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Bloinsecticida basado en una cepa de Bacillus thuringlensis (Berliner), la
formulacién y los procedimientos de produccién.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presante invancién concierne a un bloinsecticiia, los procedimientos para la
produccién del ingrediente activo consistente en delta- endoloxinas de una cepa
de Baciflus thuringiensis, y la formulacién del bicinsecticlda que presenta una
alta capacidad de control de larvas de insectos del orden Lepidéptera. Este
producto contlene sustancias aditivas seguras y proporciona la cantidad de
ingrediente activo requerida para obtaner la actividad entomocida deseada.

E!l descubrimiento de formulados quimicos para el control de plagas ha
evolucionado hasta nuestros dias y se ha consolidado como précticas de
defensa a corto plazo. Lo que en un principio fue considerado como paositivo, ha
dado como resultado la dependencia total de estos productos por parte del
agriculior y un criterio ermbneo de aplicacién anual con unos calendarios fijos,
sin ser necesarios en muchos casos tratamientos tan severos. La gran cantidad
de residuos que originan, a veces muy persistentes, afectan a las distintas
especies animales que ocupan el entorno de aplicacién e incluso al ser
humano.

El uso de insecticidas lleva consigo una serie de inconvenientes, aparte de los
anteriormente mencionadas, que agravan el problema de su ulilizaclén. Gran
parte no son suficientemente selectivos, es decir, eliminan junto con la plaga
otros inseclos (tlles como pueden ser sus propios enemigos naturales. Por efio
el insecto plaga, al verse libre de sus enemigos, se multiplica sin problemas y
con més intensidad que antes. Otro inconveniente importante es |a aparicion de
resistencias cuando no toda la poblacidn plaga muere y algunos individuos por

mecanismos de mulacion y seleccibn, son capaces de sobrevivir tranafirfiendo a
sus descendientes esta cualidad. La cantidad de resistencias a los plaguicidas



ha pasado a ser de menos de 20 aspecies de insectos hace 50 afos, hasta las
casi 700 de hoy. Todo ello ha originado que la aphcacion de plaguicidas sea
cade vez mas severa, aumentando dosis y potencia.

Todas estas desveniajas han molivado a la busqueda de productos atternativos
que suplan las deficiencias de los plaguicidas quimicos tradicionales. Es el
caso de la bacteria entomopatogena Bacillus thuringiensis (B.th.). Los primeros
bioinsecticidas formulados a partir de B.th. se remontan a principios de siglo,
siendo descubierta y publicada su actividad insecticida en 1901.

Bacillus thuringiensis es una bacteria ampliamente distribuida que
habituaimente podemos encontrar en el suelo, polvo y en la superficie de
numerosos substratos vegetales. B.th. es una bacteria Gram positiva que se
caracteriza por la formacidn, durante el ciclo de esporulacion, de uno o mas
cristales paraesporales. Estos cristales estdn compuestos por proteinas
lamadas 5-endotoxinas o proteinas Cry (codificadas por genes cry), las cuales
poseen el ingrediente activo que confiere toxicidad especifica contra distintas
plagas de insectos.

El mecanismo de Infeccién requiere de la ingestién activa del microorganismo
por la larva. Las larvas poseen en su sistema digestivo una combinacién de pH,
sales y enzimas necesarias para activar los cristales altaments insolubles. Asi
que el insecto debe ingerir el complejo espora-cristal, para ser afectado y debe
hacerio en dosis suficientes para que el efecto sea mortal.

El peso molecular aproximado de esta proteina es de 130 a 135 KDa y se le
denomina proloxina; |la protoxina es digerida en el intestino medio del insecto
por las condiciones alcalinas y las proteasas presentas, liberandose un péptido
tdxico de 60 a 70 KDa haciendo que el inseclo tenga paralisis en el tracto
digestivo y suspenda |a ingestidn. La toxina reconoce y se une a sitios
especificos (receptores) localizados en las micro vellosidades de las células
eplteliales del Intestino medio, induciendo a la formaci5n de poros de



membrana. Tal alteracién resulta en un flujo bidireccional de lones e ingreso de
agua; dando como resultado que las células de! intestino de la larva se
inflamen y posteriormente se lisen. La histolisis se produce por et ingreso de
agua en la célula inducida por la toxina, en algunos casos el ambiente creado
por la delta-endotoxina puede ser suficlente para la germinacion de la espora
de B.th. y subsecuentemente septicemia.

Desde que se conocld que el B.th. producia una proteina cristal (§-endotoxina), la
cual es un agente efectivo de control blolégico en la produccién agricola, la
produccién de la delta-endoloxina se hace en fermentaciones sumergidas usando
medios de cultivo que contienen fuentes de carbono, nilrdgeno y elementos
nutritivos, para lograr el desarrolio del microorganismo, la formaciéon de
metabolitos secundarios y la formacion de esporas y cristales.

