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Autora: Chavez Bolafios Daniela Mishell

RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo realizar una revision bibliogréafica que registre los diferentes
métodos de captura, aislamiento y propagacion de la bacteria entomopatogena Bacillus
thuringiensis (bt), con el proposito de disponer una informacion filtrada en una base de datos
con un gestor bibliografico (Mendeley) y en Excel para una mejor distribucion de la
informacion y su facil acceso. La metodologia utilizada en la presente investigacién inicia
con la busqueda de informacion que se basé en el tema de estudio, con la recopilacion de 80
documentos verificados entre ellos articulos cientificos, articulos de revista, tesis o capitulos
de libros con una restriccion de los ultimos 10 afios. De los métodos encontrados (Sauka,
2017) afirma que esta bacteria se captura a través de las larvas de un insecto infectado,
también se lo recolecta por muestras de suelo, para su aislamiento encontramos dos metodos
mas usados y que serian aplicables para las condiciones de Salache como son por medios de
cultivo con sacarosa, melaza, miel de maiz, etc. (Paucar, 2011) y la incubacion de larvas
infectadas para ser usadas en bioensayos (Instituto Nacional de Salud (Peru) et al., 2002).
Por otro lado, segun (Instituto Nacional de Salud (Peru) et al., 2002). para los métodos de
propagacion existen medios de cultivo liquido para la multiplicacién de esta bacteria, como

sustratos a base de leche azucarada, lactosuero e incluso por medios de cultivo.

Palabras clave: entomopatdgeno, bacteria, laboratorio, proteinas Cry, insecto — plaga.



TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI
FACULTY OF AGRICULTURAL SCIENCE AND NATURAL RESOURCES
THEMA: Bibliographic review of management protocols of Bacillus thuringiensis (bt) in
its capture, isolation and propagation for its application in the Faculty of CAREN, Salache,
Latacunga canton, province of Cotopaxi.

Author: Chavez Bolafios Daniela Mishell

ABSTRACT

This work aims to carry out a bibliographic review that records the different methods of
capture, isolation and propagation of the entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis
(bt), with the purpose of having filtered information in a database with a bibliographic
manager (Mendeley) and in Excel for a better distribution of the information and its easy
access. The methodology used in this research begins with the search for information that
was based on the subject of study, with the collection of 80 verified documents, including
scientific articles, journal articles, theses or book chapters with a restriction of the last 10
years. Of the methods found (Sauka, 2017) affirms that this bacterium is captured through
the larvae of an infected insect, it is also collected by soil samples, for its isolation we found
two most used methods and that would be applicable for the conditions of Salache as they
are by culture media with sucrose, molasses, corn syrup, etc. (Paucar, 2011) and the
incubation of infected larvae to be used in bioassays (Instituto Nacional de Salud (Peru) et
al., 2002). On the other hand, according to (National Institute of Health (Peru) et al., 2002).
For propagation methods, there are liquid culture media for the multiplication of this

bacterium, such as substrates based on sweetened milk, whey and even by culture media.

Keywords: entomopathogen, bacteria, laboratory, Cry proteins, insect - pest.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

En esta investigacion se propone facilitar la informacion a los pequefios y grandes
agricultores, mediante la utilizacion de microorganismos biocontroladores y concretamente
Bacilus thurigiensis para establecer una base de datos con informacion de protocolos de
manejo de este microorganismo para el control de plagas y enfermedades que afecten a los
cultivos, utilizando un gestor bibliografico y una tabla dinAmica generada en Excel para
poner a disposicion de la comunidad cientifica y agricultores. Finalmente determinar de
acuerdo a la bibliografia revisada se recomendara la aplicacion de una de las metodologias

que estén conforme a las condiciones tecnoldgicas en laboratorio de Salache CEYPSA.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Esta investigacidn se realiza para dar a conocer la importancia de la informacion de Bacillus
thuringiensis dispersa en las diferentes paginas de internet y elaborar una base de datos en
un gestor bibliografico (Mendeley) y en Excel, en base a los diferentes sitios de articulos e
informacion cientifica, esto proporciona ayuda tanto para la comunidad cientifica y para las
personas que estan interesadas en la indagacion acerca de esta bacteria, nuestro proyecto
reserva el tiempo de indagacion de la informacion haciendo mucho mas agil la busqueda con

la ayuda de la base de datos donde se encuentra registrada la informacion.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

La siguiente investigacion beneficiard directamente a los estudiantes de la carrera de
Ingenieria Agrondmica de la Universidad Técnica de Cotopaxi ya que les servird como
recurso bibliogréafico, asi también a personas interesadas en el tema de investigacion de este
proyecto donde encontraran una base de datos acerca de protocolos de manejo de Bacillus

thuringiensis (bt) en su captura, aislamiento y propagacion.



