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Caracterizacion serologica de cepas de Bacillus thuringiensis
Berliner aisladas de insectos espaiioles

H. K. ALDEBIS, E. VARGAS OSUNA y C. SANTIAGO-ALVAREZ

Cepas de Bacillus thuringiensis de los serotipos H 3a3b3c (B. thuringiensis subesp.
kurstaki), H 7 (B. thuringiensis subesp. aizawai), H 27 (B. thuringiensis subesp. mexi-
canensis) y H 34 (B. thuringiensis subesp. konkukian) se han aislado de ort6pteros, le-
pidépteros y coledpteros de Espaiia.

Las cepas de los serotipos H 3a3b3c y H 27 sélo aparecieron en insectos provenien-
tes de las Islas Canarias y las de los serotipos H 7 y H 34 de insectos de procedencia

peninsular.
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INTRODUCCION

El poder insecticida de la bacteria Baci-
llus thuringiensis Berliner reside en un cuer-
po de naturaleza protéica (HANNAY y FITZ-
JAMES, 1955), el cristal, cuerpo parasporal o
d-endotoxina, que producido durante la fase
de esporulacidn resulta toxico por ingestion
para los insectos susceptibles (ANGUS,
1954). El espectro de su actividad insectici-
da, que en un principio parecia circunscri-
birse a especies de lepidépteros (HEIMPEL y
ANGUS, 1959), se ha extendido a especies
de dipteros (GOELDBERG y MARGALIT,
1977) y coledpteros (KRIEG et al., 1983).

En la actualidad esta bacteria es la base de
gran nimero de insecticidas microbianos
que, por ser selectivos y especificos, co-
mienzan a reemplazar a los insecticidas con-
vencionales en la lucha contra plagas tanto
de interés agricola y forestal como médico-
veterinario (LUTHY et al., 1982). Ademads las
técnicas para clonar, manipular y transferir
el gen que codifica la 8-endotoxina, amplian

las posibilidades insecticidas, porque posibi-
litan su expresién en sistemas alternativos
(GELERNTER y SCHWAB, 1993; ELY, 1993;
MARRONE y MACINTOSH, 1993).

Estos aspectos practicos han impulsado a
buscar cepas de la bacteria en los hébitats
naturales donde con relativa frecuencia se la
encuentra (DULMAGE y AIZAWA, 1982),
para ampliar su accién insecticida a otros 6r-
denes de insectos o para obtener cepas con
mayor poder insecticida que las conocidas.

El presente trabajo es una contribucion
enmarcada en la corriente mundial para el
aislamiento de nuevas cepas de B. thurin-
giensis, en el que se hace referencia a la ca-
racterizacion serolégica de cepas aisladas de
insectos provenientes de diversos habitats
de la geografia espaiiola.

MATERIALES Y METODOS

En las muestras de insectos enfermos trai-
dos al laboratorio para diagnosticar €l ento-
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mopatégeno causante, virus, hongo, proto-
z00, etc. se encontraron individuos con B.
thuringiensis en su hemocele. Se trituraron
en agua estéril por medio de un homogenei-
zador y del filtrado se tomé 1 ml que se di-
luyé en 9 ml de agua destilada estéril. En
placas con agar nutritivo (AN) que contenia
Polimixina B se echaron 0,1 ml de cada una
de las diluciones realizadas a partir de la di-
lucién madre. Las placas se pusieron en la
estufa a 30° C. Transcurridas 72 horas se
procedié a la observacién de las colonias,
las de B. thuringiensis, que se reconocian
por la presencia de espora y cristal conjunta-
mente, se aislaron pasdndolas a estria de AN.

La caracterizacién serolégica se realizé
por la prueba de aglutinacién siguiendo el
método descrito por DE BARJAC (1981).