Al comparar la produccidn de esporas y delta-endotoxina utilizando un gran
numero de medios complejos apropiados para la produccién industrial, se ha
encontrado que la actividad insecticida depende de la especie y del medio para
la produccién de la foxina. Se conoce la importancia de los minerales
especialmente de los iones manganeso, potasio, calcio y cinc en la produccién
de esporas y toxinas (Nickerson, 1974).

Son numerosas las publicaciones sobre medios de cultivo para B.th., en general
se acepta que para cade cepa y las condiciones ambientales imperantes, sl
medio de cultivo es particular (Goldberg, 1977; Smith Robert, 1982; Smith, 1982;
Arcas J et al, 1984; Pearson D. et al, 1988; Avignone Rossa C.A.et al, 1989;
Abarca, C. et. al 1992).

La imporiancia del biopesticida desanoliado radica en su alta actividad y, por lo
lanto, su gran capacidad de control de larvas del insecto Spodoptera frugiperda
J.E. Smith, plaga que ataca una amplla gama de cultivos, entre otros, maiz,
algoddn, sorgo, soya y arroz. Por ser una plaga que ataca una amplia gama de
cultivos, se hace indispensable contar con un agente de control de la plaga



como el que es objeto de esta patente. La cepa y el producto desarrollado
presenta una mayor actividad entomocida y, por lo tanto, una mayor capacidad
de control de esta plaga en los cullivos mencionados, beneficiando a los
productores agricolas por su eficacia.




DESCRIPCION DE LA INVENCION

El propésito principal de esta invencidn es proveer una formulacion seca, el
proceso tecnoldgico para la manufactura del ingrediente activo y del producto
de un bioinsacticida que presenta actividad tdxica contra larvas de insectos del
orden Lepidoptera.

Alslamiento de la cepa de Bacilius thuringlensis del suelo

El procedimiento de aislamiento de la cepa de Bacillus thuringlensis de la
presente invencidn se realizo de la siguiente forma: se pesé 1.0 g de suelo y
se adicionaron a 17.5 ml de caldo Luria Bertani (LB) (para 100 mi: 1 g de
friptona. 0.6 g de extracto de levadura y 0.5g de cloruro de sodio) en un
erdenmeyer de 125 ml. El cakdo LB fue amortiguado con acetato de sodio (0.25
M, pH 6.8), la mezcla es incubada (4hr, 200rpm, 30°C), al cabo de las 4 horas
la mezdia fue calentada a 60°C por 3 minutos. La mezcla tratada con calor fue
cultivada sobre placas de agar T3 (triptona, triptosa, extrato de levadura, MgClI,
Na2.HPO4., NaH2PO4., esgar-agar) fue incubado durante 16 haras a 30°C
hasta completar ta esporulacion.

Al cabo de las 16 horas se realizo un repique de las colonias caracteristicas a
B.th. sobre placas de agar LB se incuban a 30°C por 24 horas, la esporulacitn
es monitoreada utllizando tinciones de Gram y Cristal Violeta.

La cepa aislada presentd las siguientes caracteristicas microscépicas: colonias
opacas redondes con borde Uregular, de consistencia cremosa y de color
crema claro. A nivel microscopio y a través de una tincién simple con cristal
viclets, la cepa aislada de la presente invencidn evidencla claramente formas
vegetativas que corresponden a bacilos delgados que se tifien de violela




oscuro. Las esporas son ovaladas, refringentes a la luz y presento cristales
bipiramidales.

La cepa de la presents invencibn es:
Catalasa: +

Crecimianto Anaerobio: +

Prueba Voges-Proskauer: d

pH en Caldo V-P:entre 6y 7
D-Glucosa: +

L-Arabinosa: -

0-Xlosa: -

D-Manitol; -

Produccién de Gas a partir de Glucosa: -
Hidrdlisis

Caseina: +

Gelstina; +

Almidon: +

Utilizacién de

Citrato: +

Propionato: ND

Degradacioén de tirosina: ND
Deaminacién de Fenilalanina: -

Egg-yolk lecitinasa: d

Reduccién de Nitrato a Nitrito: +
Formacién de:

Indol: -

Dihidroxicetona: D

Allantoin o urea: -

Crecimiento a pH: 6.8: +; 5.7: +
Crecimiento en NaCl: 2%: +; 5%: +; 7%: +
Crecimiento a: 5°C -; 10°C d; 30°C +; 40°C +; 50°C -; 55°C -; 65°C -,
Simbolos



-:80% o més de las cepas son negativas.
+:80% o més de las cepas son positivas.
d: 11-89% de las cepas son positivas,
ND: no hay datos disponibles.

Ei microorganismo.

En la presente invencidn la cepa de Bacilius thuringiensis aislada del suelo
mediante Ia técnica descrila, ha sido depositada en g Banco de Referencia de
la American Type Culture Collection (ATCC), institucién que le asigné como
numero de registro ATCC 202194 Esta cepa produce una proteina de 130 a
135 KDa la cual presenta actividad toxica contra Spodoptera frugiperda J.E.
Smith y otros insectos del orden Lepidoplera.

La cepa fue denominada IBUN 90.1.98 fue aislada y caracterizada en el
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN). La
cepa se conservd a 4°C en cajas de Petri con medio LB cuya compasicion es
triptona 10g/L, extracio de levadura 5 gl y cloruro de sodio 10 g/L.