5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los cultivos comerciales constituyen una fuente importante para la economia del mundo, ya
que parte de la base alimentaria de la poblacién descansa en la produccion agricola, situacion
que requiere la atencion por parte de los gobiernos. Uno de los principales factores que se
debe controlar para evitar la volatilidad de la produccion son los insectos-plaga, pues se
estima que la produccion agricola mundial se ve afectada aproximadamente en un 18% por
esta causa, situacion por la cual se considera que anualmente deja pérdidas de miles de
millones de ddlares. (Portela, Chaparro, & L6pez, 2013)

La informacion acerca de este biocontrolador se encuentra dispersa en las diferentes
plataformas de internet que contienen los documentos con diferentes métodos de manejo,
dicha informacion no es de fécil acceso para los agricultores e investigadores interesados en
realizar una agricultura mas amigable con el ambiente, es por ello que se busca dar
accesibilidad a grandes como a pequefios productores de la zona acerca del uso de este
biocontrolador, recogiendo toda la informacion de las distintas bibliotecas virtuales y
organizando una base de datos generada en Excel con articulos importantes articulos
importantes referentes al tema que se encuentran disponibles de manera gratuita y algunos
de paginas que nos piden un pago con una restricciéon de los Gltimos 10 afos, esta base de
datos contiene protocolos de manejo de este microorganismo para el control de plagas y
enfermedades que afecten a los cultivos, paralelamente se organizo la informacion en un
gestor bibliografico para poner a disposicion de la comunidad cientifica y agricultores
interesados en aplicar estos métodos de control biologico de plagas. Finalmente, determinar
de acuerdo a la bibliografia revisada se recomienda la aplicacion de una de las metodologias

de manejo que estén conforme a las condiciones de los laboratorios de Salache CEYPSA.

Formulacion del problema
¢Qué métodos de manejo de microorganismos biocontroladores de Bacilus thurigiensis son

recomendables para el laboratorio en Salache CEYPSA?



6. OBJETIVOS

6.1  Objetivo General

Recopilar la bibliografia de protocolos de manejo de Bacillus thuringiensis (Bt) en su
captura, aislamiento y propagacion identificando los procedimientos méas adecuados para
su aplicacion en los laboratorios de la facultad de CAREN de la UTC.

6.2  Obijetivos Especificos

e Revisar informacion con los distintos protocolos de: captura, aislamiento y
propagacion de Bacillus thuringiensis (Bt).

e Seleccionar informacion apropiada para el manejo de Bacillus thuringiensis (Bt).

e Establecer una base de datos con protocolos de manejo de biocontroladores
encontrados.

e Describir la metodologia adecuada para las condiciones tecnoldgicas en el
laboratorio de Salache mediante la propuesta de un manual sencillo acerca del

microorganismo.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS.

Tabla 1. Actividades por objetivo

laboratorios de la facultad
de CAREN de la UTC.

papers, libros,
revistas, articulos

cientificos, tesis.

MEDIO DE
OBJETIVO ACTIVIDAD RESULTADO | VERIFICACIO
N

Registrar la bibliografia de | Recopilacion de | Fundamentacion
protocolos de manejo de | informacion tedrica en base a
Bacillus thuringiensis (Bt) | (protocolos  de | distintos articulos
su captura, aislamiento vy | laboratorio, que  contengan
propagacién identificando | articulos informacién de Bt
los procedimientos mas | cientificos e | Y su manejo. Fuentes
adecuados para su | informacién Informacion Bibliograficas
aplicacion en los | validada, libros.) | actualizada  de

apropiada para el manejo de

Bacillus thuringiensis (Bt).

informacién  de
protocolos  de:

captura,

aislamiento y

propagacion.

estructurado con
sustento

cientifico.

Revisar informacion con los | Compilacién de | Informacion
distintos  protocolos de: | informacién veridica y Fuentes
captura, aislamiento vy | relevante  sobre | sustentada en | Bibliograficas
propagacion de Bacillus | los protocolos | base a trabajos
thuringiensis (Bt). detallados. previos en el

ambito cientifico

y experimental.
Seleccionar  informacion | Descripcion  de | Protocolo

Fuentes

Bibliogréficas




Establecer una base de datos

con protocolos de manejo de

Crear una base de

datos en Excel y

Base de datos con

informacion  de

Fuentes

biocontroladores Mendeley con los | articulos acerca | Bibliograficas
encontrados. articulos de la captura,
cientificos. aislamiento y
propagacion
Describir la metodologia Seleccidn de | Base de datos con Fuentes

adecuada para las
condiciones tecnoldgicas en
el laboratorio de Salache
mediante la propuesta de un
manual sencillo acerca del

microorganismo.

métodos efectivos
para captura,
aislamiento y

propagacion.

conocimientos en
el mangjo vy
propagacion de Bt
acorde a la zona

de estudio.

Bibliogréficas,
lista de protocolos
Base de datos con
los protocolos de
captura,
propagacion y

aislamiento.

Elaborado por: Autor




Tabla 2. Variables de Estudio

TIPO DE DEFINICION UNIDAD DE . -
VARIABLES TECNICA INSTRUMENTO ITEMS
VARIABLES CONCEPTUAL MEDIDA
. Informacion
Articulos S
L . I L bibliogréafica
. . Descripcion del | Tipos de plagas [Recopilacion de cientificos/
Biocontroladores dependiente . . - . . del
biocontrolador que controla informacién | papers/Libros/Revi |, .
biocontrolado
stas )
I . Informacion
Recopilacion de Articulos S
Concepto de - ; 9 e bibliogréafica
captura % de poblacion informacién cientificos/ de los
puray capturados (Datos, papers/Libros/Revi|
protocolos métodos de
resultados) stas
captura
I . Informacion
s Recopilacion de Articulos o )
Revision bibliografica de Concepto de s 0P 9 e bibliogréafica
. . . b % de individuos | informacion cientificos/
métodos de captura, Independiente aislamiento y . . . de los
. . y vivos (Datos, papers/Libros/Revi|
aislamiento y propagacion protocolos métodos de
resultados) stas ) :
aislamiento
Recopilacién de Articulos Ir?ft).rmaf:lgn
Concepto de . 9 L bibliografica
; in % de informacién cientificos/ de los
propagaciony reproduccion (Datos, papers/Libros/Revi|
protocolos métodos de
resultados) stas iy
propagacién

Elaborado por: Autor.

8. FUNDAENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1  Revision Bibliografica

El trabajo de revision bibliogréafica constituye una etapa fundamental de todo proyecto de
investigacion y debe garantizar la obtencion de la informacion mas relevante en el campo de
estudio, de un universo de documentos que puede ser muy extenso. (Gomez, Navas, Aponte,
& Betancourt, 2014)

Una basqueda bibliografica debe hacerse desde una perspectiva estructurada y profesional.
Leer documentacion que no tenga fundamentos es aburrido y termina por ser una pérdida de
tiempo. Por supuesto, cuando se inicia un proceso de busqueda bibliografica no se sabe qué
material es el mas pertinente o relevante, sin embargo, a medida que se avanza la perspectiva
mejora y se empiezan a definir los temas que realmente interesan. Por tanto, se hace necesario
delimitar la basqueda y saber cudndo parar, aunque exista un sin nimero de preguntas por
responder antes de abordar el tema principal del proyecto. (Gomez, Navas, Aponte, &
Betancourt, 2014)




La informacion se presenta en multitud de formatos, unos mas accesibles, mas reconocidos
y mejor valorados “académicamente” que otros, entre estos: libros, revistas, actas de
congresos, reportes técnicos, normas, tesis e Internet. Los libros son el punto de partida de
cualquier investigacion bibliografica, pues proporcionan una buena base y una visién global
del tema elegido. (Gmez, Navas, Aponte, & Betancourt, 2014)

8.2  Usoy funcién de Bacillus thuringiensis

El potencial entomopatdgeno de la Bacillus thuringiensis ha sido altamente explotado desde
hace mas de 50 afios en la proteccion de los cultivos. Gracias al desarrollo de la biotecnologia
y a los avances en esta, ha sido posible utilizar ese efecto toxico a traves de dos rutas
principalmente: elaboracion de plaguicidas que se utilizan directamente en los cultivos.
(Sauka & Benitende, 2008).

El control biolégico fue comprendido a inicios del siglo X1X, cuando un grupo de naturistas
de diferentes paises dieron a conocer el importante papel que juegan los organismos
entoméfagos en la naturaleza. Con el empleo de estos biocontroladores se intenta restablecer
el equilibrio ecoldgico (Badii & Abreu, 2006)

En los ultimos afios ha ido incrementado el interés de los técnicos, agricultores e instituciones
gubernamentales, acerca de la utilizacion del control biologico de plagas, como una opcién
de bajo impacto y segura tanto para el medio ambiente, como para los productores y

consumidores (Salas & Salazar, 2003)

El biocontrol hace referencia al uso de diferentes organismos que de manera individual o en
combinacion reducen los efectos toxicos que causa una poblacién patogena sobre el
crecimiento o productividad de un cultivo, esta estrategia de manejo es poco usada ya que
depende de las interacciones que ocurren entre la planta, el patdgeno, el organismo
biocontrolador y el ambiente en el cual se desarrolla la interaccién. (Vinchira & Moreno,
2019)

El microorganismo seleccionado como biocontrolador, funciona como un ser

metabolicamente activo de manera que ejerce un efecto protector de forma directa



(produciendo metabolitos o enzimas que impiden el crecimiento del patdgeno) o indirecta

(estimulando las defensas de la planta) (Vinchira & Moreno, 2019)

8.3  Tipos de control bioldgico

El control bioldgico puede efectuarse de modo natural, cuando dichos enemigos naturales de
una plaga limitan su propagacion o desarrollo fuera de la participacion humana o también
puede existir un control aplicado, resultado de una seleccion y manipulacion referente a bases
cientificas de esos enemigos naturales. El control bioldgico aplicado procura remendar un
escenario alterado por el que la plaga escap6 del control natural, subdividiéndose en: control
bioldgico clasico o inoculativo, inundativo y por conservacion (Cabrera, Briano, & Briano,
2012).

