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RESUMEN

ABSTRACT

Cultivos liquidos de ocho cepas de Bacillus thuringiensis Berliner se
evaluaron en larvas de segundo instar de Heliothis virescens Fabricius.
La cepa LBT-111 mostré el 50% de mortalidad al segundo dia del
experimento. Un segundo bioensayo con esta cepa permitio determi-
nar la CL,,contra H. virescens que fue de 2,6 x 10" esporas - mL™" y la
correlacion mas alta (0,95) se obtuvo con los resultados de 48 h de
bioensayo. Los limites de confianza (p<0,05) en la linea de correla-
cion concentracion-probit mostraron margenes estrechos a las 48 h,
lo que denota la confiabilidad en la determinacion de la CL,,

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, Heliothis virescens, control
biolégico, CL,,

Liquid culture of eight Bacillus thuringiensis strains were evaluated on
second instar larvae of Heliothis virescens Fabricius. LBT-111 strain
showed 50% of mortality the second day of experiment. A second
bioassay with this strain allowed to determinate the CL, against
Heliothis virescens, which was 2.6 x 107 spores/mL~" and the highest
correlation (0.95) was obtained with the data of 48 h. The confidence
limits (p 0.05) in the dosis-probit correlation line showed narrow
margins with the data of 48 h, which indicate the accuracy in the
calculation of the CL,, .

Key words: Bacillus thuringiensis, Heliothis virescens, biological
control, CL,,

INTRODUCCION

En Cuba el cultivo del tabaco es atacado por defo-
liadores que causan pérdidas considerables, y es
Heliothis virescens Fabricius (cogollero del tabaco) el
mas importante [Blanco et al., 2007]. El comportamien-
to poblacional de esta plaga en el pais lo ubica en todas
las provincias y bajo todas las condiciones de cultivo

[Piedra, 1985].

Jiménez (1995) definié las cepas LBT-21 y LBT-24 de
B. thuringiensis como las de mayor toxicidad sobre lar-
vas de H. virescens, y determiné que la cepa LBT-21
producia niveles de efectividad del 72,3% en campos de
tabaco después del tercer dia de aplicacion. Esta mis-
ma cepa utilizada durante varias campanas en la pro-
vincia de Sancti Spiritus decliné su efectividad a me-
nos del 50% [Monzén y Ayala, 1999, comunicacién
personal]. Por esta razén siempre resulta muy impor-
tante el poder contar con otras alternativas para ma-
nejar problemas de insecto-resistencia.

El dafio principal de H. virescens al tabaco es en la hoja,
que es el producto comercial del cultivo, por lo que resul-
ta importante contar con cepas de B. thuringiensts que
no solo muestren patogenicidad, sino que sean virulen-
tas y agresivas, de forma tal que en el menor tiempo
posible la plaga deje de afectar el cultivo.

El presente trabajo tuvo como objetivo la evaluacién
de cepas nativas de B. thuringiensis contra larvas de
segundo estadio de H. virescens en el cultivo del tabaco
para seleccionar la cepa mas promisoria.

MATERIALES Y METODOS

Como material biolégico se utilizaron las cepas de
Bacillus thuringiensis LBT-101, LBT-102, LBT-103,
LBT-104, LBT-105, LBT-107, LBT-108 y LBT-111 ais-
ladas de suelo de cultivo de tabaco de las provincias de
Sancti Spiritus y Pinar del Rio [Carreras, 2009].
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Para el bioensayo de la actividad biol6gica frente a
H. virescens se parti6 de colectas de larvas en campos
cultivados de tabaco, libres de productos quimicos y
biolégicos. Las larvas se llevaron al laboratorio de Bio-
logia del Instituto de Investigaciones de Sanidad Vege-
tal (Inisav), donde se estableci6 la cria del insecto se-
gun metodologia descrita por Piedra (1980), consistente
en colocar las larvas en capsulas con pedazos de hojas
de tabaco y papel de filtro en el fondo para mantener la
humedad del alimento. Cuando las larvas eclosionaron
se pasaron a capsulas de Petri individualmente con ho-
jas de tabaco fresco como alimento, y se realizaron ob-
servaciones del desarrollo, comportamiento y caracte-
risticas del insecto. Se utilizaron larvas de H. virescens
del segundo estadio de crecimiento.

% mortalidad = 1— {

Las suspensiones de esporas y cristales de las cepas de
B. thuringiensis seleccionadas se obtuvieron a partir
del crecimiento obtenido en tubos con agar nutriente
en plano inclinado. Para los bioensayos se utilizaron
cuatro concentraciones (10%,10%,107, 10°esporas. mL™)
preparadas con solucién salina estéril de NaCl 0,85%.

Se colocaron 10 larvas individualmente en placas de
Petri de 9 cm de diametro, con hojas de tabaco
asperjadas con cada una de las diferentes concentra-
ciones. Se utiliz6 un control negativo donde las hojas
de tabaco se asperjaron con agua destilada estéril, y
cada variante estuvo conformada por tres réplicas. La
mortalidad se evalué cada 24 h durante siete dias con-
secutivos. El porcentaje de mortalidad se determiné
mediante la férmula de Abbott corregida:

ind.vivos — md.muertos} 100

ind.vivos

Férmula de Abbott corregida

% mortalidad muestra —% mortalidad testigo

100

% mortalidad corregida =

Los insectos muertos se desinfectaron con una solu-
cién acuosa de hipoclorito de sodio al 0,05% y se seca-
ron a 37°C. Posteriormente el material se suspendié en
solucién salina (0,85%) y se someti6 a pretratamiento
térmico en baino de Maria a 80°C por 10 min. Una asa-
da de la suspension se sembré por agotamiento en pla-
cas con agar nutriente para observar la presencia de
colonias con morfologia tipica de B. thuringiensis.