Peso molecular da las toxinas

Se determind por electroforesis uifiizando pstrones de diferenies pesos
moleculares. Los reactivos utilizados para preparar los geles de acrilamida son:

REACTIVOS GEL GEL SEPARADOR
Agua destilada 1.210 l 2.250 pl
Buffer Tris. HCL 0.5M pH 500 ul -
Buffer Tris. HCL 1.5M pH - 1.250 pl
Acrilamida-bisacrilamida 250 pi 1500 pl
SDS 10% 20 -
Persulfato de emonio 20l 30 i

10%



Se dejé solldificar el gel en el molde y luego se sambrd la muestra de proteina
(141) tratada con mezcla litica que contiene Tris pH 6.5 0.5M 1.2 mi: SDS 10%
2 mi; glicerol 1 ml; azul de bromofenol al 0.5% 0.5 mi; 2- mercaptoetanol 0.5 mi:
agua desionizada csp 10 ml. Se comri6 el gel con el buffer de comrido (Tris 0.3%,
glicina 1.44%, SDS 0.1%) a 5 mA por 30 minutos y luego 10 mA por 1 hora. E!
gel se revela con una solucion de azul de Coomassie 0.1%, 50 m| de metanol,
40 ml de Acido acético glacial y 10 ml da agua por 30 minutos, se pasé a (a
solucion decolorante (igual a la anterior pero sin azul de Coomassie) con
agitacion por 30 minutos, posteriormente se secd el gel.

Se encontraron bandas de un peso molecular de aproximadamente 135 Kda
banda superior y 131.4 KDa banda Inferior. El perfil electroforético fue un
indicativo de la pureza de la A-endotoxina y de su posible degradacién.

Caracterizacion medlanto la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa —PCR- de la capa

La cepa fue cuitivada durante 12 horas sobre placas de agar LB. Una asa de
céklas de una dnica colonla fue transferida a 0.1 ml de agua, |8 mezcia fue
hervida por 10 minutos para que les células se lisen. Las células lisadas se
centrifugan por 10 minutos @ 10.000 mpm. Un total de 15 microlitros fueron
trasferidos a un tubo de microcentrifuga que contenia D.5 a 2.5 unidades de
enzima Taq polimerasa, 0.1 a 0.5 micromolar de cada uno de los “primers” que
son ofigonuclectidos que cumplen la funcién de iniclador para la amplificacion
del fragmento respectivo, y 2.5 mM de 4 trifosfatos deoxinuclecsidos hasta
completar un volumen de 50 microlitros.

La amplificacion fue realizada con un termociclador de DNA (Omnigene HB-
Tr3-CM; Hybald Limited, Teddington, Middlesex, United Kingdom), se uso un
Gnico paso de desnaturalizacion, seguido por un programa de 25 ciclas, cada



ciclo de desnaturalizacién consistié a 92 C por 1 minuto, recalentamiento a 53
C por 1 minuto y extenslén a 72 C por 1 minuto; un paso de extension final (72
C por 10 min) fue también usado. A un total de 20 microlitros de la mezcla de
PCR se le realizo un perfil electroforético sobre un gel de agarosa TBE (TRIS-
borale} y teitido con bromuro de stidio.

Producclén de Ingradiente activo por Fermentacidn

Activacién del microorganismo. La cepa proveniente del criovial se siembra
en medio Luria Bertanl (LB) sdlido, a un pH de 7.2 y 28 C por un periodo de
15 a 20 dias, hasta esporulacidn total. Las cajas se conservan a4 C. La cajs
madre se repica cada mes y 85 cambiada por una nueva cajg madre cada tres
meses partiendo del mismo liofilizado.

Preparacién de Preinéculos e Inéculos. Se preparan preindculos con la
misma composicién del medio correspondiente al lote; se toma el bacio
esporulado en el medio LB sdlido. se siembra en un volumen de medio liquido
de 900ml. Los preindcules se cultivan a 30 C en cuarlo atemperado, con
agitacion de 200 r.p.m.

Composicidn del Medio Utilizado:

CaCO3 g/
Jarabe o derivado del malz 10/
Melaza o derivado 20 g1

Harina o derivado de soya 20 g/l

El microorganismo se siembra en el 10 % del volumen de fermentacion y crece
hasta una densidad Gptica promedio de 0.85 u.a., lelda a 800nm, se utllize
medio de culfivo estérdl como blanco.

/4



En la fermentacidn es necesario realizar preindcuto e indcuto dependiendo del
volumen del fermentador en el cual se realics, de forma tal que en el indculo
final (10% del medio de cultivo depositado en el fermentador de produccién) se
obtenga a cantidad necasaria de céiufas para evitar la fase de iatencia en ef
reactor, tratando de conservar la relacién de volumen de 1:10 entre ol
preindculo y el indculo precedente o suficiente densidad de células para servir
de inbculo, manteniando un riguroso control en la pureza y estade vegetativo
dsl cultivo que se emplee como indculo o preindeulo.