8.4  Tipos de biocontroladores

Cualquier ser vivo que se alimenta de otro es conocido como su enemigo natural y la mayoria
de las plagas tienen diversos enemigos naturales, (Smith & Capinera, 2000) manifiesta que
estos organismos son introducidos de diferentes partes del mundo dandose a conocer como
exoticos comparado con los organismos nativos del lugar, clasificando los controladores

bioldgicos en grandes grupos:

8.4.1 Depredadores

Los insectos depredadores componen uno de los grupos mas importantes de enemigos
naturales, cumpliendo un papel fundamental en la regulacién de las poblaciones de plagas de
artropodos en muchos cultivos. Diferentes grupos taxondmicos de insectos contienen
especies que son depredadoras, 0 especies que lo son parcialmente y que poseen diferentes
estrategias de alimentacion en las distintas fases de su ciclo de vida, como forma de evitar

competicién. (Gonzalez, Jahnke, & Silva, 2014)
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8.4.2 Parasitoides

Segun (Rios Casanova, 2011) la mayoria de insectos parasitoides pertenecen a los ordenes
Hymenoptera (abejas, avispas y hormigas) y Diptera (moscas) aunque también hay algunas
especies en otros grupos de insectos como Coleoptera (al que pertenecen los escarabajos) y
Lepidoptera (mariposas y palomillas). Estos insectos durante su estado larvario se alimentan
y logran desarrollarse dentro o sobre otro animal invertebrado o también llamado el
hospedero al cual asesinan.

8.4.3 Entomopat6genos

Los insectos también son susceptibles a contraer enfermedades, los causantes son
microorganismos que penetran en la especie plaga a través del tubo digestivo o del tejido
organico dando lugar a la expresion de la enfermedad que causa la muerte del hospedante,
estos microorganismos incluyen bacterias, hongos, virus y nematodos. (Smith & Capinera,
2000)

8.4.4 Hongos entomopatdgenos

Constituyen el grupo de mayor importancia en el control biol6gico, la mayoria de insectos
plaga son susceptibles de padecer las enfermedades causadas por estos hongos, cuando la
cuticula de los insectos entra en contacto con las esporas del hongo, estas germinan y crecen
en el interior del cuerpo de su hospedero. El hongo prolifera al utilizar el cuerpo del insecto
como un medio de vida, produciendo toxinas y consumiendo los nutrientes; posteriormente

destruye al insecto.

8.4.5 Bacterias

Son microorganismos simples, que consisten en células procariotas individuales, la gran
mayoria de bacterias son organismos saprofitos, es decir, benefician al hombre, por su ayuda

en la descomposicion de grandes cantidades de materia organica que producimos los seres
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humanos en nuestro ciclo de vida, se han determinado alrededor de 80 especies de bacterias
que producen enfermedades en las plantas, estas son dificiles de mantenerse en un medio de

cultivo por lo que es necesario mantenerlas en un medio nutritivo para que puedan crecer.

8.4.6 Virus

Los virus son nucleoproteinas que son muy pequefias como para poder ser observadas en un
microscopio optico, estos son paréasitos de las células y producen varias enfermedades a todos
los seres vivos. Alrededor de una cuarta parte de los virus atacan y producen enfermedades
en las plantas, un solo virus tiene la capacidad de infectar a una o varias docenas de diferentes
especies de plantas y cada especie vegetal pueden ser atacadas por varias clases distintas de

Virus.

8.4.7 Nematodos

Son organismos muy pequefios que miden entre 300 a 100 um, no se pueden observar a
simple vista, pero se logra verlos con facilidad en el microscopio, estos organismos viven
libremente en numerosas cantidades en aguas saladas o dulces o en el suelo, se alimentan de
plantas y animales microscopicos, se alimentan tambien de plantas vivas en las que producen

una gran variedad de enfermedades.

8.5  Bacillus thuringiensis (Bt)

Bacillus thuringiensis es un bacilo Gram positivo que durante su fase de esporulacion
produce una inclusion parasporal, conformada por proteinas Cry con actividad biolégica
contra insectos-plaga. Gracias a estas proteinas Bacillus thuringiensis presenta toxicidad
contra larvas de insectos-plaga de los 6rdenes Lepidoptera, Coledptera y Diptera, entre otros.
Ademas, es amigable con el medioambiente, razones por la cuales se ha hecho comun el uso
y desarrollo de productos comerciales y plantas transgénicas a base de toxinas Cry en el
sector agricola. En esta revision se describird los aspectos més importantes de Bt y su
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aplicacion como herramienta biotecnoldgica para el sector agricola, con una consideracion

sobre bioensayos usando esta bacteria. (Lang, y otros, 2011)

8.5.1 Proteinas Cry

La forma estructural de las toxinas Cry esta constituida por tres dominios determinantes para
su actividad bioldgica contra insectos. Una proteina Cry es una inclusion parasporal
proteinica de Bt que presenta efectos tdxicos verificables experimentalmente sobre un
organismo susceptible, o bien una proteina que posee una obvia similaridad de secuencia con
alguna proteina Cry conocida. El resultado final de la manera en que la proteina Cry ejecuta
su actividad letal conlleva la formacidn de poros liticos en la membrana apical del intestino
medio del insecto susceptible mediada por el reconocimiento de un receptor proteico.
(Portela, Chaparro, & Lépez, 2013)

La toxina Cry logra su efecto formando poros liticos sobre las células del intestino medio del
insecto susceptible. El conjunto de reacciones que se llevan a cabo para que una toxina Cry
ejerza su efecto han sido estudiadas primordialmente en el contexto Lepidéptera. Se han
propuesto tres modelos que explicarian este fendmeno bioldgico. (Portela, Chaparro, &
Lopez, 2013)

El insecto cuando consume la proteina Cry presenta cese de la ingesta, parélisis del intestino,
vomito, diarrea, descompensacion osmatica, paralisis total y la muerte. Para que se lleve a
cabo la muerte del insecto, la protoxina debe estar presente en un ambiente reductor que

desestabilice sus puentes disulfuros y pueda ser activada. (Portela, Chaparro, & Lopez, 2013)

