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Estudios preliminares del efecto entomotéxico de Bacillus
Iaterosporus frente a larvas de Ocnogyna baetica en Jaén

P. PALOMEQUE, M. MARTINEZ, E. VALDIVIA y M. MAQUEDA

En la bibliografia se encuentran numerosas citas sobre la patogenicidad del
género Bacillus que van desde la secrecion de exotoxina (a, B, ) y la produccién
de antibiéticos hasta el efecto entomotéxico de los cristales paraesporales mas pro-
fundamente estudiados en la especie Bacillus thuringiensis.

Bacillus laterosporus ha sido descrito como potencialmente patégeno de Apis
mellifera en 1917, pero no existen otras referencias hasta 1976, en que se describe la
produccién del antibiético laterosporamina. (SHojJI et al., 1976).

En este trabajo llevado a cabo en el Departamento de Microbiologia del C. Uni-
versitario de Jaén, se describe la accién tdxica de este microorganismo sobre los
estados larvarios de Ocnogyna baetica, propia de zonas herbiceas incultas del Medi-
terraneo occidental, pero potencialmente peligrosa para cualquier cultivo préximo
(Vicia faba, Medicago sativa, asi como numerosos cereales), de donde se puede

recoger.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la utilizacién de
ciertas especies del género Bacillus en el
control bioldgico- de plagas de insectos
(lepiddpteros, coledpteros, hemindpteros y
dipteros) en plantas, ha sido objeto de
numerosas investigaciones, ya que su em-
pleo no parece afectar al hombre ni a los
animales.

La especie mas estudiada ha sido B. thu-
ringiensis descubierta y descrita en 1915 por
BERLINER, como patégena para las larvas de
la mariposa de la harina (Anagasta (Ephes-
tia) kuehniella). Unos afios antes, ISHIwATA
en Japén aislé una bacteria esporulada de
larvas del gusano de seda muertas y las
llamé «sotto Bacillen» (B. sotto). Aoki y
CHIGASAKI continvan investigando con esta
bacteria y en los afios 1915-1916 publican

una serie de trabajos donde describen la bac-
teria y la enfermedad causada por ella en las
larvas del gusano de seda.

Posteriormente, HemmpEL. y Auvcus (1958)
revisaron la taxonomia de las bacterias
patdgenas de insectos y B. sotto pasd a ser
considerada como una variedad de B. thu-
ringiensis de BErLINER (1915).

El microorganismo originalmente aislado
por BERLINER se perdié y en 1927 MATTES
(1927) reaislé el B. thuringiensis de larvas de
A. kuehniella y describi6 la enfermedad cau-
sada por el bacilo en el insecto.

Aunque ambos autores sefialaron la pre-
sencia de un cuerpo paraesporal en el espo-
rangio de esta bacteria, dicho cuerpo no fue
relacionado con la patogenicidad hasta mu-
chos afios después por HANNAY (1953).

Subsiguientes estudios con estas y otras
cepas de Bacillus (B. thuringiensis entomo-
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cidus, B. thuringiensis Berliner, B. thurin-
giensis sotto, B. thuringiensis kurstaki, B.
thuringiensis israelensis), demostraron que
la entomoxicidad de estas bacterias residia
en los cristales paraesporales (Hgympel. and
ANGUs, 1960; TyreLL et al., 1979; YAMAMOTO
and Mc Lavcuiin, 1981; Lizura and Yama-
MOTO, 1983; YamMamoTo and Lizura, 1983).

Estos cristales paraesporales son produci-
dos por la bacteria durante el proceso de
esporulacidn y sus efectos toxicos, asi como
la naturaleza quimica de los mismos, han
sido aclarados en numerosos trabajos (SIN-
GER, 1973; Buria et al., 1975; Vankova, 1978;
LurtHy, 1980).

También han sido citadas como patdgenas
de insectos otras especies de Bacilus, unas
cristaliferas (B. larvae, B. popilliae) y otras
no productoras de cristales (B. lentimorbus,
B. cereus).

