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RESUMEN

'"Con el objetivo de desarrollar una metodologia de produccion in vitro de la bacteria causante
de la enfermedad lechosa en larvas de escarabajos (Paenibacillus lentimorbus), se estudio las fases
de desarrollo de la bacteria en larvas de P elenans infectadas bajo condiciones de laboratorio;
posteriormente, se determinaron lag condiciones necesarias para Ia germinacion de las esporas,

reproduccion y esporulacion de las células vegetativas de la bacteria in vitro.

Se determiné que la temperatura es un factor determinante para la germinacion de las
esporas de P. lentimorbus en medios de cultivo artificiales. Se propuso un ciclo de vida
completo para bacteria retomando las fases de reproduccién y esporulacion descritas por
Dutky (1940). Asi mismo se determiné que las larvas de P. elenans sapas presentan un pH=
7,41 en su hemolinfa y su tracto digestivo muestran un pH= 7,75, valores que no varfan
significativamente en larvas infectadas con la bacteria 2. lentimorbus, obteniéndose un
pH=7,20 en la hemolinfy, y un PH=7.78 en el tracto digestivo de larvas infectadas con la

enfermedad lechosa,

Se determiné ademés, en esta primera fase, que elementos como el azufie, hierro,
cobalto y manganeso disminuyen significativamente su concentracion en larvas de P. elenans con
el desamrollo de la enfermedad lechosa, por lo que se presume que estos elementos son esenciales
para el desarrollo de la bacteria y deben ser incluidos en el medio artificial para el desarrollo in vitro
de P. lentimorbys, finalmente se analizé el contenido de trealosa en larvas sanas e infectadas con Ia

bacteria P. lentimorbus, obteniéndose valores de 1,46 mg/mly 0,91 mg/ml respectivamente.

Se analizd la germinacion de las esporas de P. lentimorbus tratadas con 4,5y 6 choques de
80°C de temperatura por 20 minutos y cultivadas sobre tres medios de cultivo slidos preparados a
tres niveles de acidez Dos de los cuales (MI'y MYPGP) han sido reportados en la literatura y un
tercer medio de cultivo fue desarrollado con base en los andlisis de micro y macoronutrientes
realizados en este estudio, vy con los contenidos de trealosa reportados en esta investigacién. Se
determiné que el medio MYPGP preparado a un pH=8,00 es el mejor para la germinacién de las
esporas Se establecid ademas una relacidn proporcional entre el niimero de choques de temperatura
y la cantidad de esporas germinadas, asf como también entre la acidez del medio y el porcentaje de
germinacion, por el contrario, se establecié una relacion inversamente proporcional enire el nisnero

de choques de temperatura y la presencia de contaminantes,

Se evalud la reproduccion de los estados vegetativos de la bacteria sobre log mismos tres

medios evaluados para germinacion pero preparados en forma liquida y con tres niveles de acidez,
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se observd una concentracién méxima de vegetativos de 2,6x10° veg/ml en el medic MYPGP

preparado a un pH=8,00.

Se realizaron pruebas de patogenicidad con los vegetativos germinados sobre los medios
solidos y reproducidos en medios liquidos, donde se detecté perdida de virulencia en dichos
vegetativos. Por lo que se procedié a extraer los vegetativos de larvas infectadas con la bacteria P
lentimorbus y se cultivaron sobre el medio MYPGP preparado en forma liquida a una acidez o pH=
8,00 para estimar la curva de crecimiento de la bacteria sobre este medio; alcanzandose una

concentraciéon maxima de vegetativos a las 62 horas de inoculado el medio.

En un ltimo ensayo se analizé el efecto de tres temperaturas y la concentracién de nutrientes
sobre la esporulacion de los vegetativos; determinandose que el exponer las células vegetativas de
Ia bacteria a un choque de 5°C por 30 minutos induce la esporulacion, y rechazandose ademas la
teoria de la deficiencia nutricional como factor inductor de la esporulacion de P lentimorbus. Como
resultado adicional se obtuvo un 10% de infeccion en larvas de P. elenans de un avanzado tercer
estado de desarrollo, cuando estas se alimentaron con raices de maiz inoculadas con esporas

producidas in vitro a una dosis de 2 0x10° esp/ml
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SUMMARY

Laboratory studies were camried out with Paenebacillus (Bacillus) lentimorbus, one of the
causing agents for the milky disease on scarab larvae, aiming to develop an in vitro production
methodology. Its specific needs for spore germination, vegetative reproduction and spore formation
were investigated.

Temperature shocks (up to six exposures of twenty minutes at 80°C) showed to be an
important factor for inducing spore germination and elimination of contaminant bacteria in artificial
media. Microscope monitoring of the germination and spore formation process, allowed to propose
a model for the complete life cycle for this bacterium, complementing the model proposed by Dutky
(1940). No significant changes on the pH of haemolymph or midgut was detected between healthy
and infected Phyllophaga elenans larva pH values obtained for healthy haemolymph and midgut

was 7,41 and 7,75 respectively, compared to 7,20 and 7,78 on diseased larvae.

A comparison of the nutrient content of healthy and diseased haemolymph showed a
significant reduction of Sulfur, Iron, Cobalt and Manganese caused by the development of the milky
disease. This supgests that these elements might be essential for the bacteria reproduction and
therefore should be included in the artificial media. Another component significantly reduced
throughout the development of the disease was Trehalose, whish concentration decreased from
1.46 mg/ml to 0.91 mg/ml.

To observe P. lentimorbus spore germination, samples of aqueous spore suspensions were
treated with 4, 5 and 6 temperature shocks of 80°C for 20 minutes then cultured onto three different
solid media (MJ, MYPGP and a novel “MY” media) prepared at three pH levels. The higher
germination was observed with MYPGP at pH 8,00 and treated with six temperature shocks This

treatment combination also showed the lowest rate of contamination ‘

The reproduction of vegetative cells was studied on using MJ, MYPGP and MY prepared as
liquid media at three pH levels. The maximum vegetative cell concentration (2,6%10° veg/ml) was
obtained on MYPGP media prepared at pH:8,00. The growth curve on this media showed the

maximum concentration of vegetative cells after 62 hours of incubation at 30°C,

Pathogenicity test with vegetative cells from spores germinated on solid artificial media and

reproduced on liquid media, produced no mortality on late third instar larvae of P. elenans.
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Finally, the effect of temperature and nutrient reduction on the sporulation of vegetative cells
of P. lentimorbus was studied. Induction of sporulation was obtained by exposing the vegetative
cells to 5°C temperature for 30 minutes then incubating at 30°C for five days. The levels of spore
" concentration obtained using this method, was equal or higher to the initial concentration of

vegetative cells. Patogenicity test of these spores, using per os inoculation on late third instar larvae
of P. elenans, yielded 10% infection.
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1. INTRODUCCION.

Los escarabajos y sus larvas constituyen unas de las inayores plagas en un amplio rango de
cultivos agricolas, forestales y campos de entretenimiento. La gran cantidad de especies dafiinas
incluidas dentro del Orden Coledptera se encuentran ampliamente distribuidas alrededor del mundo.
En Centroamérica y México el género dominante es Phyllophaga, el cual pertenece a la sub-familia
Melolonthinae. (Saunders, Coto y King 1998).

Las larvas del género Phyllophaga viven en el suelo y pasan por tres estados de desarrollo,
sin embargo solamente el tercero tiene importancia econdmica ya que se alimenta de las raices de
un amplio rango de hospederos (King 1984).

Debido al alto grado de contaminacion de suelos y aguas subterréneas que produce y a la baja
eficiencia de los insecticidas de suelo para el control de esta plaga el control quimico no ha logrado

ser eficiente; lo cual ha contribuido a considerar el control biolégico como una opcion.

El ambiente en el cual se desarrollan larvas de los escarabajos se caracteriza por la alta
diversidad de microorganismos que regulan sus poblaciones lo cual se ha considerado una ventaja
para el control de las especies dafiinas. Dentro de este enfoque el controlador biclogico mas
promisorio son las bacterias Paenibacillus popilliae y P. lentimorbus, debido a su alta especificidad,
gran resistencia a altas temperaturas y baja humedad, y sobre todo por su prolongada viabilidad que

les permite mantenerse activa en el suelo por afios (Benintende y Mérquez 1996),

En Costa Rica se han seleccionado cepas de P. popilliae y P. lentimorbus activas contra las
especies de Phyllophaga mas importantes en el pais, y su capacidad infectiva ha sido confirmada a
nivel de laboratorio (Hidalgo et al. 2000). Sin embargo, por tratarse de un patégeno obligado su
reproduccion en medios artificiales no ha tenido éxito. Actualmente su reproduccion se realiza
solamente in vivo la cual tiene un alto costo y limita su utilizacién en pruebas de campo con
concentraciones adecuadas de esporas. Esto dificulta la obtencién de resultados consistentes entre
las pruebas de laboratorio y campo (Krieger, Franken, Schneter 1996), por lo tanto, se ha
considerado Ia necesidad de desarrollar una metodologia confiable de:produccién masiva de P
popilliae y P. lentimurbus, que permita la aplicacién econdmica de concentraciones adecuadas de la

bacteria en dreas extensas donde se presenten problemas de Phyllophaga.




1.1 Objetivo general:

Desarrollar una metodologia de produccion in vitre que permita la reproduccion masiva de la

* bacteria Paenibacillus lentimorbus para el control de larvas de escarabajos.

1.2 Objetivos especificos:
1. Estudiar y conocer las fases de desarrollo de P. lentimurbus dentro de las larvas de
los escarabajos.

2. Determinar las condiciones necesarias para la germinacién y esporulacién de las

células bacterianas y los cambios que sufre la bacteria durante su multiplicacion.

3. Estimar el efecto del pH, la temperatura y los nutrientes sobre la germinacién de
esporas de P. lentimorbus provenientes de larvas infectadas, v evaluar diversos

medios para la reproduccion de sus células vegetativas.

4. Evaluar la capacidad de esporulacion de células vegetativas de P. lentimorbus en
diferentes medios de cultivo y el efecto de la temperatura sobre este proceso con el

fin de determinar los pardmetros nutricionales y térmicos que regulan este proceso.

1.3 Hipotesis:
> Labacteria Paenibacillus lentimorbus puede ser reproducida in vitro.

» La acidez del medio de cultivo es el factor determinante para la germinacion de las

esporas de la bacteria

» La reduccion en la concentracién de nutrientes en el medio de cultivo es el factor que

induce la esporulacion de las células vegetativas de P. lentimorbus.




2 REVISION DE LITERATURA.

2.1 Las larvas de los escarabajos.

Alrededor del mundo se utilizan diferentes nombres populares para identificar a las larvas de
los escarabajos plaga de los cultivos, comiinmente se utilizan nombres como jobotos, gusanos
blancos y gallinas ciegas sin distinguir entre los géneros Melolontha, Rhizotrogus, Phyllophaga,
Holotrichia, Schizonycha, Brahmina, Lepidiota, Costelytra (Melolonthinae) o Anomala (Rutelinae)
(Mor6n 2000). Estas larvas son consideradas la principal plaga en gran cantidad de cultivos, pastos,
forestales ¢ incluso césped en dreas de recreacion alrededor del mundo, pero la mayor importancia
radica en que los dafios causados por estas larvas son generalmente detectados cuando ya los
cultivos han sido afectados y se dificulta la aplicacion de soluciones practicas de manera

economica (Shannony Carballo 1996).

Otro aspecto que dificulta el control de esta plaga es la amplia diversidad de especies dentro
de este grupo. En Centro América y México se han identificado alrededor de 340 especies y por
cada especie daflina existen aproximadamente 16 especies que pueden ser plagas potenciales v
podrian causar mayores problemas que las especies plaga actuales si no se realiza un control

adecuado sin alterar el equilibrio de los ecosistemas agricolas (Moron 1994).