Preparacién del medio de cultivo e inoculacién. El pH del medio de cultivo
o8 ajustado a 7.2 para praindcules y 7.8 para indculos en reactor, por adicidn
de hidréxido de potasio ¢ écido clorhidrico antes de la esterilizacién, asf el
medio estérl se encontrard a pH 7.0 £ 0.05. El matraz con el medio para
preparar el preindeulo a3 sometido a esterilizacion a 121 C por 30 minutos para
medio de cultivo y de 15 minvtos para medio estédndar de seguridad, el inoculo
y medio en reactores son asterilizedos por thora a 121 C.

Dependiendo de la calidad microbioldgica de las materias primas, determinada
en la recepcibn de éstas, s utlliza una do las sigulentes rutas de
pretratamlento:

Ruta 1: Preparacién de medio y esterdlizacién, en autoclave para 10L y in situ
para 300 1.

Ruta 2: Preparacion de medio concentrado en 25% del volumen, asterilizacién
por 30 min. a 121 C, filtrado en filtro de placas sin ayuda filtrante y esterilizacién
por 1 hora a las mismas condiclones.

Ruta 3 : Preesterilizacion de materias primas independientemente, sea en
autoclave por 1 hora o por calor seco {mufla 24 horas, incubacién 24 horas y
mufla 48 horas), preparacién de medio y esterilizacion enire 30 — 60 min. a 121
C.
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Condiciones de Operacién. La produccion de ingrediente aclivo se realiza por
fermentacién en loles utifizando el medio establecido. Las condiciones de
operacién de los fermentadores de 10 [ y 300 | se encuentran en ia sigulente
tabla.

Condiciones de Operacién de los Fermentadores

Condiciones 101 3001
Volumen de Medio {I) 8 150
Relacidn Volumen de Medio / Volumen del 08 0.5
Fermentador.

Porcentaje de Indculo 10 53
Densidad éptica de Inoculacion 0.65 0.65
Agitacidn (r.p.m) 300 140
Temperatura (*C ) 30 30
Alreacitn (v.v.m) 1 0.2 max
pH Inicial del medio 7.0 7.0
Antiespumante (mL) por conirol por control
Tiempo de Fermentacidn (Horas) 12-20 46 - 60

Las condiciones de aireacidn y agitecion fueron determinadas mediante
estudios de transferencia de oxigeno, evaluando K,a vy asl proveer al
microorganiamo de las mejores condiciones posibles para su crecimiento.

La fermentacién en tanque agitado de la cepa I[BUN 90.1.88 de Bacilius
thuringlensis produce gran cantidad de espuma, para controlar este fendmeno
se emplea como antiespumante soluciones en concentraciones entre 0.25y 2.5
% de marcas comerciales de estos, adicionado segin la etapa del proceso én
una estrategia que al finalizar la fermentacién no supera e 0.025% dei
antiespumante concentrado en el medio total.
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El tiempo de fermentacién del reactor de mayor volumen se establece hasta

sicanzar &l 95% de esporulacién, que se comprueba mediante conteo en placa
teflida con cristal violeta.

Preparacién del medio de cultivo para la fermentacion. Para ol disefio y
optimizacién del medio de cultivo pera la fermentacién con la cepa de Baciiius
thuringiensis, se hizo un balance entre la fuente de carbono, fusnte de
nitrdgeno y los elementos tfraza. El medio de cultivo suministra al
microorganismo los nutrientes que requiere para crecer, esporular y producir la
loxina.

En la presente invencion la eleccidn de los componentes del madio de cultivo
para la cepa de Bacillus thuringlensis se fundamentd en los componentes de
los medios descritos en la literatura. Los componentes y concentraciones de los
medios ulllizados en la produccitn, son producto de investigaciones
individuaies de los tipos de componentes: sales, fuentes de carbono, fuentes
de nitrégeno y Ia interaccion entre eflos, teniendo como base medios probados
en el Instituto de Biotecnologla, mediante matrices sometidas a disefios de
experimentos y andlisis estadisticos rigurosos. Como resultado de ls
evaiuacion de los componentes de los medios de cullivo, se establecieron los
siguientes componentes del medio y sus correspondientes concentraciones:

Componente Concentracién gl

Sales

¥KH,PO, 6.8

FeSO,. 7H,0 0.038

ZnS0,. TH,O 0.014

MgSO0,. THO 0.002a0.2

MnSO,. H,0 0.0015a0.015

CaCl2. 2H,0 0.24 8 0.745

CeCO, 0.5a2

Fuentes de Carbono



Melaza o derivados 15830
Fuentes de Nirdgeno

Jarabe o derivados ds Malz 50215

Harine o derivado de Soye 3a325

Extracto de levedura 35814

(NH. S0, 42884

Las sales se preparan individualmente en solucidn Acida de HCI 0.02N, y son
agregadas en el orien especifico que se indica en la anterior tabla. Luego se
adicionan las fuentes de carbono y nitrégeno, finalmente se ajusta el pH.