8.5.2 Clasificacion taxondmica

Nombre cientifico: Bacillus thuringiensis
Clasificacion superior: Bacillus
Especie: thuringieahrensis; Berliner 1915

Familia: Bacillaceae
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Orden: Bacillales

Clase: Bacilli

8.5.3 Ciclo de vida

Bacillus thuringiensis presenta un ciclo de vida con dos fases: una de ellas caracterizada por
el crecimiento vegetativo, otra por la esporulacion. La primera de ellas ocurre en condiciones
favorables para el desarrollo, tales como ambientes ricos en nutrimentos, la segunda en
condiciones desfavorables, con escasez de sustrato alimenticio.

Las larvas de insectos como mariposas, escarabajos 0 moscas, entre otros, al alimentarse de
las hojas, frutos u otras partes de la planta, puede ingerir endosporas de la bacteria B.
thuringiensis.

En el tracto digestivo del insecto, debido a las caracteristicas alcalinas del mismo, se disuelve
y se activa la proteina cristalizada de la bacteria. La proteina se une a un receptor en las
células intestinales del insecto, formando un poro que afecta el equilibrio electrolitico,
causando la muerte del insecto. (Sauka & Benitende, 2008)

Asi, la bacteria utiliza los tejidos del insecto muerto para su alimentacion, multiplicacion y

formacion de nuevas esporas que infectaran a nuevos huéspedes.

8.5.4 Funcion como biocontrolador

El patégeno de insectos mas exitoso utilizado para el control de insectos es la
bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), que actualmente es ~2% del mercado total de
insecticidas. Bt es casi exclusivamente activo contra etapas larvarias de diferentes rdenes
de insectos y mata al insecto por alteracion del tejido del intestino medio seguido de
septicemia causada probablemente no solo por Bt sino probablemente también por otras

especies bacterianas (Raymond, 2010)
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8.5.5 Plagas que controla

Insectos lepiddpteros, coledpteros, dipteros, himenodpteros y hemipteros, una de las
caracteristicas mas interesantes de las toxinas Cry es su especificidad por insectos. La
especificidad de los insectos esta determinada en gran medida por la unién especifica de las
toxinas Cry a las proteinas de superficie localizadas en las microvellosidades de las células
del intestino medio de las larvas. En el caso de los insectos lepidopteros, las proteinas de
union a Cry1 se han identificado como proteinas similares a la cadherina, aminopeptidasa-N
(APN) anclada a glucosilfofatidil-inositol (GP1), fosfatasa alcalina (ALP) anclada a GPI, un
glucoconjugado de 270 kDa y un glucoconjugado de 250 kDa. proteina llamada P252.
(Bravo, Sarjeet, & Soberén, 2011).

8.5.6 Métodos de captura

Para la captura de este microorganismo se procede a recolectar muestras de suelo, raspando
con una espatula estéril y asi obtener una muestra de 10g de 2 a 5 cm por debajo de la
superficie, posteriormente se almacena las muestras en bolsas plasticas estériles a

temperatura ambiente.

8.5.7 Meétodos de aislamiento

La mayoria de las enfermedades bacterianas y fungosas de las plantas se diagnostican al
observarlas a simple vista o con ayuda del microscopio, sin embargo, con la cantidad de
bacterias y hongos que se encuentran en el suelo no nos permiten diferenciar y por ello es
necesario realizar el aislamiento, ya que una misma enfermedad puede corresponder a uno o
mas patdgenos. Para el aislamiento se debe tener esterilizado los materiales que vamos a usar
como: cajas Petri, tubos de ensayo, pipetas, etc. a temperaturas entre 150 a 160° C durante

una hora o mas.
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8.5.8 Meétodos de propagacion

Para la propagacion posteriormente se prepara la solucion para tratar la superficie del tejido
infectado; luego preparamos los medios de cultivo en los que se desarrollan los hongos y
bacterias, los medios de cultivo se realizan a base de fuentes naturales de carbohidratos como:
papa, frijol, o extracto de malta afiadiendo agar para solidificar el medio y formar un gel en

el que el patdgeno se desarrollara.

8.5.9 Bioinsumos

Se han desarrollado diferentes productos Bt para el control de insectos en la agricultura y
también contra especies de mosquitos. La mayoria de estos productos se basan en
preparaciones de cristales de esporas derivadas de algunas cepas de tipo salvaje como B.
thuringiensis var. kurstaki (Btk) HD1 que expresa las proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAcy
Cry2Aa o HD73 que produce CrylAc; B. thuringiensis var. aizawai HD137 que produce
toxinas Cry ligeramente diferentes como CrylAa, CrylB, CrylCa y CrylDa; B.
thuringiensis var. San. (Bravo, Sarjeet, & Soberén, 2011)

8.6  Plantas transgénicas Bt

La ingenieria genética desarroll6 muchas especies de plantas que expresan genes cry de B.
thuringiensis y las convirti6 asi en “plantas insecticidas”. Comunmente se hace referencia a
este tipo de plantas como “plantas o cultivos Bt” (por ejemplo, maiz Bt, algodon Bt, etc.). El
primer informe de una planta transgénica con un gen cry de B. thuringiensis data de 1987
(126). Se desarrollaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) que producian cantidades
suficientes de proteina Cry para controlar larvas de primer estadio de Manduca sexta. Desde
entonces, al menos diez tipos de genes cry distintos se introdujeron en 26 especies vegetales:
crylAa, crylAb, crylAc, crylBa, crylCa, crylH, cry2Aa, cry3A, cry6Ay cry9C. (Sauka &
Benintende, 2008).
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9. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

e ;Qué se conoce acerca de la bacteria entomopatogena Bacillus thuringiensis?

e (;Qué metodos de captura, aislamiento y propagacion de Bacillus thuringiensis

existen?