22 Bacterias Entomopatégenas.

Las bacterias patégenicas mis importanies de insectos se encuentran dentro de las familias
Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Micrococcaceae y Bacilliaceae. De estas
solamente la ditima incluye géneros formadores de esporas como Bacillus y Clostridium, algunos
de los cuales incluyen especies que han sido utilizadas en el control de insectos por poseer toxinas o

estructuras con alta resistencia a condiciones adversas facilitando su formulacién como
biocontroladores (St. Julian er al. 1973)

La primera descripcion de un patdgeno bacterial atacando larvas de un escarabajo la realizd
Dutky en 1940, quien describié la enfermedad lechosa del Tipo A causada por B. popilliae y la
enfermedad lechosa del Tipo B causada por B. lentimorbus, ambas atacando el escarabajo Japonés
(Popillia japonica Newman). El nombre de enfermedad lechosa se origina de la apariencia lechosa
de las larvas infectadas por estas bacterias, las cuales al crecer y esporular se acumulan por billones
en la hemolinfa de las larvas. Estos reportes fueron confirmados por, Steinkraus (1957) quien

también reportd esta bacteria como un controlador eficiente de larvas de Popillia japonica

(Newman),




En Estados Unidos se ha utilizado por més de 50 afios la bacteria Paenibacillus spp para el
control de larvas del escarabajo japonés. No obstante, Klein (1992) considera que un mayor uso de
esta bacteria como controlador biologico depende principalmente de dos factores, en primer lugar

" del desarrollo de un método de produccion in vitro que permita la obtencion de esporas infectivas, y
en segundo lugar del total entendimiento de la interaccién enire la bacteria y sus diferentes

hospedantes.

En la actualidad el dnico método de produccién de Paenibacillus spp. se basa en la inyeccion
de la bacteria en larvas sanas de escarabajos, que luego de desarrollar la enfermedad son
sacrificadas para extraer la bacteria y preparar formulaciones en polvo a una concentracién de 10°
esporas/g. Estas formulaciones pueden ser aplicadas a una dosis de 11 kg/ha, siguiendo un patron

cuadriculado en el cual que se esparce aproximadamente 2,0x10° esporas cada 1,3 m (Jackson
1996).

2.3 Reclasificasién taxonomica de Bacillus popilliae y Bacillus lentimurbus.

Desde su descripeién en 1940 se han realizado numerosos trabajos de investigacion dentro de
los cuales es importante resaltar el estudio realizado por Pattersson er al (1999), donde se
reclasifica la bacteria dentro del género Paenibacillus, en un estudio de la secuencia del ARNr de
B popilliae y B. lentimurbus revela la similitud de éstas con el género Paenibacillus, por lo que
aclualmente ambas se han reclasificado dentro del género Paenibacillus; como Paenibacillus

popilliae y P. lentimorbus.

En su primera descripcion, Dutky (1940) sugiere que la produccion de un cuerpo parasporal
por B. popilliae, ausente en B. lentimorbus, es la principal diferencia entre ambas especies; sin
embargo, en estudios posteriores realizados por Krywienczyk y Luthy (1974) se propone la
existencia de una sola especie, B. popilliae, con tres variedades denominadas en ese entonces como
B. popilliae var. popilliae, B. popilliae var. lentimorbus 'y B. popilliae var melolonthae. Con base
en el tamafio y la posicion de la espora y el cuerpo parasporal Milner (1981) clasific todos los
aislados de la bacteria causante de la enfermedad lechosa dentro de cuatro grupos (Al, A2, Bly
B2) de variedades de B. popilliae.

Posteriormente en 1998 | al realizar un estudio de ADN sobre 34 aislamientos de la bacteria
se demostrd la presencia de cuerpos parasporales, anteriormente considerado una caracteristica

exclusiva de P popilliae, en aislados asociados con la especie P lentimorbus Esta misma

estruclura se encontrd en aislados de P lentimorbus relacionados con P. popilliae. Esto demuestra
que los métodos de clasificacion basados en caracleristicas fisicas y de crecimiento sobre algunos

medios de cultivo es inapropiado (Rippere ef al. 1998)
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Un ejemplo claro de ésto es &l casd dél aisldmifento 297, utilizado en €l presente tiabajo, el
cual se clasificé anteriormente dentro de la especie popilliae del género Paenibacillus, por la
presencia de un cuerpoparasporal, pero en estudios realizados por Harrison et al. (2000), se

demostrd que dicho aislado era miembro de la especie P. lentimurbus.
24 Descripcion de Paenibacillus spp.

En 1940, Dutky describié las células vegetativas de la bacteria como bastones delgados que
miden de 0,9-5,2 pm, con reacciones de coloracidn Gram variables o negativas en la fase
exponencial de cullivo, presenta una reaccion catalasa negativo y resiste temperaturas entre los 17
y 34 °C. El crecimiento vegetativo de Paenibacillus sp se caracteriza por ser aerdbico aunque tiene
el potencial de ser anaerébico bajo circunstancias que lo ameritan (Benintende y Marquez 1996),
con division mas similar a la formacién de lamina que constriccion. Las esporas son elipsoidales
localizadas central o terminalmente dentro de un esporangio hinchado que puede o no ser
acompafiado por uno o varios cuerpos parasporales refractarios (Krieger, Franken y Schnetter
1996) Estas esporas se pueden formar, segiin reportes de Obenchain y Ellis (1990), nicamente
sobre medios complejos

Se pueden observar cuerpos paraesporales refractarios, numerados de 0 a 2 segun
caracteristicas de las subespecies, que algunas veces se desarrollan dentro del esporangio durante la
motfogénesis. Los esporangios maduros, contienen las esporas y los cuerpos paraesporales, se
acumulan en la hemolinfa de larvas infectadas en concentraciones tan altas como 2-3 x 10'° esporas
por mililitro La bacteria Paenibacillus spp. se caracteriza por ser un patogeno obligado altamente
especifico de las larvas de los escarabajos, produciendo en ellos la llamada enfermedad lechosa, Sus
principales hospedantes se localizan dentro de las familias Melolonthinae, Rutelinae y Dynastinae
del Orden Coleoptera. La enfermedad lechosa se puede presentar en todas las etapas larvales de los

escarabajos y en escasas ocasiones se encuentra en pupas y adultos (Jackson 1999).

Segin Klein y Kaya (1995), al ser este un patogeno obligado con alta especificidad, no es
posible encontrar infeccién cruzada entre las familias o subfamilias de las larvas de los escarabajos,
ni ain enire géneros. Sin embargo, en un estudio de seleccion de cepas de B. popilliae para el
conirol de Phyllophaga sp realizado por Hidalgo et al (1998), se observé que algunos aislamientos
provenientes de especies e incluso géneros diferentes resultaron ser virulentos hacia otras especies
de larvas de escarabajos, entiéndase por patogenicidad como la habilidad de un microorganismo de
provocar una enfermedad y virulencia como la intensidad o grado de Ia enfermedad (Leucona y
Alves 1996).




Segin los resultados de Hidalgo et al. (1998), el aislamiento 292, utilizado en esta
investigacion, fue aislado de una larva de P. vicina criada en el laboratorio y causd la mayor
wmfeccidn en larvas del tercer estadio de P. elenans. Otro ejemplo es el aislamiento 510, originario
de una larva de Anomala flavipennis que causd los mayores porcentajes de infeccién en larvas de P

menelriesi cuando se inoculd via inyeccion.

2.4.1 Ciclo de vida de Paenibacillus spp.

En la primera descripcion hecha por Dutky (1940), se detalla como en las 12 horas posteriores
a la infeccion de las larvas no se presentan cambios en la bacteria, cumplido este periodo se inicia
una reduccion gradual en el nimero de esporas hasta un 50% a las 30 horas, a partir de este
momento aparecen las primeras formas vegetativas, generalmente en pares. Transcurridas 48 horas
el nimero de vegetativos aumenta considerablemente mientras que el niimero de esporas se reduce

a una tercera parte.

Figura 1. llustracién del modo de reproduccién y esporulacion propuesta por Dutky

(1940) para la bacteria causante de la enfermedad lechosa del Tipo A en

larvas de escarabajo japongs.

Posterior a las 72 horas de la infeccion los finos bastones comienzan a hincharse mostrando la
presencia de una vacuola oval localizada centralmente y ocurre la formacion de la endospora A
partir de este momento se observa la formacién de un pequefio granulo en el extremo de Ia célula
que formara €l cuerpo parasporal, en la figura I se muestra el modo de reproduccién y esporulacion
de la bacteria del tipo A causante de la enfermedad lechosa en larvas del escarabajo japonés, notese
como entre los pasos A 'y B hay un signo de interrogacion que denota que el modo de germinacion

de Ias esporas no ha sido determinado con exactitud.




En el sexto dia de la infeccion el nimero de esporas es lo suficientemente alto para producir
turbidez en la hemolinfa y se observa la apariencia lechosa en el interior de las larvas. El méximo

numero de esporas se alcanza a los 7 o 10 dias después de la infeccion
2.4.2 Proteina cristalina de Paenibacillus spp.

P. popilliae y algunos aislados de P lentimorbus producen cuerpos parasporales que
contienen una profeina relacionada con la delta endotoxina de Paenibacillus thuringiensis. No
obstante, la evidencia que relaciona esta proteina con la patogenicidad de estas bacterias es indirecta
(Yousten 2000). Algunos autores como Zhang et al. (1994), sugieren que las proteinas encontradas

en P. popilliae y P thuringiensis comparten un origen comun.

En estudios realizados por Sharpe y Detroy (1979) se demostré que la endotoxina de Bacillus
thuringiencis sp. galleriae facilita la infeccién de las larvas con esporas de P popilliae producidas
in vitro. Por lo tanto se ha sugerido que la endotoxina cristalina de P. thuringiensis encapsulada
podria ser combinada con esporas o células vegetativas de P. popilliae para aumentar su
infectividad en el campo. Sin embargo, en los bicensayos de laboratorio y pruebas de campo con
formulaciones conteniendo ambas bacterias (P popillice y P. thuringiensis var, kustald) no se ha
obtenido aumento en la infectividad (Obenchain y Ellis 1990).

Segin Franken, Zhang y Schnetter (1996), el rol que juega la profeina cristalina de 7
popilliae duranie la patogenicidad no se conoce, pero se puede asumir que juega un papel similar al

de la proteina cristalina de P thuringirnsis, dado a las similitudes encontradas entre estas proteinas

En estudios recientes realizados por Krieger y Schnetter (1999) se ha confirmado que ia
solubilidad de Ia proteina cristalina juega un papel importante en la patogenicidad y selectividad de
P popilliae. Estos autores demostraron que la combinacién de proteinas cristalinas y células
vegetativas causan infeccion, en contraste, las esporas o células vegetativas sin proteina cristalina
0o son infectivas. Basados en la reduccion de la alimentacion de las larvas, en los dias posteriores a
la aplicacién de altas dosis de proteinas cristalinas, Krieger y Schnetter (1999) establecieron el

supuesto de la toxicidad de la proteina cristalina sobre las células del intestino

A su vez, los anteriores autores establecieron la teoria de la infeccion en base al rol de la
proteina cristalina, en la cual se establece que después de la ingestién de los esporangios por las
larvas, la espora y la proteina cristalina son liberadas por esporangiolisis, una pequefia cantidad de
proteinas cristalinas solubilizadas permiten a las células flageladas atravesar el epitelio del intestino

y entrar a la hemolinfa




2.4.3 Desarrolle de la enfermedad lechosa.

Para que se inicie el desarrollo de la enfermedad lechosa es necesario, como en todo proceso
patoldgico natural, que las esporas de la bacteria entren en el hospedante. El proceso de infeccion se
cia en el momento que las larvas se alimentan e ingieren esporas junto con raices y materia orgénica.
Una vez dentro del intestino de las larvas, las esporas germinan v atraviesan la pared intestinal hasta
el hemocele donde se da la reproduccién acelerada de los bacilos hasta el punto en que la

deficiencia nutricional limite su multiplicacion e induzca la esporulacién (Jackson 1999).

El proceso de penetracion mediante el cual las esporas atraviesan la pared intestinal es
considerado un paso crucial para que ocurra la infeccién v se vincula con la selectividad de la
bacteria hacia algunas larvas de escarabajos, asi como el cuerpo parasporal juega un papel

importante, segin algunos autores como Franken, Krieger y Schnetter (1996), en la patogenicidad
de esta bactera.