Con el objetivo de corroborar la muerte del insecto por
la accién de B. thuringiensis, las células seleccionadas se
tifieron con solucién de violeta cristal 0,5% y se obser-
varon al microscopio 6ptico con objetivo de inmersion
para detectar la presencia del complejo espora-cristal.

Los porcentajes obtenidos de mortalidad para cada cepa
se analizaron mediante el Modelo Lineal General de
medidas repetidas y se utilizé el programa compu-

tacional SPSS para Windows versién 11.5.2.1.

La cepa seleccionada como promisoria, basado en este
criterio, se someti6 a otro bioensayo para obtener las
lineas de regresion probit de mortalidad-concentracién
y calcular la concentracién letal media (CL, ) [Finney,
1971] con la utilizaciéon de un programa computarizado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se evidenciaron resultados diferentes en cuanto al con-
trol de H. virescens, aun cuando las cepas ensayadas
coexistian en el mismo habitat del insecto.

Las cepas seleccionadas mostraron patogenicidad en
mayor o menor grado hacia las larvas de H. virescens 'y
presentaron diferencias estadisticas significativas cuan-
do se realizé la prueba de comparacién miltiple DHS de
Tukey, lo que permitié seleccionar a la cepa LBT-111
como la mas promisoria para el control de larvas de
segundo estadio de H. virescens (Tabla 1).

Los resultados muestran correspondencia con los ob-
tenidos por Gémez et al. (2006) y Weathersbee et al.
(2006), quienes encontraron diferencias significativas
en los porcentajes de mortalidad hacia el picudo del
algodonero Anthonomus grandis Boheman y Diaprepes
abbreviatus, respectivamente, entre cepas de B. thu-
ringiensts portadoras de proteinas Cry informadas como
toxicas hacia cole6pteros.

Para el segundo ensayo se escogio la cepa de B. thu-
ringiensis LBT-111 por mostrar mayor toxicidad so-
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bre larvas de H. virescens, y se determiné la CL, . La
actividad téxica de B. thuringiensis sobre larvas de
lepid6pteros se expresa en términos de la dosis letal

media (DL, ), o la concentracion letal media (CL, ) para
larvas de primer y segundo estadio cultivadas en el la-

boratorio [Gallegos et al., 2003].

Tabla 1. Prueba de comparacion maltiple DHS de Tukey para las cepas

de B. thuringiensis ensayadas frente a larvas de Heliothis virescens

[1] Cepa [J] Cepa Diferencia entre medias [1-J]
LBT-111 LBT-101 47,36

LBT-102 12,54

LBT-103 18,75

LBT-104 35,71

LBT-105 43,18

LBT-107 15,18

LBT-108 8,93

La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

La CL, delaslarvas fue de 2,6 x 10" esporas - mL™". Las
correlaciones calculadas para las variables probit de
mortalidad y logaritmo de la concentracién variaron
de 0,95 a 0,70 cuando la mortalidad se cuantificé de 48
hasta 120 h (Tabla 2). La correlacién mas alta (0,95) se
obtuvo con los datos de 48 h de bioensayo. Los resulta-
dos coinciden con los obtenidos por Gallegos et al. (2003),
quienes informaron correlaciones similares con los da-

tos de 48 y 72 h de ensayo.

Es l6gico obtener correlaciones mas altas en menor
tiempo con larvas de mayor tamano, debido a que a
mayor desarrollo (edad del insecto) se requiere mayor
concentracion del cultivo para obtener la concentracion
letal, o bien, a mayor tiempo de exposicion se requiere
menor concentracion para lograr el mismo porcentaje
de muerte. Esta informacién es importante para el
manejo estratégico de las dosis de campo de B. thu-
ringiensis.

Tabla 2. Concentracion correspondiente al 50% de mortalidad

Tl(e;:jp ? Mo;t%ljdad Dosis correspondiente | Limite inferior | Limite superior corfz;zpz:;im(eR )
48 50 2,6 x 107 2,4 x 107 2,7x107 0,95
72 50 6,5 x 100 1,9 x 10¢ 1,1 x 107 0,77
96 50 1 x10* 4,2 x 103 1,5 x 104 0,70
120 50 1x103 0,4 x103 1,5 x 104 0,70
Nivel de confianza 95%.
Los limites de confianza (p = 0,05) en la linea de corre-  CONCLUSIONES

lacién concentracién-probit (Tabla 2) muestran marge-
nes estrechos a las 48 h, lo que denota la confiabilidad
en las determinaciones; sin embargo, a partir delas 72 h
se aprecian margenes amplios y correlaciones bajas, con
mayor probabilidad de error en la cuantificacién del
grado de toxicidad de B. thuringiensis.

La cepa LBT-111 puede considerarse, por tanto, una
cepa promisoria en el control de este insecto, al lograr
mortalidades al menor tiempo y a la menor concentra-
cién utilizada, por lo que se hacen necesarios ensayos a
nivel de campo para comprobar la efectividad de la cepa
en condiciones no tan controladas.

* Lacepa LBT-111 presento toxicidad sobre larvas de
segundo estadio de Heliothis virescens en condicio-
nes de laboratorio, con una (CL_ ) de 2,6 x 107espo-
ras * mL™, por lo que representa una alternativa
potencial para el manejo de este insecto en el cultivo
del tabaco.
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