10. METODOLOGIA DEL PROCESO DE INVESTIGACION.

Para la actual investigacion se realizard una revision de documentos de articulos cientificos
examinando las bases de datos: Chemedia, RefSeek., Scielo, Redalyc, Google Académico,
con restriccion de fecha, en los idiomas esparfiol e inglés. Se adjunto la literatura mediante un
gestor bibliografico (Mendeley), se examinaron los abstracts y los articulos completos,
teniendo en cuenta los articulos que incluian recomendaciones sobre el uso de Bacillus

thuringiensis como biocontrolador.

Es descriptiva ya que se requiere proyectar las caracteristicas especificas descubiertas por las
investigaciones exploratorias, para asi medir de manera mas precisa los protocolos de
captura, aislamiento y propagacion descubiertos en las mismas, extendiendo el campo de

investigacion, para una mejor comprension y asimilacion del tema.



Gréfico 1. Proceso de la metodologia
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10.1 Determinacion del tema de estudio

17

El tema de esta investigacion nacié de la planificacion para la obtencién del titulo de

ingeniero agronomo en la Universidad Técnica de Cotopaxi, en las reuniones realizadas con

la tutora encargada de este proyecto de investigacion, en donde surgieron las interrogantes

como ¢Qué informacion tenemos acerca de la bacteria Bacillus thuringiensis? ;Qué métodos

existen para su captura, aislamiento y propagacion? ¢Pueden acceder los agricultores

facilmente a la informacion acerca de este biocontrolador?, asi fue como se eligio la revision

bibliografica de este microorganismo como una alternativa a solucionar las preguntas que

planteamos anteriormente.
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10.2  Gestion bibliografica

En este periodo se utilizé el gestor bibliografico Mendeley, esta aplicacion es un gestor de
bibliografias que nos ayuda a almacenar y organizar documentos para compartir citas
bibliogréficas y publicaciones, este programa es gratuito y solamente hay que registrarse para

poder utilizarlo.

Gréfico 2. Organizacion de la informacion en el gestor bibliografico Mendeley
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Fuente: Autor

10.2.1 Mendeley

Segun (Biblioteca de la Universidad de Zaragoza, 2020) Mendeley es un gestor bibliografico
que combina la plataforma web con una version de escritorio, que facilita la creacion y
organizacion de una base de datos de referencias bibliograficas, el trabajo con documentos
completos u originales (pdf), la insercion de citas y la creacion de bibliografias en multiples

estilos bibliograficos.
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10.3 Depuracion de la base de datos
En esta etapa del desarrollo del proyecto procesamos la informacion acerca de los métodos

de captura, aislamiento y propagacion de la bacteria Bacillus thuringiensis, bajo diferentes

criterios de inclusion.

e Fuentes de consulta: Scielo, Redalyc, SCI-HUB, Google Académico, Chemedia,
RefSeek.

e Idioma de los documentos: espafiol, inglés y portugués

o Palabras clave.

e Estudios referentes a Bacterias entomopatogenas o produccién de Bacillus

thuringiensis.
10.4.1. Seleccion de documentos

Luego de una busqueda exploratoria en las diferentes bases de datos (Scielo, Redalyc, SCI-
HUB, Google Académico, Chemedia, RefSeek) se estudid detenidamente los abstracts y
metodologias de cada articulo o tesis, se recolecto una cantidad total de 80 documentos con

la informacion ingresada en el programa de Microsoft Excel.

10.4 Microsoft Excel

En la base de datos elaborada en el programa de Excel esta reflejado el resultado en
relaciobn a las preguntas de investigacion que se plantearon anteriormente, donde
clasificamos la tabla en diferentes categorias para poder agilitar la busqueda de la

informacién por temas.
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Tabla 3. Codificacion de la informacion

VARIABLE DEFINICION
. Afio en el que fue publicada la informacion.
Ao
. Definimos si es articulo de revista, capitulo
Tipo . .
de libro o tesis.
Titulo Titulo de cada documento.
Autor Personas que elaboraron el documento.
. Nom I
Editorial 0 _bre_de la empresa que edita las
publicaciones.
. Nombre de la revista donde esta publicada
Revista . .
la informacion.
Idioma Espafiol, Inglés o Portugués
Pais Lugar donde se realizé la investigacion
Temas que incluyen técnicas o métodos de
Captura a uy .
captura de Bacillus thuringiensis.
Aislamiento T.emas_ que |ncluyer.1 tecnlcas_o r.neto.dos de
aislamiento de Bacillus thuringiensis .
iy Temas que incluyen técnicas 0 métodos de
Propagacion . . L
propagacion de Bacillus thuringiensis .
Plaga que controla Nombre cientifico de los insectos
i Permite el acceso inmediato a la ubicacion
Link
del documento en la red.