Después de que las larvas son infectadas con esporas de Paenibacillus spp v se ha iniciado el
ciclo de la bacleria, la muerte del hospedante puede ocumir en aproximadamente un mes,
dependiendo de su estado nutricional y de la cantidad de indculo ingerido asi como de factores
ambientales La causa final de la muerte de las larvas infectadas con la enfermedad lechosa no se
conoce con precision, hay teorias que exponen la produccion de toxinas calorificas letales (Dutky
1963): otras la atribuyen a disturbios en enzimas oxidativas importantes (Beard mencionado por
Dutly 1963); pero la teoria més fuerte atribuye la muerte de las larvas a la reduccion en ellas de los

cuerpos grasos y el agotamiento general (Sharpe y Detroy 1979)

Para efectos de estudio se ha dividido el desarrollo de Ia enfermedad lechosa en 4 fases: en la
primera fase todas las células de la bacteria son vegetativas; en la fase 2 un 90% de las células son
vegetativas; en la fase 3 hay entre un 65-76% de células vegetativas v entre un 17-28% de las
células contienen esporas; y en la fase 4 un 95% de las células contienen esporas. Las larvas
pueden monr durante todas las fases pero, es mayor durante la fase 2 o 3. Las larvas se tornan de
color blanco lechoso en la fase 4 y menos del 30% de las larvas infectadas llegan hasta esta fase (St

Julian et al. y Klein mencionados por Tanada y Kaya 1993),

25 Produccidn in vifro de 1a bacteria.

Dado que Paenibacillus spp. es un patogeno obligado crece muy mal en medios de cultivos
artificiales, por lo tanto la reproduccion in vivo es actualmente la {inica forma confiable de
produccién comercial (Benintende y Marquez 1996). Dado su alto potencial como insecticida

biologico para el control de larvas de escarabajos, se considera necesario desarrollar un método de




produccion masiva que garantice una alta calidad de esporas infectivas v que ademds resulte
econdmicamente rentable (Klein y Jackson 1992),

Segln Stahly et al. (1992) las esporas o células vegetativas libres de hemolinfa provenientes
de larvas infectadas pueden ser directamente colocadas sobre un medio con agar, pero su
crecimiento es bajo. En 1963 St Julian y colaboradores desarrollaron un medio estindar para

obtener crecimiento de P. popilliae, este medio se conoce como medio J (Klein y Fackson 1992)

En ensayos realizados por Guarin (1997} se evaluaron 13 medios de cultivo para la
produccién de P. popillige. Los mejores resultados se obtuvieron con el medio Younsien en sus
diferentes combinaciones (Younsten-Urea, Younsten-Agua de coco, Younsten-Hemolinfa y
Younsten solo), y con el medio J suplementado con hemolinfa de larvas de escarabajos Con este
iltimo medio se observé una mayor formacion de colonias con un menor crecimiento que el
obtenido en los medio Younsten sélo y con hemolinfa

2,5.1 Crecimiento de la bacteria en medios selectivos.

En 1977, Milner desarrollé un método para cuantificar esporas de P. popililiae en el suelo.
El método se baso en la lenta germinacion que presentan las esporas de P. popilliae en medios de
cultivo comparada con la germinacion rapida de otras bacterias esporulantes. El método consiste en
tomar una muestra de suelo y suspenderla en wn medio que promueva la germinacion de P.
popilliae, luego se procede a someter la suspensidn a 7 ciclos de incubacién y calor. Cada ciclo
consiste de 40 minutos de incubacién y 20 minutos de calor a una temperatura de 70°C para de

esta manera eliminar las esporas germinadas y células vegetativas de otros microorganismos.

El método anterior presenta la desventaja de consumir mucho tiempo, ademds de presentar
un error de cuantificacion bastante elevado, por lo que basados en el reporte realizado por Pridham
et al. (1963), en el cual se describe la resistencia de algunos aislamientos de P. popilliae al
antibiotico vancomicina, Stahly et al (1992), desarrollaron un medio selectivo con vancomicina

para el aislamiento de esporas de P. popilliae del suelo vy de productos comerciales formulados con

esporas de P. popilliae.
2.5.2 Germinacién de las esporas.

El primer paso importante para lograr el crecimiento de Paenibacillus spp sobre medios
artificiales es romper el estado de dormancia de las esporas y para lograr esto se han propuesto
tratamientos como el envejecer las esporas en una suspension de agua a temperatura ambiente por
varios meses, con este procedimiento se obtiene un crecimiento lento de la bacteria en el medio “J”,

alcanzando los miximos didmetros de colonias después de 7 dias a 25-28 °C (Milner 1981).
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Autores como Krieger, Franken y Schnetter (1996) exponen que la bacteria puede germinar
en una proporcion de 9% en un medio MYPGP modificado y el crecimiento vegetativo puede ser

mantenido a una temperatura 6ptima de 30°C pero no ocurre fa esporulacion.

Otros autores como Liithy, Wyss v Ettlinger (1970) han utilizado tratamientos de

temperatura para inducir la germinacion de las esporas en medios de cultivo.

2.5.3 Esporulacion.

Otro paso importante en la reproduccion de Paenibacillus spp en medios artificiales es el
lograr su esporulacion in vitro. Aunque el crecimiento vegetativo de la bacteria es bueno en algunos
medios artificiales, la formacion de esporas es ocasional Segiin reportes de Steinkraus y Thashiro
(1955), las esporas ocasionalmente obtenidas no presentan la forma tipica observada en la bacteria
producida in vivo. Pruebas de virulencia realizadas por estos autores con esporas producidas in vitro
revelaron altos miveles de virulencia cuando estas fueron inyectadas en larvas del escarabajo
europeo, pero estos niveles decayeron significativamente cuando las esporas se suministraron por

ingestién a las larvas.

Lo anterior demuestra, segin estos autores, que las esporas capaces de producir la
enfermedad lechosa en larvas de escarabajos puede ser producidas sobre medios artificiales; v
ademas sugieren que la deficiencia de un nutrimento esencial en la hemolinfa de las larvas podria

iniciar la esporulacion de las células vegetativas de la bacteria.

En un trabajo realizado por Luthy et al. (1970) se determind que la adicién de una gota de
hemolinfa de Phyllophaga anxia al medio denominado Grace, es suficiente para estimular el
crecimiento de los bacilos e impulsar la esporulacion. Asi mismo se demostd que los mejores
resultados se obtienen al agregar 35 gotas de hemolinfa al medio, observando ademas que las
esporas formadas in vitro no difieren de las obtenidas in vivo Este trabajo demuestra la presencia de

un nutrimento esencial en la hemolinfa de los insectos para el desarrollo y esporulacion de B

popilliae

Una esporulacién limitada puede ser obtenida cuando la bacteria es transferida de un medio
nuiritivo  a un medio pobre y cultivado a altas temperaturas (37°C). Otros sistemas para inducir
esporulacion son la adicién de carbén activado al medio liquido, un procedimiento de cultivo en
agitacion y reposo o la adicion de una porcion especifica de extrato de levadura (Tanada v Kaya
1993).

Debido a la baja esporulacion de la bacteria en medios de cultivo, se han sugerido

formulaciones de células vegetativas encapsuladas; sin embargo, se ha observado poca eficacia y
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seguridad al utilizar estas formulaciones. La falta de infectividad de estas preparaciones ha sido
atribuida a la ausencia de cuerpos paracsporales Aunque no se observé respuesta téxica en larvas
de Melolontha cuando se alimentaron o inyectaron con cuerpos parasporales de sus razas adaptadas,

por lo que no se puede atribuir la falta de infectividad a la ausencia del cuerpo parasporal
(Obenchain y Ellis 1990).

La baja esporulacion obtenida en el medio de culiivo MYPGP podria superarse realizando
algunas modificaciones en su constitucion, tal como lo lograron Digman y Stahly (1983) en la
reproduccién de la bacteria Bacillus larvae. Estos autores obtuvieron una esporulacion de 5,0x10°
esporas/ml de esta bacteria al modificar el medio MYPGP eliminando el Muller Hinton broth, el
cual, segin los resultados obtenidos, inhibe la esporulacion de B larvae y remplazando el K,HPO,

por una solucion buffer de Tri-maleato, ademdas de modificar las concentraciones de los restantes

ingredientes
2.5.4 Pérdida de virulencia en medios artificiales.

La pérdida de virulencia de las esporas producidas en medios artificiales reportada por
Steinkraus y Thashiro (1955) ha side reforzada por autores como Schwartz v Sharpe (1970),
quienes no obtuvieron desarrollo de la enfermedad lechosa en larvas del tercer instar de Popilliae
Japonica, expuestas a suelo moculado con una concentracion de dos billones de esporas por
kilogramo de Bacillus popilliae producida en medios artificiales, ni cuando estas larvas ingirieron
concentraciones de 2x10° esporas/ml de la bacteria en una suspensioén acuosa del mismo origen Lo

anterior evidencia la aparente pérdida de infectividad de las esporas de la bacteria producidas en

laboratorios sobre medios artificiales.

Stahly y Klein (1992) analizaron lotes de esporas producidas in vitro bajo el nombre
comercial Grub Attack y determinaron que la mayoria de ellos contenian la bacteria Bacillus
polymyxa pero no B. popilliae. También examinaron 4 productos formulados por American Type
Culture (ATCC, Rockville, MD), y en uno de los cultivos se identific la bacteria B. polymyxa y
los otros contenian B. amylolyticus Con base en los resultados anteriores estos autores concluyeron
que la baja virulencia de los productos in vitro se debe principalmente a la poca confiabilidad de los

métodos para la produccion de esporas B. popilliae puras.

La baja confiabilidad de los métodos actuales para la produccién comercial de P popilliae in
vitro también fue demostrada por Redmond y Potier (1995), quienes analizaron muestras de B.
popilliae producido tanto in vitro (Producto Grub Attack) como en in vive (Productos Doom). Se

identificaron nuevamente las bacterias B polymyxa, B. popilliae y B. amylolyticus en
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concentraciones de 1,8x10°, 2,6x107 y 2,1x10° esporas por gramo respectivamente Fn las muesiras
de Grub Attack, de todas los lotes analizados solo uno presenté esporas de B. popilliae ademas de
las bacterias anteriormente mencionadas. Asimismo se descubrié que los lotes de Grub Attack se
formularon con diferentes mezclas de cultivos y que unos pocos lotes incluian esporas de B.
popilliae producidas in vivo. En estos ensayos también se comprobo los bajos niveles de
infectividad de los productos formulados bajo el nombre de Grub Attack, los cuales fueron
probablemente el efecto de las esporas producidas in vive adicionadas en algunos lotes. En coanto a
las esporas producidas in vive y comercializadas bajo el nombre Doom se obtuvieron moderados

niveles de infectividad (39-43%) a una dosis de 4,0x10° esporas/kilogramo de suelo.
2.6 Requerimientos nutricionales de Paenibacillus spp.

En estudios realizados por Rhodes et al (1966) sobre la composicion de la hemolinfa en
larvas de escarabajos se ha determinado que no hay una equivalencia significativa de la glucosa
presente. Los niveles de trehalosa decrecen sélo en un tercio durante el crecimiento de la bacteria,
lo que significa que P. popilliae utiliza la trealosa como fuente de carbon y energia para su
crecimiento y esporulacién dentro del hospedero (Bhumiratana, Anderson y Costilow 1974). Por su
parte Rhodes et al. (1966) reportan que los sub-productos formados durante el crecimiento de la
bacieria en medios conteniendo glucosa o trealosa son los mismos Sin embargo Bhuriratana,
Anderson y Costilow (1974), observaron que la respiracion de P. popilliae fue aproximadamente el
doble en medios que contenian trealosa en comparacion con los medios que contenian glucosa

CoImo susirato

Al analizar hemolinfa de larvas de Popillia japénica (Newman) sanas e infectadas con la

enfermedad lechosa, Shotwell er a/ (1965) encontraron un incremento del dcido gluténico, ia B-

alamina, el dcido aspartico, la fenilamina, la teonina, serina v la lisina en las larvas infectadas yasu
vez encontraron concentraciones mas bajas de glicina, tirosina ¢ histelina en estas larvas FEs
importante destacar que estos resultados corresponden a larvas infectadas con P popilliae, ya que
segun estos autores, las larvas infectadas con P. lentimorbus muestran diferencias en la
composicion de Jos aminodcidos, como son altas concentraciones de histeina, prolina, 4cido
glutémico, glicina y lisina. El 4cido glutdnico es el finico aminoacido que aumenta su concentracion

con el curso de la infeccién. Los aminoacidos que disminuyen su concentracidn despues de la

infeccion con P lentimorbus son glicina, tirosina, histeina, prolina alamina, valina, isoleucina y
argina. Segin estos autores no hay reduccion del total de aminodcidos después de la infeccion con

la enfermedad lechosa
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En 1964 Sylvestre y Costillow, ya habian reportado que los aminodcidos glicina, tirosina v
histelina, anteriormente mencionados por Shotwell er al (1965), disminuyen su concentracidon con

la infeccion, y que eran esenciales para el crecimiento de la bacteria

El papel de los dcidos orgéanicos fue estudiado por Stubblefield y colaboradores (1966),
quicnes observaron altas concentraciones de los dcidos malico, glucolitico, tartarico, pirdvico y
glioxilico en la hemolinfa de larvas infectadas. Bl 4cido piravico incrementa su concentracion en la
hemolinfa de larvas enfermas con el transcurso de la enfermedad lechosa, lo que podria significar
que este acido esta involucrado en la esporulacién de P. popiiliae. Asi mismo no se detectaron

cambios significativos en la concentracion de ningiin acido volatil durante el curso de la infeccion.