B. larvae produce una enfermedad de las
abejas llamada «podredumbre del panal»
(Wwnrte, 1906, 1912).

B. popilliae y B. lentimorbus producen la
«enfermedad lechosa» en larvas del escara-
bajo japonés (Popillia japonica, Newman)
(Dutny, 1940; Pripam et al, 1964). La
enfermedad se caracteriza porque la hemofi-
lia de las larvas se llena de bacterias y espo-
ras, adquiriendo una apariencia lechosa.
Estas bacterias se han utilizado con éxito
para combatir plagas del insecto mencio-
nado, en dareas densamente infectadas, aun-
que no se conoce exactamente el mecanismo
intimo dela produccién de la enfermedad ni
se han detectado sustancias tdxicas en las
bacterias.

Finalmente, B. cereus ha sido frecuente-
mente aislado de coledpteros, himendpteros
y lepiddpteros enfermos. Presumiblemente
su patogenicidad se debe a la actividad fos-
folipasa C, que actia provocando alteracio-
nes en el digestivo de los insecto suscepti-
bles, con la consiguiente septicemia y muer-
te del insecto. Muchos lepiddpteros son
resistentes a la acciéon de B. cereus, porque

en las condiciones de alcalinidad de su
digestivo la sintesis de fosfolipasa C es inhi-
bida (Buira er al., 1975).

Otra especie de Bacillus productora de
cristales paraesporales es B. Jaterosporus que
fue referido en 1917 como potencialmente
patégeno de abejas (Mc Gray, 1917), pero
desde entonces no existen otras referencias
bibliograficas hasta 1976, en que se describe
la produccién del antibi6tico laterospora-
mina (SHoj et al., 1976).

En nuestro laboratorio se ha puesto de
manifiesto la patogenicidad de esta bacteria
para las larvas del lepidoptero Ocnogyna
baetica propia de zonas herbaceas del Medi-
terraneo Occidental que suele encontrarse en
terrenos incultos de campifia, pero poten-
cialmente peligrosa para cualquier cultivo
proximo (Vicia faba, Medicago sativa, asi
como numerosos cereales), debido a la vora-
cidad de las larvas y al elevado ntimero en
que se encuentran.

Larva al final de
su desarrollo
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Fig. 1.—Esquema del ciclo vital de O. baetica: Las

mariposas salen entre mediados de agosto y mediados
de septiembre. Las larvas nacen a finales de noviembre-
primeros de diciembre y son activas hasta abril cuando
forman pupas. Los insectos adultos nacen -a finales de
octubre-noviembre.
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Los resultados preliminares sobre la accién
patogena de esta bacteria frente a las larvas
de O. baetica se exponen en el presente
trabajo.

MATERIAL Y METODOS

Organismos

Bacillus Iaterosporus CCM 1.612.

Ocnogyna baetica, lepidéptero, superfami-
lia Noctuoidae, familia Arctiidae, subfamilia
Micrarctiinae, cuyo ciclo de vida se esque-
matiza (figura 1).
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Infeccién de larvas

Las larvas de O. baetica en las tultimas
fases de su desarrollo (meses de marzo y
abril), fueron alimentadas durante 14 dias
con hojas recogidas de su hdibitat natural
(sustrato de margas calizas con plantas
nitréfilas propias de lugares secos y abiertos)
previamente rociadas con un cultivo de 48
horas de B. laterosporus CCM 1.612 a 37°C.
en BHI (infusidn cerebro corazén, BBL.).

Medidas de las pupas

Las pupas fueron medidas con un calibre

% Total de pupa
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Tiempo de desarrollo de las larvas (dias)

Fig. 2.—Esquema representativo de la mortalidad de individuos infectados (larvas) con respecto al tiempo en dias
y de la evolucién seguida por las larvas infectadas. En la grafica se refleja la mortandad, asi como la
supervivencia representada por la formacion de pupas.
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MAGO, que posee una aproximacién de
1/20 milimetros.

Anilisis fisico-quimico de las heces

Las heces (testigo y alteradas), previa-
mente desecadas (24 h. a 100°C.), fueron
sometidas a las siguientes pruebas:

a) Difraccién con rayos X: se utilizé un
difractémetro de rayos X, RIGAKU, modelo
MINIFLEX. Radiacién Cu Ke; intensidad,
500 C.P.S.; velocidad, 0,5°/min.

b) Anadlisis Térmico Diferencial (ATD):
los termogramas presentados se obtuvieron
en un equipo de termoanalisis METTLER
TA 300, entre 37 y 710°C., calentando con
una velocidad de 10°C./minuto.

c) Analisis elemental: se utilizé6 un anali-
zador elemental de la marca PERKIN-
ELMER 240 C.