Fuente: Autor.

11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La base de datos estd constituida por 80 documentos entre los cuales constan articulos
cientificos, tesis o capitulos de libros, la informacion cuenta con temas de captura,
aislamiento y propagacion que se ha encontrado entre los afios 2000 hasta el 2020, para el
conjunto total de la informacion desde el 2010 hasta el 2020 para la base de datos elaborada
en Excel (Gréafico 3). El porcentaje que se obtuvo de la informacion procesada arrojo que en
relacion a articulos fue de un 69,86%, para tesis con 10,13% y para capitulos de libro un 1,1
% (Grafico 4).
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Grafico 3. NUmero de documentos en relacion al afio
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Fuente: Autor.
Gréfico 4. Porcentaje de tendencia de fuentes

M Articulo de Revista
o Tesis

m Capitulo de libro

Fuente: Autor.

11.1 Operacionalizacion de busqueda

Una base de datos es un conjunto de informacion ordenada que nos permite organizar de tal
manera los documentos de interés para el usuario, nos ayuda a disminuir el tiempo de
busqueda con la facilidad de los filtros, donde cada columna contiene informacidn referente

al tema especifico que queremos consultar.
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La base de datos que se realizd en el programa de Excel estd compuesta por 14 titulos
distribuidos en diferentes columnas que contienen informacidn acerca de la bacteria Bacillus
thuringiensis, en esta recopilacion de informacién se nos permite realizar la busqueda

mediante filtros como, por ejemplo: el afio, el titulo, plaga que controla, etc. (Tabla 4).

Tabla 4. Modelo de la tabla de informacion

An.o de:’ Tipo Titulo Autor/es Editorial Revista Idioma | Pais
publicacion
. . L . Ben Raymond, Paul R. Johnston, . .
Articulo Bacillus thuringiensis: an impotent L . . . Trends in . Reino
2010 Cientifico athogen? Christina Nielsen-LeRoux, Didier Elsevier Microbiolo Inglés Unido
pathogen? Lereclus and Neil Crickmore Y
Articulo Bacillus thuringiensis: a century of Georgina Sanahuja, Raviraj Society for Plant
2011 - research, development and Banakarl, Richard M. Twyman, | Experimental | Biotechnology Inglés | Espafia
Cientffico . - . .
commercial applications Teresa Capell and Paul Christou Biology Journal
2010 Atmc,ulo Protelna.s Cry d.e, Bacillus thl’JrlnglenSlS Silvio Alejar]dro Lopez—Pazos, NOVA (.JlenICI.as Espariol Colombi
Cientffico y su interaccion con coledpteros Jairo Cerén Biomédicas a
Articulo Bacillus thuringiensis: A story of a Algja.ndra Bravo, SUp?pom . . Insgct .
2011 - . L Likitvivatanavong , Sarjeet S. Elsevier Biochemistry and |  Inglés USA
Cientffico successful bioinsecticide . . , .
Gill, Mario Sober6n Molecular Biology

Fuente: Autor.

De los 80 documentos recopilados en la base de datos se tomd en cuenta aquellos que
contenian informacion acerca de los tres métodos: captura, aislamiento y propagacion en los
cuales, registrados un total de 7 documentos, ya que como es de conocimiento esta bacteria
ha trascendido por varias décadas y es por ello en la mayoria de investigaciones no nos da
datos de su captura porque es un microorganismo facil de capturar y se encuentra en la mayor
parte de nuestro ecosistema.



Tabla 5. Documentos que contienen informacion completa de captura, aislamiento y

propagacion.

o . Método de Método de Método de
Afo Tipo . . .,
Captura Aislamiento Propagacion
AMC(Agar |Cémaras
2008 Articulo Cientifico |Muestras de suelo |Medio himedas. Larvas
Completo) de insectos.
. Medios de
. Melaza, Miel .
2011 Articulo Cientifico |Muestras de suelo de m;’z I cultivo.Larvas de
insectos
2019 Tesis Muestras de suelo |Sacarosa L arvas de
insectos.

Fuente: Autor.
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En los 80 documentos recolectados en la base de datos podemos determinar que existe

informacion relevante acerca de la captura, aislamiento y propagacion de Bacillus

thuringiensis, debemos tomas en cuenta que en la mayoria de investigaciones se utilizan los

mismos métodos, lo Unico que varia es la temperatura, tiempo, materiales, medios de cultivo,

entre otros, a la que se realizan los diferentes procedimientos en este biocontrolador.

Esta bacteria ha sido tema de estudio en diferentes paises (Grafico 5) donde se aplican

diferentes técnicas para evaluar la eficacia de este microorganismo como biocontrolador. Su

estudio ha estado vigente desde los afios 1920.

Gréfico 5. Porcentaje de paises con mayor cantidad de investigaciones de Bacillus

thuringiensis
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Fuente: Autor.
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11.2 Métodos de captura

Dentro de los 80 documentos acerca de informacion de Bacillus thuringiensis en la base de
datos, en los métodos de captura (Gréafico 6) encontramos que 11 documentos son referentes
a articulos cientificos y 5 son de tesis, de esta informacién llegamos a la conclusion de que
uno de los métodos de captura es a través de las muestras de suelo, frutos caidos dafiados,

cadaveres de artropodos y gasterdpodos, estiércol y agua estancada en acequias.