El efecto de la enfermedad lechosa sobre las proteinas fue estudiado por Shotwell et al
(1965), quienes indican que el nivel de proteina y su' composicion no cambian marcadamente
durante la infeccién de la enfermedad lechosa Por su parte, Bennett, Shotwell y Hall (1968),
tomaron muestras de hemolinfa de larvas sanas y enfermas del escarabajo Japonés (Popillia
japonica), y determinaron que durante el curso de la enfermedad desaparece una proteina y olras
particulas mds pequefias incrementan marcadamente su concentracion. Esto sugiere que la bacteria
estd consumiendo una proteina o bien los mecanismos de defensa del hospedero inician la

producci6n de enzimas que desdoblan esa proteina para combatir al palégeno.

Otro factor importante estudiado por Bennett y Shotwell (1972) es el papel de los lipidos en el

desarrollo de P. popilliae. Para ello compararon los contenidos de lipidos en la hemolinfa de larvas

sanas ¢ infectadas con la enfermedad lechosa, detectando un contenido total de 5,7 a 7,2 mg/ml en
larvas sanas, el cual se reduce hasta en un 45% en larvas infectadas con la enfermedad lechosa.
Aunque, los mecanismos por los cuales ocurre esta reduccion no son conocidos, algunas teorias
proponen la alteracién en la permeabilidad de Ja membrana o la alteracion de la actividad

enzimatica que permite la esporulacion de 1a bacteria.

2.7  Requerimientos de oxigeno.

Aunque el estado vegetativo de P. popilliae se caracteriza por ser aerdbico (Obenchain y
Ellis 1990), o bien anaerobico facultativo (Benintende y Méarquez 1996), en ensayos realizados por
Dutky (1947) se reporta que la bacteria es marcadamente sensible al oxigeno, por lo que el mejor

crecimiento de la bacteria se obtiene bajo condiciones completamente anaerdbicas. Esto es

reforzado por Travers y Faust (1982) quienes sugieren que P popilliae es una bacteria anaerdbica

1

con tolerancia asrdbica.
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Con el fin de determinar los requerimientos de oxigeno para P popilliae, Weiner y
colaboradores (1966), midieron la concentracién de oxigeno en larvas de Popillia japonica sanas e
infectadas con la enfermedad lechosa, observaron que la concentracion fire significativamente
menor en larvas recién infectadas, cuando sélo es posible encontrar células vegetativas de la
bacteria en la hemolinfa de la larva. Sin embargo, cuando estaban presentes las esporas y las células

vegetativas de la bacteria en la hemolinfa los niveles de oxigeno, tanto en larvas sanas como
infectadas, fueron similares

MATERIALES Y METODOS.

31 Localizacién:

Los ensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Control Microbial de la Unidad de

Fitoproteccion del CATIE, ubicado en Turrialba, Costa Rica.

32 Material experimental:

Se utilizé el aislamiento 0292 de la bacteria Paenibacillus lentimurbus seleccionada y

almacenada en el Laboratorio de Control Microbial de la Unidad de Fitoproteccion del CATIE.

Para la reproduccion del inéeulo inicial y pruebas posteriores de la bacteria se utilizaron
larvas de Phyllophaga elenans criadas en laboratorio de acuerdo a la metodologia descrita por
Hidalgo et al (2000)(Anexo 1).

33 Obtencidn del indécudo.

Para la reproduccion del indculo inicial se inyectaron larvas de P. elenans utilizando una
microjeringa Hamilton de 250 ul. En cada larva se colocaron 5 pl de una suspension de esporas de
P. lentimorbus a una concentracion de 1,0x10® esp/ml para una dosis final de 5,0x10° espflarva.
Después de 20 dias las larvas infectadas se sacrificaron sumergiéndolas durante 30 segundos en

agua caliente (80 °C), y posteriormente se desinfectaron sumergiéndolas en alcohol al 70% durante

5 minutos.

Para la extraccion del inéculo se hizo una incision dorsal en la cuticula del abdomen de las
larvas, las cuales se colocaron dentro de un tubo para microcentrifuga de 1,5 ml de volumen

conteniendo 1 ml de agua destilada estéril durante 1 hora, permitiendo que la bacteria sedimentara

en el fondo del ubo.
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34 Descripcion de las fases de desarrollo de P, lentimorbus y cambios que induce en las

larvas durante su desarrolle.

Para la descripcion de las fases de desarrollo de P. lentimorbus se prepararon suspensiones de
esporas en agua destilada estéril a una concentracion de 1x107 esp/ml. A esta suspension se le

aplicaron dos choques de temperatura (80°C durante 20 minutos) en un horno (Fisher Scientific-

IsoTemp ® 500 series) , el segundo choque se aplicé 24 horas después del primero. Después de cada

choque de temperatura se coloc la suspension en una incubadora a 30°C y un fotoperiodo de 12

horas luz por 24 horas.

Posteriormente se prepar6 una ldmina portaobjetos fija con las esporas tratadas y se coloco en
¢l microscopio de luz con una cimara de video que monitoreo el avance de la germinacion de las i

esporas de P. lentimurbus. Para evitar el desecamiento de las 1aminas, éstas se sellaron con esmalte
transparente para uiias.

En una segunda etapa, se extrajo la hemolinfa de larvas infectadas con P. Jentimorbus en sus
primeras etapas de desarrollo, y se colocéd en portacbjetos para observar, de la forma propuesta

anteriormente, la esporulacion de las células vegetativas,

Se determiné ademds, el cambio en el pH del trato digestivo y la hemolinfa, inducido por el
desarrollo de la bacteria. Para ello se extrajo la hemolinfa de larvas sanas e infectadas y se prepar6
un macerado del tracto digestivo de las mismas larvas para medir su acidez con la ayuda de un
pHmetro. Para permitir un contacto adecuado del electrodo del pHmetro con la muestra de
hemolinfa y tracto digestivo se prepararon muestras de 5 ml, tanto de hemolinfa como del contenido

del tracto digestivo, utilizando aproximadamente 50 larvas de P. elenans.

Se realizé un andlisis quimico de macro y micro elementos presentes en la hemolinfa de
larvas sanas y enfermas para conocer su composicion y de esta manera determinar las necesidades
basicas de la bacteria para su reproduccion; a su vez se determiné el contenido de trealosa en la

hemolinfa de larvas sanas e infectadas con la enfermedad lechosa
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35 Germinacién de esporas de P, lentimorbus en medios artificiales,

Se evalué la germinacion de las esporas de P. lentimorbus sobre medios solidos.

Para la preparacién de los tratamientos se utilizaron tres suspensiones de esporas de la

“batieria-a wma codeenifacibn WS 5,3 % H™esporasani-en aglua destilafia, “Se prepararoir aderias los

3.5.1

medios MJ (Anexo 2), MYPGP (Anexo 2) y el medio “Y™ preparado segin las determinaciones
realizadas en el ensayo inicial. Todos los medios se prepararon en forma sélida, segiin su
composicién, y se ajusto su acidez en tres niveles, un nivel bajo (pH=7,00), un nivel medio
(pH=7,50) y uno alto (pH=8,00); utilizando HCl 0,1 molar y NaOH 0,1 molar; posteriormente se
esterilizaron a 121 °C por 25 minutos,

Una vez preparadas las suspensiones de esporas a una concentracion de 5,5x10° esp/ml, se
realizaron los tratamientos de temperatura a 80 °C por 20 minutos en un homo (Fisher Scientific-
IsoTemp ® 500 series), en cuatro, cinco'y seis ocasiones cada 12 horas segiin cada tratamiento Una
vez realizado cada tratamiento de temperatura se colocaron las suspensiones en una incubadora a

30°C de temperatura y un fotoperiodo de 12 horas luz

Al cuarto dia, aproximadamente 12 horas después de realizado el iltimo tratamiento de
temperatura se inocularon los medios sélidos con 10 pl de cada suspension para un aproximado de
3300 esporas por plato, posteriormente se esparcieron las esporas sobre Ia superficie del plato con la

ayuda de un asa plana.y se incubaron a 30 °C.

De las colonias de células vegetativas obtenidas en los cultivos se prepararon suspensiones de
bacilos para inyectar larvas sanas de P elenans del tercer instar de desarrollo, como método de
verificacion de la identidad y patogenicidad de la bacteria reproducida. Ademés se prepararon
suspensiones a partir de estas colonias para ser utilizadas en el siguiente experimento de

reproduccion de células vegetativas en medios liquidos,

Disefio experimental
Se utilizod un disefio completamente al azar en arreglo factorial 3x3x3, en donde los factores

fueron 3 medios de cultivo, 3 niveles de acidez y 3 tratamientos de temperatura, con 3 repeticiones,

para un total de 81 unidades experimentales
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Los medios utilizados fueron un medio MYPGP, Medio J y el medio Y preparados a tres
niveles de acidez (pH: 7,00, pH: 7,50 y pH: 8,00); y los tratamientos térmicos fueron esporas con 4,
5y 6 choques de 86°C por 20 minutos

El modelo estadistico utilizado para el anlisis de las variables fue el siguiente:

V= teu +8; +yu +(aB)y ey +(Br)n HoBy) +Eps

En donde:

7! :  promedio general

o : efecto directo del medio de cultivo (Factor A)
B; " efecto directo del pH (Factor B)

Yi " efecto directo de la temperatura (Factor C)
(oP)y " efectodela interaccion de los factores Ay B
(ey)ic : efecto de la interaccion de los factores Ay C
By : efecto de la interaccion de los factores By C
(afy)i : efecto de la interaccion de los factores A, By C
S " variacion debida al error experimental

35.2  Variables de respuesta:

La variable a evaluar fue el nimero de unidades formadores de colonias (UFC) de células
vegelativas de P. lentimorbus y la presencia o no de contaminantes la cual se reporté como una

variable dicotomica en donde el nimero “0” corresponde a la ausencia de contaminantes y el

&:l”

numero “1” indica presencia de contaminantes.
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353  Tratamientos:

Cuadro 1. Tratamientos resultantes de la combinacién de los factores Medio (A), pH B) v
Temperatura (C); utilizados para el ensayo de germinacidn de esporas de P

lentimorbus in vitro.

Factor C (Temp)
Factor A {medio) Factor B
(pH) 4 veces S veces 6 veces
C1 2 3

pH bajo=Bl| AIBICI | A1BIC2 | AIBIC3

MYPGP 1AL | oHmedio=B2 | AlB2c1 | A1B2¢2 | A1B2C3

pH alto= B3 { A1B3Cl Al1B3C2 A1B3C3

pH bajo=Bl1 | A2BiCl A2B1C2 A2BIC3

MJ A2 | pHmedio=B2 | A2B2¢1 | A2B2c2 | A2moCs

pH alto= B3| A2B3Cl A2B3C2 A2B3C3

pH bajo=B1 | A3BIC] A3BIC2 A3BIC3

MY A3 | pHmedio=B2 | A3B2C1 | A3B2c2 | A3B2C3

pH alto= B3| A3B3C1 | A3B3C2 | A3B3C3
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3.6 Reproduccién de células vegetativas en medios artificiales

Se analizaron 3 medios de cultivo liquidos y se evalué el efecto del pH como factor

determinante en la reproduccion de los bacilos.

Los medios evaluados fueron el medio J liquido, medio MYPGP liquido y el Medio Y
liquido. Todos los medios se prepararon en forma liquida (Anexo 2) eliminando el agar de la receta
v se levaron a 3 diferentes niveles de acidez (pH) utilizando NaOH 0,1 molar para aumentar el pH
y HCI 0,1 molar para disminuirlo, luego se colocaron voliimenes de 100 mi de cada medio en
erlenmeyer de 200 ml de capacidad.