En algunos casos as necesario filtrar los medios antes de [a esterilizacién, con
el fin de eliminar la mayoria de sus componentes insolubles que pueden afectar
el normal desarrolio de la fermentacién y la posterior recuperacién del producto.
En tal caso es necesario un tratamiento anterior con calor y obtener asl |a
mayor canlidad de nutrentes de las materlas primas. Estos medios sa
esterilizan a 121 C por una hora, para los farmentados y de media hora para
los indculos que se emplean an la siembra dsi farmentador.

Fermentaclén. Los pre-indcules correspondsen al 10% del volumen del inéculo,
son activados a partir de la cepa pura 100% esporulada y consarvada en medic
sdlido; el tiempo de Incubacién no supera las 18 horas, periodo en el cual se
debe verificar la pureza y estado vegetativo del pre-indculo. Estos cultives se
realizan en erlenmeyers, ocupando un 10% del volumen iotal e incubandolos a
30 °C con agitacidén de 200 rpm en agitadores orbitales. De acuerdo con el
nimeso y tamafio de los fermentadores, sa determina el numero de indculos
necesarios.

Como resultado de este procesc productivo se tienen medios de cultivo con
combinaciones de componentes para aicanzar una concentracion final entre 12
- 15 g/l de ingredients activo, con una actividad insecticida contra Spodoptera
frugiperda entre 45 — 87.5% de mortalidad frente a un estdndar de dosis letal
50.



Recuperacién de delta-endotoxina y espora

Separacién por flitracién. El medio de cultivo se descarga de los reactores en
recipientes de suficiente capacidad en los que ss instala un agitador de turbina,
se agrega ayuda filtrante entre 3 — 15 g/l y se pasa a través de un fitro de
placas; el nimero de placas necesarsio depende de la capacidad del filtro y de
la cantidad de ayuda filtrante utilizada. De ésta ocperacidn se oblisne una torta
con una humedad no mayor de 70%.

Secado. En un secador de lecho fluidizado se coloca Ia torta y se somete a
corrientes ascendentes de aire seco a una temperatura no mayor de 30 C,
para lo cual la camara de calentamiento se encuentra a 40 C, obteniendo asi
un producto con una humedad entre 5 — 10%. El tamafio de particula del
producto obtenido del secador es grande, por lo que se somete a una etapa de
reduccién de tamafio en un molino para posteriormente hacer la farmulacion
final.

Formulacién del bioinsecticida basado en Ia cepa de Baclilus
thuringiensis.

La formulacién provee una combinacion eficaz de ingredientes, de tal manera
que el ingrediente aclivo junio con otros materiales forma un producto estable,
seguro, efectivo, facil de aplicar y aceptable para su uso. La formulacidn
emplea tres clases de companentes: 1. el principio activo responsable de la
actividad insecticida, 2. disolventes o diluyentes que actian coma vehiculos de
la materia activa y 3. coadyuvanies que aumenien su pergistencia en el medio
ambiente 0 mejoren su propia accidn.

Uno de los criterios que se tuvo en cuenta en la formulacibn es la
compatibilidad del ingrediente activo con los ingredientes dal formulado para
prevenir bicdegradacién, interferencia en el proceso de infeccién y efectos



sobre la viabllidad del microorganismo. Cuando un biopesticida se aplica, ol
producto se asperja uniforme y rdpidamente para permanecer por un periodo
de tiempo razonable en el drea de tratamiento. El biopesticida es fAciimente
aimacenado, empacado, transportado y utllizado.

La formulacién es la etapa que sigue a la recuperacion de la delta~endotoxina y
esporas del Bacifius thuringiensis. E| producto formutado esta constituido por:
8.) delta-endotoxina y espore, b.) secantes quimicos c) agentes dispersantes,
d.) aglutinantes / humectantes y e.) agentes protectores contra la luz solar.

La biomasa recuperada acorde con la descripcidn anterior, fue mezclada con
los polvos quimicos secos en las sigulentes cantidades. para obtener un
kilogramo de producto formutado:

474 gramos de caolin.

321.6 gramos talco micronizado calidad USP.

62.4 gramos de lactosa.

21 gramos de tierra diatomea.

85 gramos del principio activo responsable de la actividad insecticida,
constituido por el complejo espora - cristal.

6. 36 gramos de malaza deshidratada.
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La secuencia de mezcla es en el orden presentado. El procedimiento de
incorporacdién y mezciado utilize un mezciador con agitador de paletas de tres
velocidades de giro. La adicién secuencial es continua hasta llegar al numeral
5, este se adiciona y se da un tiempo de mezcla ds 10 minutos.
Postariormenta, se adiciona 8! ingrediente numero 8 y se mezcla por tres
minutos.

La formulacidn del bioinsecticida esparcida como polvo tiene una actividad
toxica entre 500-1500 UIT/mg (Unidades intemacionales Toxicas / mg). En
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términos de Biomasa presenta una actividad loxica equivalente entre 10° y
10" UFC (Unidades Formadoras de Colonla)/g de biomasa toxica.

