron
presentaron un efecto aditivo al ser aplicados
en forma conjunta con B. thuringiensis. Las inte-
racciones sinergizadas sugieren que aplicacio-
nes de piretroides con B. thuringiensis pueden
representar un método seguro y efectivo para
controlar S. littoralis.

Investigaciones realizadas por Dougherty et
al. (1971), Sutter et al., (1971), Morris (1972) y

Altahtawy y Abaless (1972), han indicado que
gardona, aldrin, heptacloro, DDT, methomyl,
dibromo, paration y carbaryl pueden inhibir el
crecimiento de B. thuringiensis, no asi diazinon,
phorate, dieldrin y piretrinas.

El uso de insecticidas quimicos en dosis bajas
tales como piretroides y algunos compuestos
organofosforados en combinacion con dosis
bajas de formulaciones de B. thuringiensis pare-
ce ser un método adecuado para controlar pla-
gas, segun lo demostrado para S. littoralis por
Salama et al. (1984). Los piretroides afectan ra-
pidamente el sistema nervioso, causando una
parilisis y pueden también alterar la permeabi-
lidad de las células del insecto al sodio y potasio
y el metabolismo del nitrégeno (O’Brien, 1967).
La endotoxina de B. thuringiensis causa una ra-
pida parilisis en el mesenteron y una permeabi-
lidad selectiva de su epitelio (Fast y Angus,
1965). De este modo, la condicién de stress en el
insecto puede ser el resultado de la alta poten-
ciacién de B. thuringiensis en combinacién con
piretroides, lo cual permite reducir las dosis
bacteria/insecticida, de manera de minimizar la
contaminacién del medio ambiente y propen-
der ala conservaci6n de paraisitos, predatores y
otros agentes de control natural. Dosis reduci-
das significan un menor costo de control (Sala-
ma et al., 1984).

Aplicaciones de B. thuringiensis en mezclas
con clorfenamidina han controlado efectiva-
mente diversas cuncunillas en cruciferas
horticolas, incluyendo Pieris rapae (L.), Plutella
xylostella (L.), Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) y
Trichoplusia mi (Hibner) (Chalfant, 1969;
Creighton et al., 1972; Fox et al., 1974; Creigh-
ton y McFadden, 1974, 1975).

Bacillus thuringiensis puede también ser apli-
cado en combinacién con otros patogenos, co-
mo en el caso de Heliothis-virus (Ignoffo et al.,
1974; Luttrell et al., 1982) o del virus de la
polihedrosis nuclear de Trichoplusia ni (McVay
et al., 1977; Young et al., 1980).

Determinacion de la potencia insecticida
de organismos entomopatégenos

La estandarizacion de insecticidas microbiold-
gicos es muy importante. Si dicha estandariza-
cién no es efectuada, la potencia insecticida va-
ria entre partidas, haciendo imposible las reco-
mendaciones de las cantidades de microorga-
nismos patégenos necesarias para obtener un
nivel de control de una plaga especifica (Mad-
dox, 1975; Dulmage et al., 1985).

La determinacién de la potencia de produc-
tos con B. thuringiensis var. kurstak: se efectia
por medio de bioensayos utilizando la polilla
mediterranea de la harina, A. kuhniella, el gusa-
no medidor del repollo, T. ni, y Heliothis vires-
cens. Los resultados son expresados en Unida-
des Internacionales (U.1.) de actividad. En este
sistema todos los productos son comparados
con un Estandar Internacional, el cual contiene
por definicién 1000 U.I./mg (Dulmage et al.,
1971, 1976; Burgerjon y Dulmage, 1977; Lewis
et al., 1984). Una variedad de B. thuringiensis,
E-61, ha sido designada como estindar prima-
rio de referencia para cada formulacién de esta
bacteria (Maddox, 1975).

Existen diversas formulaciones comerciales
de B. thuringiensis en muchos paises. La mayoria
son polvos mojables (Biotrol XK WP, Dipel WP,
Larvatrol 5D-25W- 75W, Sok-Bt WP, Thurici-
de HP, etc.), aunque hay también suspensiones
acuosas de esporas (Amdal 6000, Bactospeine,
Sok-Bt LC, Thuricide HPC, etc.). La efectivi-
dad de cada formulacion se mantiene por aios,
dependiendo de que las condiciones de almace-
namiento sean adecuadas.
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