Cada erlenmeyer fue inoculado con 1 ml de una suspensién de células vegetativas preparada a i
una concentracion de 5,5x10° veg/ml, a partir de las esporas germinadas en el ensayo inicial (3 .5),

para obtener una concentracién final de bacilos en cada medio de aproximadamente 5,5x10° veg/ml,

+

Al final del ensayo se prepard una suspension de células vegetativas reproducidas en el mejor

medio liquido a una concentracion de 1,0x10° veg/ml, v se inyectaron en 20 larvas sanas de! tercer

instar de P. elenans para verificar Ia virulencia de la bacteria reproducida.

3.6.1  Diseito experimental:

Se utilizé un disefio de bloques corupletos al azar con arreglo factorial 3% donde el factor A

corresponde al medio de cultivo y la variable B correspondié a la acidez del medio.

El disefio estuvo conformado por 9 tratamientos con 3 repeticiones para un total de 27
unidades experimentales. Los medios fueron incubados a 30 °C y un fotoperiodo de 12 horas luz

por 5 dias.
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El modelo estadistico utilizado para el analisis de las variables fue el sigujente:
Yipe= ptatytay it g

En donde:

1 . promedio general

o : efecto directo del medio (A)

Y : efecto directo del pH (B)

ayy . efecto de la interaccion del medio y el pH (AB)
Eijk . variacion debida al error experimental

3.6.2 Tratamientos:

Cuadro. 2. Combinacién de los factores medio y acidez utilizados para Ia reproduccion de P,
lentimorbus in vitro.

Medio Acidez
pH bajo
Mi pH medio
pH alto
pH bajo
MYPGP pH medio
pH alto
pH bajo
MY pH medio
pH alto
TOTAL= 9x3 |= 27 unidades

3.6.3 Variable de respuesta:

La variable evaluada fue la concentracion de células vegetativas por mililitro en cada medio,

determinados con Ja ayuda de un hematocimetro en una sola medion a los 5 dias de iniciado el

H

ensayo.
Se realizaron observaciones constantes del avance en el desarrollo de la bacteria en los
diferentes medios para de esta manera verificar lo expuesto en la literatura y de esta forma detectar

cualquier anormalidad y maximizar la produccién de esporas de la bacteria,
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3.7 Extraccién de P. lentimorbus de larvas de P. elenans infectadas y reproduccién in vitro,
Para facilitar la obtencion de la bacteria P lentimorbus en medios de cultivo puro se procedié

a modificar la metodologia inicialmente propuesta, para de esta manera garantizar la pureza del
indculo y su patogenicidad.

3771  Metodologia:

Se tom6 una larva de P elenans del tercer instar infectada con la enfermedad lechosa,
después de desinfectar su superficie con hipoclorito de sodio al 2%, se procedid a perforar la
capsula cefélica con un alfiler entomoldgico. La primer gota de hemolinfa se desechd para evitar la
presencia de contaminantes, la segunda gota se recolecto en un tuvo de microcentrifuga conteniendo
1 ml de medio MYPGP liquido a un pH de 8,00,

-

Después de dejar reposar la muestra por aproximadamente 2 horas se extrajo una alicuota de
10 ul de la superficie del medio inoculado con hemolinfa infectada y se colocod en un plato de
medio MYPGP solido preparado a un pH= 8,00, el medio se incub6 a 30°C.

Posteriormente se tomo una colonia germinada sobre el medio solido y se coloco en un vial

con medio MYPGP liquido, pH:8,00 para que los bacilos se reprodujeran masivamente en forma

pura.

Una vez obtenido el indculo en forma pura se procedit a determinar la curva de crecimiento
en el medio MYPGP preparado a un pH= 8,00. Los conteos de células vegetativas se realizaron
cada 24 horas con la ayuda de un hematocimetro de 0,1 mm de profundidad, en un microscopio de
coniraste de fase.

Se colocaron 100 ml del medio en tres enlenmeyer de 200 ml de capacidad y se inocularon
con 100ul de Ia suspension de vegetativos de P lentimorbus previamente preparada a una
concentracion de 8,0x10” veg/ml para obtener una concentracion final de aproximadamente 8,0x 10"

veg/ml en cada enlenmeyer, los medios fueron incubados a una temperatura de 30°C y un
fotoperiodo de 12 horas luz.
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38 Esporulacién in vitro de P. lentimorbus.

Se estudi6 el efecto de los nutrientes y la temperatura como factores determinantes en la

induccion de la esporulacion de las célulag vegetativas de P. lentimorbus producidas in vitro,

Se prepararon 350 ml de medio MYPGP, pH=8.0 para la reproduccion masiva de células
vegetativas de P. lentimorbus. Al alcanzar el pico de crecimiento, determinado en el ensayo anterior
(3.7), se procedié a preparar 27 tubos de centrifuga de 25 ml de capacidad en los cuales se

colocaron 12 ml de medio con células vegetativas. Estos tubos se centrifugaron por 20 minutos a
3.000 rpm.

Concluido el proceso de centrifugacion se extrajeron 10 mil del medio supemnatante en 9
tubos, en los cuales se colocod 10 ml de agua destilada estéril; en otros 9 tubos se extrajo 10 ml del S
medio supernatante y se colocaron 10 mi de un medio pobre (Anexo 2 ) en nutrientes propuesto por

Steinkraus y Tashiro (1955); y los restantes 9 tubos permanecieron con el medio supematante,

Los 27 tubos se agitaron para permitir que las células vegetativas se mezclaran
uniformemente y permanecieron en los tubos 24 horas en una incubadora a 30°C y 12 horas luz,

transcurrido este tiempo se realizaron choques de temperatura, colocando tres tubos de cada medio
con sus células vegetativas por 30 minutos a tres diferentes temperaturas; 9 tubos se colocaron en
un horno a una temperatura de 55°C, otros nueve tubos se colocaron en un refrigerador a 5°C y los
restantes 9 se trasladaron a un cuarto con una temperatura controlada de 24 °C en donde se

colocaron todos los tubos después de realizados los choques de temperatura.

Al final del ensayo se realizo un prueba de patogenicidad con las esporas de P. lentimorbus
reproducidas in vitro inoculando rafces de maiz pregerminado con una suspension de 2,0x10°
esp/ml. Luego se colocaron 20 larvas de P elenans del tercer instar de desarrollo en vasos

individuales de 200 ml de capacidad con una raiz inoculada y se agregd una capa de suelo de 100 g

Las larvas se incubaron a 24°C y se alimentaron con serilla de maiz pregerminada cada 15
dias, durante 45 dias.

38.1 Disefio experimental:

Se utiliz6 un disefio factorial 3% con un arreglo completamente al azar en donde el factor A
son 3 medios de cultivo v el factor B son 3 choques de temperatura. El ensayo estuvo compuesto
por 3 repeticiones para un total de 27 unidades experimentales
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338.2 Tratamientos:

El ensayo estuvo compuesto por 9 tratamientos, resultantes de la combinacion de los dos
factores analizados segiin se muestra en le tabla 3.

Cuadro 3. Combinaciones de los factores medio y temperatura utilizados en el ensayo de

esporulacion in vitro de P. lentimorbus.

. Factor B (temperatura)
Factor A (medio)
B15°C B2 24°C B3 55°C
ADE Al AlBl AlB2 AlR3
Medio pobre A2 A2B1 A2B2 A2B3
MYPGP A3 A3BL1 A3B2 A3B3

383 Variable de respuesta y analisis de datos:
La variable a evaluar es la concentracion de esporas formadas en cada tratamiento 5 dias

después de realizar los tratamientos de temperatura. A estos datos se les aplicé un analisis de

varianza (ANDEVA) y las medias se compararon a través de una prueba de Duncan.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Descripcién de las fases de desarrollo de P. lentimorbus y cambios que produce en las

larvas durante su desarrollo.

Cuatro dias después de realizar el tratamiento de temperatura de 80 °C por 20 minutos a una
suspensién de esporas de P. lentimorbus, con el fin de eliminar contaminantes e inyectar larvas de
P. elenans, se observo germinacion de las esporas, usando un microscopio de luz, a un aumento de
100X. Luego se procedio a inyectar larvas sanas de P elenans con esporas germinadas para

observar el desarrollo de los sintomas de la enfermedad lechosa.

Una vez comprobado visualmente el efecto inductor de la temperatura sobre la germinacion

de las esporas de P. lentimorbus, se prepararon laminas portaobjetos fijas y se monitored el proceso

de germinacién. En el transcurso de este proceso se observd claramente como dentro del
esporangio, la espora y el cuerpo parasporal van desapareciendo poco a poco, el esporangio y su
contenido interno se torna ligeramente transparente y la espora se va adelgazando hasta tomar una

forma muy delgada con extremos aguzados (Figura 2).

La bacteria modifica su forma adquiriendo un aspecto similar a la preespora o espora joven
descrita por Dutky (1940) y Black (1968), por lo que se puede comparar la germinacion de las

esporas de P. lentimorbus con un proceso inverso al proceso de esporulacién.

Espora en germinacion
avanzada.
Células vegetativas.

Espora iniciando
el proceso de
germinacion.

Figura 2. Proceso de germinacion de las esporas de P. lentimorbus.

En la figura 2 se puede apreciar una espora de P [lentimorbus iniciando el proceso de
germinacion; en este estado la espora oval modifica su forma alargando sus extremos hasta tomar
una forma eliptica en donde la espora y el cuerpo parasporal van desapareciendo gradualmente El
proceso por el cual la espora modifica su forma inicial, empieza aproximadamente 48 horas después

del primer tratamiento a 80 °C y se extiende por otras 96 horas més hasta que la célula eliptica se
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adelgazan totalmente y forman un fino bacilo casi imperceptible en un microscopio de luz a una
intensidad de 100X; esta célula vegetativa o bacilo iniciara su multiplicacion en forma logaritmica

una vez concluido el proceso de germinacion

Los resultados obtenidos para la cepa 292 de P. lentimorbus, son consistentes con los
observados por Evans y Curran (1943), v Cuman vy Evans (1945)para diferentes especies de
Bacillus. En estos reportes se menciona como un precalentamiento de las esporas puede inducir la

germinacion en esporas de algunas bacterias termotolerantes.

t

Las fases del proceso de esporulacién fueron observadas en hemolinfa de larvas infectadas
con la enfermedad lechosa. Estas muestras se extrajeron de larvas de P. elenans en las cuales la

infeccion se encontraba en una etapa media, v se prepararon laminas fijas

En el figura 3 se puede apreciar el ciclo completo de la bacteria Paenibacillus lentimorbus
propuesto en esta investigacion,; el ciclo inicia con la espora oval (paso 1) que durante el proceso de
germinacion iré modificando su forma alargando sus extremos hasta adquirir una forma elipsoidal

similar a la observada en el paso 5 que luego se adelgazard completamente (paso 6).

Cuando Ia concentracion de células vegetativas es lo suficientemente elevada dentro de las
larvas se inicia el proceso de esporulacion; el cual fue similar al descrito por Dutky (1940), al inicio
de este proceso las células vegetativas individuales comienzan a hincharse lentamente como se
muestra en la figura 3 a partir del paso nimero 11, los bacilos son alargados con bordes
redondeados y presentan una forma cilindrica en donde el citoplasma es de apariencia homogénea,
no diferenciandose ninguna estructura en las células jovenes.

Conforme avanza el desarrollo de las células se observa la formacién de un pequefio granulo
localizado centralmente que luego dard forma a una estructura similar a vna vacuola que formard la
espora, esta vacuola aumenta su tamafio hasta ocupar casi por completo el esporangio y adquiere
una apariencia refractaria conforme avanza el desarrollo de Ia espora, en el extremo se notara la
formacién del cuerpo parasporal.
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Figura 3. Dustracién del modo de germinacion, reproduccion y esporulacion de fa bacteria

causante de la enfermedad lechosa (P. lentimorbus) en larvas de P. elenans.

Al medir la acidez en las muestras de hemolinfa y del contenido del tracto digestivo de P.
elenans se determind que la hemolinfa de larvas sanas presenta un pH=741, y su tracto digestivo
muestra una acidez de pH=7,75. Estos valores se mantienen muy similares en larvas infectadas con
ia cepa 292 de P. lentimorbus, La hemolinfa de una larva enferma mostré un pH=7,20 y en el
contenido del tracto digestivo la acidez fue pH="7,78. Esto demuestra que el efecto del desarrollo de
la enfermedad lechosa sobre la acidez es casi nulo y que posiblemente Jos cambios en el pH

tampoco son un factor determinante para estimular el inicio de 1a esporulacion de P. lentimorbus.