En esta invencion la formulacién bioinsecticida esparcida como suspensién
acuosa polvo tiene una aclivided toxica entre 500-1500 UIMT/mg {Unidades
Intemacionales Toxicas / mg). En términos de Biomasa presenta una actividad
toxica equivalente entre 10° y 10'? UFC (Unidades Formadoras de Colonla)/g
de biomasa toxica.

Bloensayo con Ingrediente activo de la cepa de Bacilius thuringlensis
para evaluar toxicldad contra Spodoptera frugiperda

En la presente invencién los ingredientes activos y los praductos formulados
fueron evaluados por bioensayos que se realizaron empleando una
metodologla de contaminacion superficial del alimento, estandarizada en ef
laboratorio de entomologia del IBUN. La metodoiogia consistié en biaensayos
con larvas de méaximo 24 horas de nackias (primer instar larval) de Spodoptera
frugiperda J.E Smith (Lepidoptera: nocluldae), para determinar si la actividad
de la delta-endotoxina y e! producto formulado con el ingrediente activo
producido por la cepa en los diferentes lotes de fermentacién y con los
diferentes medios de cultivo, mantenia sus caracteristicas de actividad toxica
contra este insacto plaga.

Se utiizando como sustrato alimenticlo una dieta artificial desarrollada en el
IBUN para la cria de S. frugiperda en laboratorio (Rodriguez ef a/, 2001). Se
utilizaron placas de cullivo de células de 24 pozos en las cuales se dispensaba
la dieta artificial. Sobre la superficie de la dieta de cada pozo se adiclonaben
40 de una suspensidn del producto de fermentacidn a evaiuar, previamente
ofiizado y se deja secar en camara de fiujo laminar. Luego, cada pozo se
infasta con una larva de Spodoptera frugiperda proveniente de la cria mantenida
en el laboratorio de entomologla del IBUN. Las placas se sellan y se



almacenaban por 7 dias bajo las mismas condiciones ambientales en las cuales
se mantiene la cria del insecto en laboratorio (25 C y 75% de humedad relativa).

El diseiio experimental empleado en los bioensayos fue complatamente al azar,
con 24 larvas por unidad experimental y 2 a 3 rapeticiones por tratamiento. La
variable respuesta fue el nimero de larvas muertas presentes en cada
fratamiento, expresado como porcentaje de mortalidad. Se empleé un testigo
consistents en dieta tratada con el agua empleada en la preparacion de las
suspansiones del Fofllizado.

Se evalian muestras provenientes de lotes de fermentacién, en ensayos
realizados de acuerdo al diseflo experimental implementado para la produccion
del ingrediente activo por fermentacidn. En estas esta incluida una muestra
patron consistente en la cepa nativa crecida en el medio estandar LB, el cual es
empleado para el crecimiento rutinario de cepas de B. I. para estudios en
laboratorio,

Habiendo descrito las modalidades preferidas de la invencion, se entendera
que las mismas no son limitativas de la presents invencién y que el alcance de
la misma asté dado por las reivindicaciones a continuacién.
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REIVINDICAC! NES

1. Un agente de control bioldgico CARACTERIZADO porque comprende una
cepa nativa de Bacilfus thuringiensis depasitada bajo nimero de registro ATCC
202194, cepa que se caracterizd empleando la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), y la cual es altamente téxica contra el insecto del
orden Lepidoptera cuyo nombre cientifico es Spodoptera frugiperda.

2.  Un agenie de control biol4gico de conformidad con la reivindicacién 1 en
donde dicha cepa produce una protaina de 130 a 135 kilodallions (KDa).

3. Un agente de control bioldgico de conformidad con las Relvindicacién 2,
que emplea como ingrediente aclivo la proteina contenida en un cristal

producido por dicha cepa.

4.  Un agents de control bioldgico de conformidad con las reivindicaciones 1
a 3, que empiea como ingradiente activo la espara que produce dichs cepa.

5. El agente de control bioldgico de acuerdo con las Reivindicaciones 1 a 4,
Que 8e caracterize por poseer una concentracién letal media (CL 50) para el
insecta Spodoptera frugiperda entre 80 y 180 nanogramos (ng) de proteina
tdxica por centimetro cuadrado de dieta artificial en condiciones de laboratorio.

6. Un procedimiento para la produccldn industrial de un agente de control
bioldgico de que tratan las Relvindicaciones 1 a 5, que contiene medios de
cultivo con combinaciones de componentes para alcanzar una concentracion
final entre 12 - 15 g/l de ingrediente activo, con una actividad insecticida contra
Spodopiera frugiperde entre 45 — 87.5% de mortalidad frente a un esténdar de
daosis letal 50,

el cual es una fermentacion que comprands las stapas de:



- preparar tn Indcuko que corresponde al 10% del volumen del indeulo

- activar el indculo a partir de vra cepe pura de Baclllus thuringensls
e3porulada ¥ conservada en un medio s6lido

- mantener &l indculo par un tiempo no mayor & 16 horas,

- saparar @ medic da cultive gbtenido par fltracidn,

- secar la torda obtenida del ingrediente activo v acimetera a una etapa de
r ducctén de tamefic en un moline,

- agragar digsolventes ya coadyuvantes da formulacian,

T. El procedimientn de conformidad con la Relvindieacidn 6, que se
caractariza por obtener antre 12 y 16 gramas de ingradienda aclive poe lifrd de
farmentacion, del cual una cantidad carcana al 98% comesponde al agente de
cantrel biclogice descrito an las Reivindicaciones 1 & 5.