RESULTADOS

1) Toxicidad de B. laterosporus frente a
larvas de O. baetica

En primer lugar observamos un 30% de
mortalidad entre el quinto y el undécimo
dia en las larvas infectadas, mientras que las
larvas usadas como testigo siguieron su ciclo
normal de desarrollo (figura 2).

El 70% de larvas infectadas que no murie-
ron formaron pupas, de morfologia seme-
jante a las testigo, aunque de tamafio consi-
derablemente mayor. La longitud media de
las pupas infectadas fue 3,6 milimetros
superior a la de las testigo, y la anchura
media fue 1,7 milimetros mayor en el caso
de las infectadas.

Algunas de estas pupas (25%) murieron
a las pocas semanas y otras (37,5%), que
hemos disecado en el laboratorio, se encuen-
tran considerablemente retrasadas en su des-
arrollo, ya que a estas alturas del ciclo debe-
rian estar los adultos completamente forma-

dos y en su lugar encontramos sélo tejido
blando y esbozos de digestivo.

En segundo lugar cabe destacar la dismi-
nucién del nimero de heces/individuo y dia
en larvas infectadas con respecto a las tes-
tigo (figura 3), lo que esta relacionado con
el hecho de que las larvas alimentadas con
hojas infectadas dejan ripidamente de comer
o comen mucho menos que las testigo.
Ademais, algunas de las heces procedentes de
larvas infectadas (aproximadamente un 5%
del total), aparecieron alteradas, mostrando
un color rojo o pardo frente al verde habi-
tual y con gran cantidad de agregados cris-
talinos de forma alargada, visibles al mi-
croscopio 6ptico (figura 4). Asimismo, en
estas heces aparecian los contenidos vegeta-
les menos degradados que en las heces nor-
males, procedentes de testigos.
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Fig. 3.—Comparaciéon del numero de heces considera-

dos por individuo y dia, procedetes de larvas testigo e
infectadas.
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Fig. 4.—Microfotografia (400 x) éptica de los agregados cristalinos presentes en las heces alteradas.

2) Anilisis fisico-quimico de las heces

A fin de hacer una aproximacién inicial
sobre la naturaleza quimica de estos crista-
les, realizamos varios analisis fisico-quimico
de las heces (testigo y alteradas), previa-
mente desecadas durante 24 horas a 100°C.

En primer lugar el registro de la difrac-
cién con rayos X de las heces alteradas mos-
tré un pico claro a los 11,4°, no apareciendo
ningun pico apreciable en el registro de las
heces testigo (figura 5).

A continuacién realizamos un analisis
térmico diferencial de ambos tipos de heces
(figuras 6 y 7), obteniéndose el porcentaie de
masa perdida en cada paso (cuadro 1).

Como se puede apreciar, la muestra infec-
tada resulté poseer un 1,321% mas de com-

ponentes volatiles «ligeros» (proteinas, azu-
cares sencillos...) que la testigo. Asimismo,
presentaba un 2,783% mas de componentes
voldtiles «pesados» (celulosa, lignina...).
Finalmente, realizamos un andlisis ele-
mental de ambos tipos de muestra, cuyos
resultados se muestran en el cuadro 2, en la

Cuadro 1.—Andlisis Térmico Diferencial de las
heces procedentes de larvas de O. baetica norma-
les (testigo) e infectadas con B. laterosporus.

Temperatura (°C.)

De35a Delb0a De350a Maisde

150°C. 350°C. 700°C. 700°C.
Testigo . 10,h96% 38,879% 34,813% 15,712%
Infectadas . 7,9943% 40,200% 37,596% 14,22%
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Fig. 5.—Andlisis por difraccion con rayos X de las heces alteradas (500 C.P.S. 0,5°/minuto).

Cuadro 2.—Anélisis elemental de las heces proce-
dentes de larvas de O. baetica normales (testigo) e
infectadas con Bacillus laterosporus.

Andlisis elemental (%)

C H N
Testigo ....ooovinnn 35,68 4,90 3,19
Infectadas .......... 33,68 4,79 6,78

Aumento de peso -----

Temperamra °C.
L 8000w >

100

aaial,y

it

-.01000

Pérdida de masa (1) y de su derivada (2) en mg./seg.