Weiner et al. (1966) concuerdan con estas observaciones al concluir que el pH no varia
significativamente entre larvas sanas ¢ infectadas con la enfermedad lechosa, aunque en sus
observaciones estos autores reportan valores menores a los observados en este estudio. Esto podria

deberse a que se trata de especies de escarabajos y condiciones ambientales muy diferentes.

El analisis quimico de macro y micro elementos de la hemolinfa de larvas sanas e infectadas

con la enfermedad lechosa (Anexo 3), realizado en los Laboratorios de Unidad de Servicio a la

26




Indusiria de la Universidad de Costa Rica, revelé la presencia de« elementos como el magnesio,
azufre, fosforo, zine, calcio, potasio, hierro, cobalto, nitrégeno y manganeso, de los cuales
solamente el azufre, hierro, cobalto y manganeso disminuyen significativamente su concentracién
cor el desarrollo de la enfermedad lechosa (Cuadro 4 ), por lo que se puede decir que estos
elementos son esenciales para el desarrollo in vivo de la bacteria , y deben ser incluidos en el medio

artificial para evaluar su efecto sobre el desarrollo in vitro de P. lentimorbus.

Cuadro 4. Andlisis quimico de hemolinfa de larvas de tercer estadio de P. elenans sanas e

infectadas con la enfermedad lechosa (Paenibacillus lentimorbus, cepa 292).

Elemento | Hemolinfa Sana | Hemolinfa infectada | Unidades
Mg 770,5 11277 ppm
S 0,8 0,3 ppm
p 0,03 0,13 Yom/m
Zn 18,2 359,7 ppm
Ca 1520 521,8 ppm
K 0,188 0,189 %m/m
Fe 191,9 1402 ppm
Co 4,2 1,9 . ppm
N 0.4 0,8 Yem/m
Mn 5,9 16 ppmt

Por su parte, el andlisis del contenido de trealosa (Anexo 4), realizado en los laboratorios de
la Escuela de Bioquimica de la Universidad Nacional de Costa Rica, revelé que las larvas sanas
poseen un contenido de 1,46 mg/ml de trealosa en su hemolinfa, mientras que en larvas infestadas

con la enfermedad lechosa se detectd una reduccién del 37,7% en el contenido de este disacdrido,

alcanzando una concentracion de 0,91 mg/ml. ‘




El papel de la trealosa, principal aziicar presente en la hemolinfa de los insectos, en la
reproduccion de la bacteria causal de la enfermedad lechosa en larvas de escarabajos, a sido
ampliamente estudiado por Rodees, ef al. (1966); Bhumiratana, Anderson y Costilow (1974), estos
aufores coinciden en que los niveles de trealosa decrecen en aproximadamente un tercio durante la
reproduccion de la bacteria en la hemolinfa de las larvas de los escarabajos. Estos reportes son muy
similares al 37,7% encontrado en el presente estudio, por lo que se puede deducir que efectivamente
la bacteria P. lentimorbus esta utilizando la trealosa como una fuente importante de carbono y
energia para su desarrollo, y a partir de los resultados observados se calculd que para la
reproduccion in vitro el medio artificial debe poseer un contenido de trealosa similar al detectado en

larvas sanas.
4.2 Germinacion de esporas y reproduccién de células vegetativas en medios artificiales.
4.2.1 Preparacion del medio de cultivo “Y” para la reproduccion in vitro de P. lentimorbus.

Con base en las determinaciones realizadas en el ensayo anterior (4.1) se procedié a preparar

un medio sélido, al que se le denominé medio “Y”, compuesto por macro y microelementos en
concentraciones muy similares a los contenidos reportados en el analisis quimico de la hemolinfa de
larvas sanas, la composicion de este medio se muestra en la cuadro 5 Todos los elementos, excepto

el Cobalto, se agregaron en forma liquida provenientes de formulaciones foliares organicas o

bionutrientes (Cytozyme®), por Io que ¢l contenido de los elementos se baso en la composicién de

cada formulacion foliar tomando como base el contenido de los elementos mas concentrados,

Adicional a los macro y micronutrientes, se agregd una concentracion de trealosa similar a la
encontrada en larvas sanas de P. elenans (1,46 g/l), mas 5,0 g/L de Triptona y 15 g/l de extracto de
levadura. Para la solidificacion del medio se utilizé agar granulado (DIFCO) a razon de 20 g/l
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Cuadro 5. Composicion del medio “Y”, formulado con base el contenido de elementos en la

hemolinfa de larvas sanas de tercer estadio de P. elenans.

Elemento | CORCentracion en Concentracién Fuente*
hemolinfa sana en el medio

Mg 770,5 ppm 770,5 ppm Mg™ 7%
S 08 ppm 0,508 ppni CROP™ 45%
P 0,03 %m/m 300,5 ppm NPK ™ 255 %p,0,
Zn 18,2 ppm 18,2 ppm Zine ™10,9%
Ca 1520 ppm 152,0 ppm Ca™11%
K 0,188 %m/m 571,6 ppm NPK ™ 255 %K,0
Fe 1919 ppm 191,9 ppm CROP™ 1,7%
Co 42 ppm 4,2 ppm Co(C;H,0,)2*4H,0
N 0,4 %om/m 724,5 ppm Todos**
Mn 59 ppm 5,9 ppm Mn™ 8.38%

* Corresponde a fertilizantes foliares de origen organico.

** Todos los fertilizantes son nitrogenados por lo que la cantidad de nitrégeno total en el medio es
la suma del total agregado por cada fertilizante mds el contenido de N en la triptona.

4.2.2 Germinacibn de esporas de P. lentimorbus en los medios “J”, “Y” y “MYPGP”:

En observaciones previas se determind que el realizar un solo tratamiento de temperatura
promueve la germinacion de Ias esporas pero no garantiza la eliminacién de los contaminantes por

lo que se compararon variaciones en el nimero de choques térmicos para medir su efecto sobre la

germinacidn y como herramienta para eliminar contaminantes

Al analizar el efecto de los medios de cultive solidos, preparados en tres niveles de acidez,

sobre la germinacién de esporas tratadas a una temperatura de 80 °C por 20 minutos, en cuatro,
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cinco y seis ocasiones, se puede notar como efectivamente el tratamiento de temperatura estimula la

germinacion,

Aproximadamente 24 horas después del dltimo tratamiento de temperatura se presentaron
colonias de contaminantes en los platos inoculados con esporas tratadas en 4 ocasiones. La
germinacion de las esporas de P. lentimorbus dio inicio 6 dias después del tltimo tratamiento de
temperatura en los platos inoculados con esporas tratadas en 5 ocasiones; un dia despuds se

presentaron las primeras colonias en los platos inoculados con las esporas tratadas en 6 ocasiones.

La germinacién tardia de las esporas se debi6 posiblemente a la muerte de las primeras
esporas germinadas, ya que como se verifico anteriormente, €l proceso de germinacion inicia
aproximadamente 48 horas después del primer tratamiento de temperatura por lo que tratamientos

posteriores a las 48 horas matarian las primeras €Sporas en germinar.

Aunque el coeficiente de variacion es alto (Anexo 5.1), vemos como e] R? presenta un 96%
de probabilidad de obtener estos mismos resultados en ensayos similares El andlisis de los
resultados arrojo diferencias altamente significativas en el modelo (Fassq: 45.49; P:0.0001) (Anexo
3.1). Las diferencias aplican a todos los factores y todas sus interacciones. La interaccién del medio
MYPGP preparado a un pH: 8,00 e inoculado con esporas tratadas en seis ocasiones a 80°C,
presenté los mayores porcentajes de germinacion con un promedio de 438 colonias (Fss=12 .66,
P=0.000 1) (Anexo 5.1), lo que equivale aproximadamente 2 un 8% de germinacion, porcentaje

muy similar al 9% reportado por Krieger, Franken y Schnetter (1996) en el mismo medio
(MYPGP)

EI segundo mejor tratamiento fue el mismo medio (MYPGP), preparado a la misma acidez,
inoculado con esporas tratadas en 5 ocasiones, en donde se alcanzé aproximadamente un 5% de
germinacién. Es importante recalcar que en todos los plates del medio MYPGP preparados a
diferentes niveles de acidez, se obtuvo germinacion cuando se inocularon con esporas tratadas en 5

y 6 ocasiones a 80°C,

Estos resultados concuerdan con los reportados por Curran y Evans (1944), quienes reportan
que la proporcién de esporas que responden a tratamientos de pregerminacion con calor es
dependiente del namero de tratamientos aplicados, cono se puede observar, el mayor porcentaje de
germinacion se presenta en las esporas tratadas en 6 ocasiones,

El andlisis de varianza para la presencia de contaminantes dio diferencias altamente
significativas entre tratamientos (Fuss4: 55; P: 0.0001)(Anexo 5.2), con un coeficiente de variacion

del 32% y un R* del 96%. Al analizar el efecto de los factores ¥y su interacciones nos encontramos
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con que el tnico factor que presenta diferencias altamente significativas es el niimero de choques
térmicos (F, s¢: 703; P: 0.0001).

Hubo crecimiento de contaminantes en todos los medios inoculados con esporas tratadas en 4
ocastones a 80°C, por lo que es necesario tratar las esporas en mds de 4 ocasiones para eliminar la

mayor cantidad de contaminantes (Figura 3).

Es importante resaltar como al aumentar la acidez del medio aumenté el nimero de esporas
germinadas (Figura 4), lograndose un porcentaje de germinacion mayor (8%) en el medio MYPGP
preparado a un pH=8,00, en el medio MYPGP preparado aun pH=7,50 se obtuvo una germinacién
del 4%, y por altimo, en el medio MYPGP preparado a un pH=7,00 el porcentaje de germinacion

fue inferior al 1%, cuando estos medios fueron tratados con 6 choques de 80 °C.

N° colonias

7,00 7,50 8,00
Acidez {pH}

Figura 4 Namero de colonias promedio en el medio “MYPGP” preparados en 3 niveles de acidez ¢

mnoculado con esporas tratadas con 6 choques de 80°C.

Con base en los resultados anteriores se acepta la hipétesis nula planteada, la cual expone que
la acidez es un factor determinante para la germinacion de las esporas de P. lentimorbus, pero
ademas nos encontramos con dos factores determinantes como lo son el medio de cultivo yla

temperatura.

En la figura 5 se observa como aumenta el porcentaje de germinacién conforme aumenta el
namero de tratamientos de temperatura y conforme aumenta ¢l pH del medio MYPGP. Asi mismo
el porcentaje de contaminacion disminuye conforme aumenta el nimero de tratamientos de

temperatura.
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Figura 5. Numero de colonias de P. lentimorbus y porcentaje de contaminacién en tres medios de
culivo (MJ, MYPGP, MY), preparados con tres niveles de acidez {pH:7,00;,
pH:7.50; pH:8.00), e inoculados con esporas tratadas con 4, 5y 6 choques térmicos de
80°C.
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4.3 Reproduccién de estados vegetativos de P. lentimorbus en medios liquidos.

La reproduccion de las células vegetativas en los mismos medios “Y”, “F’ y “MYPGP”
(Anexo 2), preparados en forma liquida y con tres niveles de acidez, difirié significativamente entre
los tratamientos (Fiq, 15~10,30; P= 0.0001) (Anexo 5.3). Analizando mas detalladamente este disefio
observamos como los bloques no son significativos en el analisis, resultado que evidencia las

condiciones controladas de la incubadora en la que se llevé a cabo el ensayo.

El R” nos dice que hay una probabilidad del 86% de obtener estos mismos resultados en

ensayos similares, asi mismo el coeficiente de variacidn (38%) no es muy elevado a pesar de
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tratarse de concentraciones elevadas con niimeros exponenciales en donde facilmente se pueden

cometer errores de conteo entre las repeticiones.

Se observé una diferencia altamente significativa entre los medios de cultivo evaluados
(F216= 47,41; P= 0.0001). El medio més eficiente para la reproduccidn de los bacilos es el medio
MYPGP, alcanzando una concentracion de bacilos de 2,6x10° veg/ml a los 5 dias de inoculado.
(figura 6). En segundo lugar tenemos el medio “J” con una concentracion de 1,6x10° veg/mli, vy

finalmente tenemos el medio Y en el cual obtuvo una concentracion de 1,1x10° veg/ml.