8. El procedimlenic de conformidad eon la Reivindicackdn B8, qus se
caracteriza por utilizar como fuente de carbono en la fermentacitn melaza en
concariracionss sntre 10 y 20 gramos por lifro y como fuentes de rlirdgena
emplea jarabe de matz y harina de soye en concentracionas de B & 10 g/L y 10
a 20g/L. respeciivements.

9. El procedimienia de conformidad con la Relvindicacidn 6, en donde se
emplaan como condiciones amblemtales pa'ra la ferrmentacion lampernaturae
entre 28 y 32 grados centigrados, coelicient=s volumétricos de transferencia de
oxigeno entre 18 y 80 minutoe a la menos uno (min™), pH varianda entre 8,5 y
8.0, welocidades de apitacion entre 50 y 800 revoluclones por minuto y
cancantraciones de oxigeno disuelta entre el 10 y o 100 por ciento del vafor de
la concentracidn de saturaeihn de oxiganc en el medio de cultivo.

10. Un agenta de control bicldgico de canformided con las relvindicacionas 1
3, que adicionalmente contlena khco come agente lubricants, melaza
deshidretada como egente de granulacién, canlin como agante diluyente, y
pallmeso natural como sstabilizante.




11. El agante de control bicldgico d& conformidad oon la relvindicackin 10,
que se cargclriza porque el talco empleado & encuemra @n una
concentracidan entre el 60 y €1 80%, €l caolin entre sl 10 y sl 3%, la melaza
entre 3 v el 12 %, el polimerc natural ente gl 0,5 y &l 1.2% y la protelna o
86p0Ta an una concerkracion entme of 6 y &l 10%.

12, Un méindo de conirol de plagas agricolas del génerc Lepiddptera
caracterizado porque <! agente de comitmd bloldgico de que tratan las
Relvirdicacionss 1 a 5, se aplica en suspensitn acuasa &n una dodls afectiva
en lag d@reas infeatadas, logrando el control de {ales plagas.

13.  Un método de control de plagas agricolas ded género Lepldépiera de que
rata la Reivindicacion 12. que emplea dosis del agente de comtml biologico
descrite sndre 200 y 500 grameos por hm™

=




El propésito principal de esta invencién es proveer un bloinsecticida, cuya
formulacion sdlida seca esta basada en enfomotoxinas de una cepa de Bacillus
thuringiensis, identificada con el No. de depdsito ATCC 202194, caracterizado
por su alta actividad contra larvas de insectos del orden Lepidoptera, siendo
elevada |la capacidad de control de larvas del Insecto Spodoplera frugiperda
J.E. Smith. Su uso es prictico, econémico y eficaz, con la veniaja adicional de
ser ecolégicamente seguro. La segunda cobertura de esta invencion se
relaciona con los procedimientos para la obtencidn del ingrediente activo
conslituido por entomotoxinas contenidas en un cristal y las esporas del
microorganismo, abarcando los siguientes pasos: Fase 1: Fermentacidn con la
cepa de Bacflus thuringiensis en un medio de cultivo desarrollado para este
micraorganismo. Fase 2: La recuperacibn del ingrediente activo constituido por
la biomasa, o las esporas del microorganismo o las entomotoxinas producidas
en la fase 1. Fase 3. Formulacién del bioinsecticida, que abarca los siguientas
pasos: adicion secuencial de sustancias quimicas secas y otros aditivos al
ingrediente activo constituido por la biomasa, o0 a las esporas 0 a las
entomotoxinas recuperadas y mencionadas en la fase 2. Fase 4: Adicién de
aditivos opcionales como dispersantes, adherentes y agentes protectores de!
material resuliante de la fase 3.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SECRETARIA GENERAL NQ 9 8 6 2

EL SECRETARIO GENERAL DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
HACE CONSTAR:

Que por ey 66 de 1867 se cied ko Univarsicad Nacionai de Catombic.

Gue [a Lay 30 de 1992, otorpd laculiades extraordinaios df Presidenie de lc Repiblce para
rgostruciurar io Universiciad Naclonal de Caolombia.

. Gua en virlud de esas focultadas, 38 expicld el Decrefo Nimero 1210 da 1993, “Par la cual se
reestruciura & régimen argdnico de la Univeuidad Nacionot de Culembia®,

Que sagim ef Articulo 1* del Decreto 1210 de 1993, ia Univertidad Nacional de Colombio esun

ente universiario culdnomo del orden nociand vinculodo al Minkslerio de Educodén Nadong,
con régimen aspeciol, de cardcter dacanie e investigotivo,

Gue segin ol Adicuio 3° del misrmo Decreto ln Universidod Naciona de Colembic es una
pusana pricica cuidnoma, con goblerno, peiimonio ¥ renias proplos.