Fig. 6.—Termograma de las heces testigo. Se relaciona
el aumento de temperatura con la pérdida de peso (1) y
con su derivada (2) expresado en mg. “seg.

que se observa que el contenido en nitr6-
geno de las heces infectadas es algo mayor
del doble que el de las heces testigo, lo cual
debe suponer ldgicamente, un mayor conte-
nido proteico en el caso de las primeras.

DISCUSION

Los resultados obtenidos hasta el mo-

Temperatura °C. Aumento de peso -----

. L 8.000 mg ,
-
.
¥
o
.
o 3
|
-.01800 -.0t000 - 00800 00000

Pérdida de masa (1) y de su derivada (2) en mg./seg.

Fig. 7.—=Termograma de las heces infectadas. Se rela-
ciona del aumento de temperatura con la pérdida de
peso (1) y con su derivada (2) expresado en mg./seg.
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mento parecen demostrar que B. laterospo-
rus es moderadamente téxico para las larvas
de O. baetica, aunque queda por valorar su
actividad en el desarrollo de las pupas, dato
que puede ser muy interesante y que requie-
re posteriores estudios. Dado que el ciclo de
vida del insecto no permite disponer del
material adecuado en todo momento, la
repeticién de las experiencias se ve limitada
por esta circunstancia. De todos modos,
pensamos que la toxicidad adicional en las
pupas o la incidencia en el retraso de su
desarrollo y por consiguiente en la eclosién
del adulto y en la puesta del mismo, junto
con el efecto directo de la bacteria sobre las
larvas, podrian ser consideradas como prue-
bas preliminares a favor de la posible utili-
zacién de B. laterosporus en el control bio-
l6gico de plagas de O. baetica.

Por otra parte, y respecto al analisis
fisico-quimico de las heces, reunidas todas
las observaciones, se aprecian «a groso
modo» tres diferencias fundamentales en la
composicion quimica de ambos tipos de
muestra.

Las heces infectadas mostraron: 1) mayor
contenido en nitrégeno (6,78% frente a 3,19%
en el testigo), lo cual indica un mayor por-
centaje de proteinas; 2) mayor proporcién de
componentes volatiles «ligeros» (azticares sen-
cillos, proteinas...); 3) mayor proporcién de
componentes volitiles «pesados» (celulosa,
lignina...).

Estos datos se pueden relacionar con nues-

ABSTRACT

tras observaciones de las heces alteradas al
microscopio. La presencia de agregados cris-
talinos podria estar en conexién con el
aumento de proteinas, si bien éste podria
también atribuirse a una descamacién del
epitelio intestinal de las larvas infectadas,
debido -al efecto irritante de la toxina sobre
el mismo, y el aumento de componentes
voldtiles «pesados» se relacionaria con la
mayor proporcién de tejidos vegetales poco
digeridos presentes en heces procedentes de
larvas infectadas.

Finalmente, pensamos, seia interesante de-
terminar si estos agregados cristalinos, pro-
bablemente de naturaleza proteica, estin en
algun modo relacionados con los cristales
paraesporales de la bacteria infectante, asi
como su papel en la patogenia de la infec-
cién, para lo cual sera preciso la purifica-
cién de ambos, a fin de determinar su natu-
raleza y poder establecer su toxicidad.
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del efecto entomotéxico de Bacillus laterosporus frente a larvas de Ocnogyna

baetica en Jaén, Bol. Serv. Plagas, 11: 147-154.

There are many references about the pathogeny of the genus Bacillus, including
the production of exotoxins (a, B, ¥), antibiotics, and the enthomotoxic paraespo-

ral bodies which have been deeply studied in B. thuringiensis.

The sp. B. laterosporus was described as potentially pathogen for Apis mellifera
en 1917. However, not other references can be found until 1976. when SHoJI et al.
(1976), described the production of the antibiotic «laterosporaminax».
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In this study, which has been carried out at the Dept. of Microbiology of the
U.C. of Jaen, we describe the toxic effect of this microorganism over the larvary
stage of Ocnogyna baetica, an especie characteristic of the Herbaceous of the Wes-
tern Mediterranean which normally lives in wild areas of the champaign, until also
potentially dangerous of nearby crops (Vicia faba, Medicago sativa, as well as many

cereals) from whose has been frequently isolated.
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