En cuanto a la acidez, no hubo diferencia significativa en la reproduccion de células
vegetativas entre los tres niveles de acidez (Fa36= 0,31; P= 0,7388) Tampoco hubo diferencia en la
interaccion del medio con la acidez (Fqje= 1,85; P= 0,1691), por lo que se puede deducir que la
acidez no es un factor determinante en la reproduccion, resultados que concuerdan y ratifican los
datos obtenidos en la medicidn de acidez realizada en un inicio en larvas sanas ¢ infectadas con la
enfermedad lechosa, en donde no hay cambios importantes en la acidez de Ia hemolinfa de ambas
larvas. Datos similares reportaron Weiner et al. (1966), al ro se observar cambios importantes en

los niveles de acidez en Ia hemolinfa de larvas sanas e infectadas con la enfermedad lechosa

3,0E+08 " a

2,5E+08-17

2,0E+08 4"

1,5E+08 17

{bacilos/ml)

1,0E+081"

5,0E+07 "

0,0E+00 <

Figura 6. Concentracion de células vegetativas de P lentimorbus en tres medios de cultivo
(MYPGP, MJ, MY) (Columnas con la misma letra no difieren estadisticamente entre
si; Duncan)
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De acuerdo a los resultados de los ensayos de germinacién de esporas en medios solidos y
reproduccion de células vegetativas en medios liquidos, el medio MYPGP presento las mejores
cualidades para ambas fases, pero, como concluye Klein {1992), la esporulacion de la bacteria no
ocurre en este medio, ni se logrd inducir este proceso con el nuevo medio desarrollado en este
estudio; por lo que es necesario buscar nuevas alternativas que permitan alcanzar este dltimo y

esencial paso en el proceso de reproduccidn de la bacteria.

Considerando que en el medio MYPGP se alcanza una concentracion final de 2,5x10° bacilos
por mililitro, comparado con una concentracion de 2,0x10° esporas por mililitro (Langford ef al v
Beard mencionados por Tanada y Kaya, 1993) alcanzada en una larva de escarabajo infectada, el

MYPGP es ain un medio muy pobre para la reproduccion eficiente de P. lentimorbus,

4.3.1 Patogenicidad de los vegetativos de P. lentimorbus germinados y reproducidas in vitro.

Al finalizar esie ensayo se realizaron pruebas de virulencia con células vegetativas de P,
lentimorbus germinadas en el medio MYPGP (pH:8,00) y las células reproducidas masivamente en
el mismo medio y se comprobé la pérdida de virulencia, anteriormente reportada por Steinkraus y
Tashiro (1935), en los bacilos reproducidos in vitro, por lo que fue necesario proponer otra
metodologia para la obtencion del indculo inicial En este sentido se propone extraer el inoculo
inicial de larvas infectadas con la enfermedad lechosa y cultivar los bacilos en Ios medios
seleccionados en los enmsayos de germinacion y reproduccién realizados en este estudio,
coincidentemente el medio seleccionado en ambos ensayos es el medio MYPGP preparado a un
pH=8,00.

44 Curva de crecimiento de P. lentimorbus en ¢l medio MYPGP.,

Despugs de obtener inoculo puro procedente de larvas infectadas con la enfermedad lechosa
se procedio a estimar la curva de crecimiento de la bacteria en el medio MYPGP (Anexo 2)
preparado a un pH: 8,00, y se observd un crecimiento exponencial (Figura 7), en donde la
concentracién de bacilos permanece constante las primeras 24 horas, después de las cuales se inicia

la reproduccion, alcanzando su maxima concentracién aproximadamente 62 horas después de

inoculado el medio.

En observaciones realizadas por Liithy er al (1970) se reporta que el punto de mdxima
conceniracion de bacios in vitro se alcanza 4 dias después, pero hay que considerar en primer lugar

que el autor utilizé el medio Grace's, muy diferente al medioc MYPGP utilizado en este estudio,
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ademds de que el medio utilizado tuvo un pH=6,80; por lo que no se puede comparar los resuitad.os',

Lo dnico comparable en estos estudios es la forma de la curva de crecimiento y ademds I

concentracion méxima de bacilos Ja cual es ligeramente mayor a 1,0x10° veg/ml en ambos medios

1.2e+8

t.0e+8

80e+7

8,0e+7

4. 0047 4

Conc. vegimi

2.00+7 -

6.0

Horas

Figura 7. Curva de crecimiento de P. lentimorbus en el medio MYPGP preparado a un pH:8,0.

45  Esporulacién:

Al alcanzar el pico de crecimiento vegetativo es necesario inducir la esporulacion, ya que esta
no ocurre en condiciones normales y como se puede apreciar en la curva de crecimiento (Figura 3),

la concentracion de céhilas vegetativas disminuye rapidamente después de alcanzar el pico de
crecimiento vegetativo.

En observaciones realizadas, en las larvas infectadas por myeccién con la enfermedad
lechosa, se percibid un ligero cambio de temperatura en la superficie de las larvas Segiin Guarin
(1997) las larvas infectadas que alcanzan la fase I de desarrollo de la enfermedad lechosa dan una

sensacién térmica de “frias al tacto™ muy diferente a la de larvas sanas,

Tomando en cuenta esta observacion y al ver el efecto de la temperatura sobre la germinacién
de las esporas en los ensayos iniciales, se plantes Ia interrogante del efecto de la temperatura sobre
la esporulacion de las células vegetativas, por lo que se procedid a tratar las células vegetativas de la

bacteria con cambios de temperatura de 25°C por arriba y por debajo de la temperatura a la cual se
incubaron los bacilos (30°C).
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En este proceso es importante analizar también la teoria expuesta por algunos autores como
Steinkraus y Tashiro (1955), quienes proponen que la deficiencia de nutrientes es el factor inductor
del proceso de esporulacién de P. lentimorbus, por lo que se procedid a reducir la concentracion de

" nutrientes por centrifugacion de los bacilos y agregando agua destilada estéril a un primer
tratamiento; en un segundo tratamiento se agregd el medio propuesto por Steinkraus y Tashiro
(1955) para promover la esporulacién ¥y por tltimo, como tercer tratamiento se probd el dejar las
células vegetativas en el medio MYPGP.

Estos tres medios fueron sometidos a un choque de temperatura por 30 minutos ¥
posteriormente se incubaron a 24 °C durante 5 dias; ¢l choque de temperatura se realizé a tres
diferentes intensidades (4°C, 24°C y 55°C), en un ensayo no planificado al inicio.

\
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Figura 8. Esporulacion de células vegetativas de P lentimorbus en tres medios de cultivo tratadas
con tres temperaturas durante 30 minutos.

Al analizar los resultados de este experimento se observaron diferencias altamente
significativas (Fg 5: 967.88; P: 0.0001) (Anexo 5.4). Estas diferencias se originaron en los factores
medio y temperatura y sus interacciones (F415:77.34; P:0.0001) El analisis de las interacciones
indico que la mayor cantidad de esporas se alcanzo en el medic MYPGP tratado con temperaturas
de 4°C, seguido en segundo y tercer lugar por los tratamientos compuestos por el mismo medio
(MYPGP) tratado a 24°C y 55°C, respectivamente.
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De acuerdo a estos resultados se rechaza la hipétesis nula, la cual plantea que el factor que
induce la esporulacién es la deficiencia nutricional En la figura 8 se puede observar claramente que
el factor inductor de la esporulacion de P. Jentimorbus no es la deficiencia nutricional ya que el

agua destilada estéril y el medio pobre en nutrientes no favorecieron este proceso

Aungue el efecto de la temperatura no es claro, se puede ver como las células vegetativas
producidas en el medio MYPGP preparado a un pH:8,00 y tratadas con un choque de temperatura
de 4°C incrementaron su concentracién, obteniendose una concentracion final de 4,4x10° esp/ml
partiendo de una concentracién inicial de 3,6x10° veg/ml No ocurtiendo lo mismo en los demas
tratamientos de temperatura sobre el mismo medio. Este ligero aumento en la concentracién se
puede deber a un estimulo de los bacilos previo a su esporulacién. El conteo final de esporas se
realiz6 5 dias después de realizar los tratamientos de temperatura, tiempo suficiente para completar

el ciclo de la bacteria en medios de cultivo artificiales.

Figura 9. Esporas de P. lentimorbus, producidas in vivo (izquierda) y producidas in
vitro (derecha); vistas a una intensidad de 40X ariba y 100X abajo en un

microscopio de contraste de fase.

Como se puede apreciar en la figura 9, las esporas de P. lentimorbus producidas in
vitro son muy similares a las producidas in vivo, si las vemos a una intensidad de 40X en un
microscopio de contraste de fase; pero si aumentamos la intensidad del objetivo a 100X

vemos como las esporas producidas in vitro carecen de una formacién clara del cuerpo
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parasporal. Esporas similares fueron obtenidas por Haynes y Rodees (1969), utilizado el medic “J”

y agregando carbén activado para inducir una limitada esporulacion.

Al finalizar esta tltima etapa se realizé una prueba de patogenicidad con larvas del tercer
estado de desarrollo y se observd que al inocular raices de maiz pregerminado con las esporas
producidas in vitro se obtuvo un 10% de infeccién lo que comprueba gue la metodologia utilizada

para produccion in vitro de P. lentimorbus es adecuada.

El obtener un 10% de infeccion con las esporas producidas in vitro es un resultado alentador
si se toma en cuenta que la prueba de patogenicidad se realizd inoculando rtaices de maiz
pregerminado con una suspensién de esporas de aproximadamente de 2,0x10° esp/mi, y dicha
prueba se realizo en las tltimas semanas del mes de noviembre, utilizando larvas de P. elenans en

un avanzado tercer estado de desarrollo.

Lo anterior revela que, aunque la prueba con esporas de P. lentimorbus producidas in
vitro se realiz6 bajo condiciones poco favorables, como lo son una concentracién baja de
esporas, uso de larvas que se encontraban en un avanzado estado de desarrollo y, ademas de
que las esporas se suministraron via ingestion; fue posible observar dos larvas con los

sintomas de la enfermedad lechosa a mediados del mes de diciembre

Milner (1974) reporta que en ensayos realizados con esporas de B. popilliae
producidas #n vivo se puede infectar larvas de Rhopaea verreauxi con la enfermedad
lechosa cuando esta se suministra via inyeccion, sin embargo, cuando larvas sanas de la
misma especie se alimentan con dosis de 1,0x10° esp/larva de Ia bacteria, no se produce
infeccion

Tashiro y Steinkraus (1966) reportan porcentajes de hasta un 70% de infeccién
cuando larvas de Amphimallon majalis se inyectan con esporas de B. popilliae producidas
in vivo, no obstante, en pruebas de exposicién a suelo inoculado con dosis de 2,0x10°

esp/kg de suelo, no se produce infeccién en ninguna larva

Fernandez (1999), expone que hay un desarrollo de resistencia conforme avanza el
desarrollo de las larvas, por lo que es de esperar que larvas de P. elenans més jévenes sean
altamente susceptibles al uso de esporas producidas in vitro con la técnica utilizada en este

estudio.
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5. CONCLUSIONES:

1 La reproduccién in vitro de P lentimorbus es una alternativa viable aplicando la

metodologia planteada en esta investigacion

2 P lentimorbus es una bacteria tolerante a cambios de temperatura por lo que su

germinacion y esporulacién in vitro son favorecidos por cambios térmicos,

3 El porcentaje de germinacion in vitro de las esporas de P. lentimorbus aumentod al
aumentar la cantidad de choques de temperatura aplicados previo a su cultivo en

medios arlificiales, asi como también aument6 con la acidez del medio de cultivo,

4 La deficiencia nutricional no fue el factor determinante en la esporulacion de las células S

vegetativas de P. lentimorbus.

5 El medio MYPGP reine las condiciones minimas necesarias para la germinacidn,

reproduccion y esporulacién de P lentimorbus in vitro 1

6 La temperatura fue un adecuado tratamiento para la eliminacion de contaminantes en el

cultivo in vitro de la bacteria causante de la enfermedad lechosa en las larvas de :

escarabajos
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6. RECOMENDACIONES:

* Realizar pruebas de patogenicidad y virulencia de las esporas de P lentimorbus
reproducidas in vifro sobre larvas de escarabajos del primer, segundo y tercer
estado de desarmrollo jovenes.