El poder insecticida de las cepas se deter-
mind, para larvas de Dociostaurus marocca-
nus, Spodoptera littoralis, S. exigua, Myt-
himna loreyi, Heliothis armigera y Agrotis
segetum, por el método de bioensayo descri-
to por VARGAS-OSUNA y SANTIAGO-ALVA-
REZ (1988), utilizando una suspensién acuo-
sa del complejo espora-cristal obtenido
segilin el método de OHBA et al. (1981).

RESULTADOS

Los individuos de los que se aislé B. thu-
ringiensis, que procedian de diferentes luga-

res de la Peninsula e Islas Canarias, pertene-
cian a 9 especies de insectos, distribuidas en
tres Ordenes: Orthoptera, Lepidoptera y Co-
leoptera (Cuadro 1). Se aislaron 16 cepas de
las cuales una, la que procedia del drctido
Ocnogyna baetica perdi el cristal en el pro-
ceso de purificacion.

Las cepas aisladas se reparten en cuatro
serotipos (Cuadro 2) siendo el H7, B. thu-
ringiensis subesp. aizawai, el mis abundan-
te y extendido, le sigue en abundancia el
H3a3b3c, B. thuringiensis subesp. kurstaki,
que sélo se aislé de insectos de procedencia
canaria y los dos serotipos restantes se aisla-
ron uno en Canarias, el H27 B. thuringien-
sis subesp. mexicanensis, y el otro en la Pe-
ninsula, el H34 B. thuringiensis subesp.
konkukian.

Las cepas aisladas de los acrididos y del
noctuido M. loreyi no tuvieron actividad t6-
xica para las larvas de D. maroccanus. Por
el contrario la cepa aislada de M. loreyi fue
toxica para las larvas de S. littoralis, S. exi-
gua y M. loreyi. La actividad téxica del
resto de las cepas todavia no ha sido ensa-
yada.

DISCUSION

La fuente primigenia de Bacillus thurin-
giensis fueron insectos y en la actualidad

Cuadro 1.-Origen de las cepas de Bacillus thuringiensis aisladas

ORDEN Familia Especie Localidad
ORTHOPTERA Acrididae Dociostaurus maroccanus Badajoz
Hierro
Chortipus bicolor Badajoz
LEPIDOPTERA Phyticidae Ephestia kiihniella Tenerife
Pieridae Pieris rapae Tenerife
Pyralidae Ostrinia nubilalis Badajoz
Arctiidae Ocnogyna baetica Jaén
Notodontidae Taumetopoea pityocampa Jaén
Coérdoba
Noctuidae Mythimna loreyi Badajoz
COLEOPTERA Tenebrionidae Tenebrio molitor Tenerife
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Cuadro 2.—Serotipos de Bacillus thuringiensis caracterizados

Especie Estado Origen Serotipo Ref.
D. maroccanus Lver. Badajoz 7; aizawai EADm092
L Badajoz 7, aizawai EADm192
L Badajoz 7; aizawai EADm292
L Badajoz 7; aizawai EADm392
L Hierro 27; mexicanensis EADm492
Ch. bicolor L Badajoz 7; aizawai EACDb092
E. kiihniella L Tenerife 3a3b3c; kurstaki EAEk(092
P. rapae L Tenerife 3a3b3c; kurstaki EAPr092
O. nubilalis L Badajoz 7, aizawai EAOn092
T. pityocampa L Jaén 7; aizawai EATp092
L Cérdoba 7; aizawai EATp192
L Jaén 34; konkukian EATp093
L Jaén 7; aizawai EATp193
M. loreyi L Badajoz 7, aizawai EAMI090
T. molitor L/A Tenerife 3a3b3c; kurstaki EATm092