Grafico 6. Documentos referentes a captura de Bacillus thuringiensis

Captura

M Articulo

Tesis

Fuente: Autor

11.3 Métodos de aislamiento

Para los métodos de aislamiento se revisé 80 documentos referentes a investigaciones de
Bacillus thuringiensis en los cuales (Grafico 7) determinamos que 33 documentos
corresponden a articulos cientificos, 13 a tesis y 1 a un capitulo de libro, segin (Paucar, 2011)
la seleccion del medio de cultivo para la produccion de cristales y esporas de Bt se basé en
la revision bibliografica y se opt6 por el medio descrito por Dulmage (1970) al cual se lo
denomind medio 1 (medio control) compuesto de glucosa, extracto de levadura, harina de

soya y sales minerales.
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En base a este medio se formul6 tres medios de cultivo sustituyendo solamente la fuente de
carbono por sacarosa (medio 2), melaza (medio 3), miel de maiz (medio 4). (Paucar, 2011)

También para su aislamiento segin (Instituto Nacional de Salud (Peru) et al., 2002) Las
larvas fueron incubadas hasta que alcanzaron el 111 estadio de desarrollo para ser usadas en

los bioensayos.

Gréfico 7. Documentos referentes a aislamiento de Bacillus thuringiensis.

Aislamiento

m Articulo
m Capitulo de libro

Tesis

Fuente: Autor.

11.4 Métodos de propagacion

De la informacidn ingresada en la base de datos con un total de 80 documentos, para los
meétodos de propagacion encontramos (Grafico 8) 46 archivos de articulos cientificos y 13 de
informacion en tesis. Segun (Basica, 2012) existen medios de cultivo liquidos de bajo costo
para la multiplicacion de esta bacteria, el primer sustrato a base de leche azucarada
adicionada con un caldo base rico en minerales, también encontramos métodos que usan

medios de cultivo, larvas de insectos para la propagacion de este microorganismo.



Gréfico 8. Documentos referentes a propagacién de Bacillus thuringiensis
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Fuente: Autor.

12. PRESUPUESTO

Tabla 6. Presupuesto

26

MATERIALES

. COSTO COSTO

DESCRIPCION| UNIDAD |[CANTIDAD
UNITARIO TOTAL

Computadora U 1 350 350
Luz MENSUAL 6 2 12
Internet MENSUAL 6 20 120
TOTAL 351

Fuente: Autor.
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13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

e EIl total de archivos encontrados acerca de las técnicas o métodos de captura
aislamiento y propagacion fue de 80.

e De los 80 documentos encontrados, 7 fueron seleccionados como documentos
completos que contienen métodos de captura, aislamiento y propagacion, el resto de
documentos hace referencia o explica un solo método o dos.

e La mayoria de documentos que se encontrd son acerca del control de plagas dentro
del sector agricola mediante el uso de la bacteria entomopatogena Bacillus
thuringiensis.

e En los 80 documentos encontrados entre tesis, articulos cientificos y capitulos de
libros llegamos a evidenciar que no hay variedad de protocolos para su captura,
aislamiento o propagacion de esta bacteria, mas bien varia la concentracién de los
medios de cultivo y su temperatura a la que estdn expuestos estos microorganismos
al momento de realizar su aislamiento y propagacion.

e De los métodos de captura determinamos que esta bacteria puede ser capturada por
medio de muestras de suelo, para su aislamiento encontramos medios de cultivo con
agar, sacarosa, entre otros, para su propagacion se encontré 3 métodos como son por
medio de camaras himedas, por larvas de insectos y mediante medios de cultivo.

e La metodologia que se estudi6 en los documentos de los afios entre 2000-2010 son
similares a las que encontramos en los estudios realizados en los afios entre el 2010-
2020, lo unico que difiere son las composiciones y temperaturas para los métodos de
captura, aislamiento y propagacion.

Recomendaciones

e Para poder acceder a Mendeley se debe crear una cuenta y asi permitir la revision la
informacion registrada.

e Leer de manera detenida los abstracts, materiales y métodos para asi poder agilizar la
busqueda.

e Tomar en cuenta los documentos encontrados en América del Sur y Centro América
ya que contienen informacion reciente de los afios 2017 en adelante segun lo
registrado en la base de datos de Excel.

e Dentro de la informacion registrada podemos localizar que un 7% de los documentos
pertenecen a investigaciones realizadas en Ecuador, para investigaciones posteriores
es recomendable aplicar los métodos encontrados en nuestro pais.

e Para las condiciones de los laboratorios del campus Salache es recomendable tomar
en cuenta que para la captura de esta bacteria se necesita tomar muestras de suelo, o
asi mismo se puede obtener de restos de insectos, para su propagacion y aislamiento
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podemos realizarla con medios de cultivo en los laboratorios que deben estar
debidamente desinfectados para no contaminar los medios de cultivo, es
recomendable también trabajar en el laboratorio de entomologia analizando su
propagacion por medio de larvas de insectos.
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