* Realizar méds estudios sobre los contenidos nutricionales necesarios para el
desarrollo de la bacteria causante de la enfermedad lechosa en larvas de
escarabajos, con el fin de desarrollar nuevos medios de cultivo in vitro en los

cuales la reproduccion de la bacteria sea mayor.

¢  Desarroliar nuevas metodologias de cultivo in viro que permitan obtener una
mayor eficiencia en la reproduccion de P lentimorbus; y realizar ademds, una

comparacion de costos entre lIa produccién invirro ¢ in vivo.

*  Realizar estudios mas detallados sabre los factores inductores de Ia esporulacién de

la bacteria P. lentimorbus in Vilro.
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8. ANEXOS

ANEXO #1.

METODOLOGIA DE CRiA MASIVA DE PHYLLOPHAGA SPP.
(COL: SCARADARIDAE)

Oviposicion:

Se colectan los insectos adultos en el campo utilizando trampas de luz portatiles o
manualmente. Veinticinco parejas de adultos se colocan en baldes de 25 galones con perforaciones
en la tapa y conteniendo aproximadamente 16 litros de suelo humedecido (este suelo es sometido a
una temperatura de 93 °C por 24 horas en un esterilizador de suelo para invernadero, y extendido
por al menos 48 horas para permitir la eliminacién de gases toxicos que pueden causar la muerie de
los insectos). Hojas tiernas de gudcimo (Guazuma ulmifolia), se colocan dentro de los baldes como

alimento y soporte durante la copula. Este material se reemplaza cada cuatro a cinco dias para evitar

descomposicion.

Extraccion de huevos.

La extraccion de huevos se realiza manualmente removiendo el suelo sobre bandejas con
una espatula plastica. Los larvas tardan entre 10 y 15 dias para eclosionar. Durante este periodo son
mantenidos en potes pequefios, con una cantidad minima de suelo himedo, para detectar huevos no

viables (aquellos que no Hegan a hincharse en ese tiempo)

Eclosién y desarrollo del primer estadio larval.

Para la eclosion de las larvas ¢ inicio del desarrollo se utilizan cajas pldsticas con tapa, de
aproximadamente 16 litros (40x 30x 13 cm) con suelo y pldntulas de arroz como alimento. La
siembra de arroz se realiza sobre una capa de suelo esterilizado himedo de aproximadamente 3 cm
de espesor, 6-7 dias antes de ser utilizadas. La partes aéreas de las plantulas de arroz se cortan con
tileras y se retiran de las cajas, luego grupos de 100 huevos hinchados son colocados en la
superlicie y cubiertos con una capa suelo y semilla de arroz (remojada en agua durante 24 horas),

estos se incuban a 23-24 °C durante 25-30 dias, agregando una nueva capa de suelo y semilla de
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arroz a los 10 dias Es importante cortar y retirar el tallo y hojas de las plantulas de arroz para

reductr el desarrolio de 4caros.

Cria del segundo y tercer estadio larval.

Después de 25-30 dias, alrededor del 50% de las larvas ha pasado a segundo estadio y €s
necesario separarlas para evitar canibalismo A partir de este momenio las larvas se crian
individualmente en vasos plasticos de 200ml con 100ml de suelo esterilizado, suministrando
semanalmente 2 plantulas de maiz de 6 dias de edad. Las larvas que ann se encuentren en primer
estadio al momento de la revision se colocan nuevamente en la caja, suministrando nuevas plantulas

de arroz para que continten su desarrollo (Hidalgo et al., 2000)
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ANEXO#2. MEDIOS DE CULTIVO

1. Medio Nutritivo Liquido (MJ)
Ingredientes:

_ 3.0gde Tryptone

_ 15.0 g de Extracto de levadura

_ 3.0 g de K,HPO, (fosfato de potasio)

_ 2.0 g de Glucosa (esterilizada por filtracion) dextrosa.

_ 1000 ml de agua destilada

Preparacion:

Disolver los ingredientes en el agua destilada a un pH de 7,3-7.5. Si desea un medio solido,
agregar 20 gms de agar y una barra de agitacién magnética. Calentar hasta hervir, esterilice por 15

minutos a 121 °Cy 15 psi Agregar la glucosa después de que la mezcla se enfrie

2. Medio MYPGP
Ingredientes:
_ 10,0 g de caldo Mueller-Hinton
_ 10,0 g de extracto de levadura
.. 3.0 g de K;HPO, anidro-ortofosfato hidrogeno dipotasico (fosfato de Potasio)
_ 1,0 g de C3H30sNa Piruvato de sodio
.. 0.5 g de Glucosa (esterilizada por filtracion)
_ 1000 ml de agua destilada
Preparacion:

Disolver los ingredientes en agua destilada Ajuste el pH a 7,1 Si desea un medio solido
agregar 20 g de agar y una barra de agitacion magnética Calentar hasta hervir, luego esterilizar por

15 minutos a 121 °Cy 15 psi. Agregar la glucosa después de que la mezcla enfiie
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3. Medio pobre propuesto por Steinkraus y Tashiro (1955), para Ia esporulaciéon de P.

letimorbus.

Ingredientes.
1,0 g de (NH)HPO.
02g de KCL
0,2g de MgSO,
0,2g de Yeastextract

1000ml de Agua destilada

Preparacion:

Disolver todos los ingredientes en 1000 ml de agua destilada y autoclavar el medio a 121°C y

15 psi por 15 minutos, si se desea un medio solido agregar 15 g de agar
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ANEXO #3. Anilisis quimico de maro y micro-nutrientes,
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UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
ESCUELA DE QUIMICA
LABORATORIO DE UNIDAD DE SERVICIO A LA INDUSTRIA
Ciudad Universitaria "Rodrigo Facio"
207-4470,207-4471 Facs. (506)253-5020

03 de setiembre de 2002
Informe de Analisis N-329-02
Nombre del solicitante: CATIE
Teléfono: 556-1632
Atencion: Geovanny Fernandez.
Fecha de recepcion: 20-08-02
Fecha de andlisis: 03 -09-02 d
Descripcion de las muestras: Dos muestras de hemalinfa larval del escarabajo de mayo (Phyllophaga

elenans)
Muestreado por: el cliente
Método de analisis utilizado: Absorcion atémica y espectrofotometria ultravioleta- visible.

Resultados: Hsana Hinf,
Mg (ppm) 770.5 1127.7
S (ppm) 0.8 0.3
P (%m/m) 0.03 0.13
Zn (ppm) 18.2 3597
Ca (ppm) 152.0 521.8
K {%mim) 0.188 0.189
Fe(ppm) 191.9 140.2
Co (ppm) 42 1.9
N (%m/m) 0,4..- - 0.8
Mn(ppm) .;.:;-;”;;‘:5155‘ e -:Li' 1.6

Este informe no puede ser reproducldo,fparcial o totalmente, sin la aprobacién escrita de este laboratorio
: A \

ot /,"‘ ety
' g,,,ﬁ:te Eduardo Obando F

N\ AT 44//4 Quimico N.I. 543

e b= . Director del Laboratorio

Unidad de Servicio a la Industria




ANEXO #4. Analisis quimico de trealosa.
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UNIVERSIDAD WACIONAL

COS8TA RICA

22 Octubre del 2002 '

Geovanny Fernandez Redondo
Estudiante de Maestria, CATIE

Estimado Geovanny:

Por medio de la presente deseo reportar los resultados del analisis del contenido
del disacarido trealesa presente en muestras de hemolinfa de larvas de escarabajos. Las
muesiras son: infectadas con la bacteria bacillus popilliae v muestras sanas. Las mismas
fueron suministradas por el interesado.

Los resultados promedio obtenidos son los siguientes:
Muestras sanas: 1.46 mg/mL de trealosa

Muestra infectada: 0 91 mg/mL de trealosa

El andlisis se realizo por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y las
condiciones fueron las siguientes:

Cromatdgrafo: Perkin-Elmer, series 4 con bomba cuaternaria
Detector: Indice de refracciéon (IR), modelo LC-25 de Perkin-elmer.
Columna: Supelcogel C-610H de 30 cm x 7.8 mm

Fase movil: 0.1% H;PO4, a 0.5 mL/min

Temp : 30 °C, (ver catdlogo Supelco 2001, pag.144-147.

Tiempo de anlisis: 15 minutos, teimpo de retencion: 11.5 minutos,

Sin més por el momento,

;‘é' e b (l-’-’ /d C{M,;;b C'?/F)

Gerardo Rodriguez R, pH.D.
Profesor, UNA.

+ : Apartado 86-3000
.- | Heredia, Costa Rica
_ | Tel: (506) 261-0101
Web: www una ac cr




ANEXO #5.
ANALISIS DE VARIANZA

1. ANDEVA Ensayo 1. Germinacion de esporas de P. lentimorbus en medios artificiales.

Variable dependiente: colonias

F gl Suma de Cuadrado F Pr>F
Cuadrados medio

Modelo 26 92303908 35503.5 4549 <0 0001**
Error 54 421407 780.4
Total 80 965231.5

R C.V.  Raizde CME Media

096 6227 2793533 44 86420

Fuente gl  Suma de Cuadrado F Pr>F
Variacion Cuadrados medio
Medio 2 3260730 163036.5 20892  <0.0001%**
pH 2 693115 346558 44 41 <0.0001%*
Temp. 2 901822 450911 57.78 <0.0001**
Medio * pH 4 1386230 346558 44 41 <0 0001#*
Medio * Temp. 4 1803645 45091 1 57.78 <0.0001%*
pH * Temp. 4 395122 98780 12 66 <0.0001**
Medio*pH*Temp. 8 79024 .4 9878.0 12.66 <(0.0001**
Total 26 9230908
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2, Variable dependiente: contaminacién
Fuente _ gl Suma de Cuadrade F Pr>F
#driacion . ~ Cuadrados media . .
Modelo 26 17.65432099 067901235 5500 <Q0001%*#
Error 54 0.66666667 0.01234568
Total 80 18.32098766
Rr? C.V. Raizde CME Media
0.96 32.14 0111111 0.345679
Fuente gl Suma de Cuadrado F Pr>F
Variacion Cuadrados medio
Medio 2 0.02469136 001234568 1.00 0.3746™
ph 2 002469136  (1.01234568 100 03746™
Temp 2 17 35802469  §.67901235 703.00  <0.000]**
Medio * pH 4 004938272  0.01234568 1.00 04157™
Medio * Temp. 4 0.04938272 0.01234568 1.00 04157™
Ph * Temp 4 0.04938272 001234568 1.00 04157™
Medio*pH*Temp. 8 0.09876543  0.01234568 1.00 04469™
Total 26 1765432100
3. ANDEVA Ensayo 2. Seleccion de medio de cultivo
Variable dependiente: células vegetativas/ml de P. lentimorbus.
Fuente gl Suma de Cuadrado F Pr>F
Variacién Cuadrados medio
Modelo 10 3.1x10" 3.1x10% 1030  <0.000]1**
Error 16 4.9x10' 3.1x10"
Total 26 3.6x10"
R? CV Raiz de CME Media
086 382 55326117 1 4x10
Fuente gl Suma de Cuadrado F Pr>F
Variacion Cuadrados medio
bloque 2 45x10% 2 3x10" 007 09282™
Medio 2 2.9x10" 14x10Y 4741 <0.0001%*
ph 2 19x10%  94x10M 031  0.7388™
Medio * pH 4 23x10"  56x10Y 1.85  0.1691™
Total 10 32x107
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4. ANDEVA Ensayo 3. Esporulacién de células vegetativas de P. lentimorbus en medios

liquides.
Variable dependiente: esporas/ml de P lentimorbus

Fuente gl  Sumade Cuadrado F Pr>F
Variacion Cuadrados medio

Modelo 3 792x10"  990x]10" 96788  <0.0001**
Error 18 1.84x10°  1.02x10"

Total 26 7.94x10"

R? C.v Raiz de CME Media
0997681 832 10114621 118740741

Fuente gl  Sumade Cuadrade F Pr>F
Variacidén Cuadrados medio

Medio 2 745x10"7 3 72x10"7 363971  <0.0001%*
Temperatura 2 158x10"  7.89x10% 7713 <0.0001%*
Medio* Temp 4 3.16x10"  7.91x10" 7734 <0,000]**
Total 8 7.94x10"
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