esta primacia le corresponde al suelo
(DULMAGE y AI1ZAWA, 1982; MARTIN y
TRAVERS, 1989). Con anterioridad a estos
datos ya se habfan aislado cepas del Baci-
llus thuringiensis de insectos en Espafia
pertenecientes a los seroptipos H 1, B. thu-
ringiensis subesp. thuringiensis, H
3a3b3c, B. thuringiensis subesp. kurstaki 'y
H 4a4b, B. thuringiensis subesp. sotto
(SANTIAGO-ALVAREZ, 1974; SANTIAGO-
ALVAREZ et al., 1974; ROIG et al., 1975).
El serotipo H1 se encontré en la Peninsula
en larvas de Prays oleae (ROIG et al.,
1975) y en Canarias en larvas de Plusia
chalcites (SANTIAGO-ALVAREZ, 1974,
SANTIAGO-ALVAREZ et al., 1974); el sero-
tipo H 3a3b3c se encontré en una pobla-
cién peninsular de Ephestia kiiehniella
(SANTIAGO-ALVAREZ, 1974; SANTIAGO-
ALVAREZ et al., 1974) y el H 4a4b en lar-
vas de P. oleae (ROIG et al., 1975).

Los serotipos H3a3b3c, B. thuringiensis
subesp. kurstaki y H7, B. thuringiensis su-
besp. aizawai, son ricos en cepas con toxi-
cidad para lepid6pteros (NAVON, 1993),
patotipo A, por ello su presencia en larvas
de lepiddpteros puede responder a una in-

feccién natural. Sin embargo la infeccién
s6lo revistié cardcter de epizootia en la po-
blacién de E. kiiehniella estudiada mientras
en las restantes especies parece ser debida
a una relacién fortuita. Estas observaciones
estdn de acuerdo con lo que apunta la lite-
ratura en cuanto a que el B. thuringiensis
no origina epizootias en las poblaciones de
campo (BURGES, 1973) pero si en las que
se encuentran en ambientes confinados
(DULMAGE y AIZAWA, 1982).

Los serotipos H27 B. thuringiensis su-
besp. mexicanensis y H34 B. thuringiensis
subesp. konkukian se han descubierto re-
cientemente (INSTITUTO PASTEUR, 1992) y
aun se conocen pocos detalles sobre su acti-
vidad insecticida. No obstante las cepas EA
10390 (B. thuringiensis subesp. mexicanen-
sis) y EA 10490 (B. thuringiensis subesp.
konkukian) aisladas del suelo presentaron
toxicidad para la procesionaria del pino,
Thaumetopoea pytiocampa (VARGAS-
OSUNA et al., 1994).

La presencia de cepas del serotipo H7 en
larvas de los acrididos D. maroccanus 'y
Chortipus bicolor puede ser debida a la in-
gestidn natural de la bacteria con el alimen-
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to pues en los suelos del drea de proceden-
cia de los acrididos, Valle de La Serena (Ba-
dajoz), se aisl6 una cepa de B. thuringiensis
subesp. aizawai (Ref. EA 10090) altamente
téxica para S. littoralis y S. exigua (SANTIA-
GO-ALVAREZ y ALDEBIS, 1991). De manera
similar pudo haber llegado a las larvas del
coledptero Tenebrio molitor la cepa del se-
rotipo H 3a3b3c aislada de ellas.

El verdadero valor prictico de estos aisla-
mientos, para su empleo en la lucha contra
insectos de interés agricola y forestal, no lo
sabremos hasta que no hayamos concluido

ABSTRACT

la determinacién de las patogeneicidades y
la caracterizacién de los patotipos.
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Bacillus thuringiensis strains of the serotypes H 3a3b3c (B. thuringiensis subsp.
kurstaki), H 7 (B. thuringiensis subsp. aizawai), H 27 (B. thuringiensis subsp. mexica-
nensis) y H 34 (B. thuringiensis subsp. konkukian) were isolated from Orthoptera, Le-

pidoptera and Coleoptera in Spain.

Strains of the serotypes H 3a3b3c and H 27 were only found in insects collected
from Canarias Islands, and the serotypes H 7 and H 34 in insects from Peninsular sur-

veys.
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