Que de conlormidad conl et Arficulo 13 del mismo Decgel Rector os ¢l ro%mmaln@
de la Univesidad y el remporscbhie de s diraccién y Y

g::llc Universicod Nocional de Colombia liens su domicio e lo0.cludod de Bogolé, Disilo
ilad. .

Gue segin Resokcidn No. 004 dal 1* ‘cde abrll de 2003 y Acla da Posesidn No. QDI dol i0 do obi
de 2003, del Comsejo Superior Univaniterto. ef doctor MARCO ANTONIO PALACIOS ROZO,
identificado con ta céduia de cludadenio nime o 17.107.934 de Bogoid, ejerce las funciones
cin Rector General de la Universicad Nacionol de Co!ombla

Esto constancio se expide en Bogotd, o los. ;u-s JA. 28m

RAMON H
Secrofari |
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- +  {JNIVERSIDAD NACIONA.;. Dz COLOMBIA
CONSEJO SUPERIOR UNIVERSITARIO .
oN Ngg 8 6 2

resorucios xouzro 006 DE 2003
» ] {Acta ¥*. 05 dei1°, de abril}

“Por !a cual 3¢ nombra al Rector Cenerai de la Universided Nacicnal de Cnlomhhp-nd
pe-h!-om:im

EL CONSEJO SUPERIOR UNIVERSITARIO
.62 use de sus atibuclcres legales, ¢n particular las eszablecidas en cl literal ¢ el
articulo 12 del Decrzto 1210 d2 1993

RESUELVE:

ARTICULO 10. Nombrar anmmom . RO,
{dentificado con la Cidula de Ciudadania No. 17.107.536 de

Bagotd, cazo @?’_E}e la Universidad Nacional de
Colombia, paza el perfedd institucional comprendide entre el
Co .. 10 de abril de 2008 v ol  de abril de 2006.

ARTICULO 20.- ~Lx presente resohucidn rige a parti de la fecha de s
. expedicidn.

Dada en Bogotd, a un (1] dia del mes de abril da dos mi tres

- L]
s v .

CECILIA 'M.-LQA

LA SECRETARIA, . ENE

Yaalds 0. ) <



-~ _
’ L)
. - _
T T T e 1 LA
Sulicecion 1 EMR, HEHE Tolis: B
,","’-:,"m.’ L SEtR L PRESE
i - PSS
Drpanduntin: '
T 1 2001T5d34-2
RECING OFICEAL DE CAJE : 0¥ - al,iid
FEHA ; SEPTIEMNRE 1 DT 2003
oy Ci ﬂr T
——— ‘ f‘r \ .
DEFOGTTANTE TEP® MIED LUK} FECHE P63 Yr. PhE1
CAVELIER ABMIEARDD CCASImADTN E0=3: 1G4 326 OLTOY 2003 Pk 29 000,50

W CDHGCEFRTD MHE

\

CRiT. RERTIETICA \ \ Chl-7EPTE TITAL SINZEFTH
) - g -

b 3h005-01-8L EOLIC1vaNEd [ TRAMIVES NE 50L. DE FETEMTE OE [N 408 Q0. 00
THFIL : ’ A6, O00, 06

ED1  CURNRCTIENTOE EEL PESEE

PEEPIRGAELE & 4

RECIEO B2 Cidd A¥1ICPTN AL EXPEREENTE Mao.

EA‘“.' 1376 - oA - (]C'i-")



o Seme, . S

P P [ e il

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

UsuARiD  RAD:CADOR

PATENTT: DF INVENCION MODELO DE unulmy )

- L indicacldn de que se soficita i3 concesiin de una patente.
- | Dalos de idenifficacidn del nm?ym I> parsona que 5e preseniala mllcliud.
-3 Descripcion de la kvenclén.
Dibujos du ser axtoa pertinetdes. | j
26 Comprobanie de Pago de s lasas sstublecidan,

o — g— G
—— e e

COMPLETA () INCOMPLETA () ¢ )
DISENO INDUSTRIAL ( ) '

- Indicacidn de que se solicia el ragistre de Disediv indusirlal () { )
- Datos de identificacion del solicitante o de la persona que prasenta () {}
- lasolicitud.

- Ropresantacion gréfica y folografica det Diseho Indusiris! o muestra del

Material que incorpors el disefio. { ) ' { }
Comprobania de pago de las {asas establecidas { ) ()
COMPLETA { } INCOMPLETA { ) { }

ESQUECMA DE TRAZADO {1}

- Indicacion do que soticita el regisiro de un Esquetna de trazado. { ) (3
- Datos de laentificaclon del solcitante o de ta persona que presenta
La solicifud {} ()
Represenlacion grafica del esquema de trazadu { ) i)
Comprohante de pago de las tasas esfablecidos. (] ()
COMPLETA { ) INCOMPLETA {) {)
Firma Responsable; 2
TTTTTTT ROERIGUSTIIN ¥ DRENCID
Fechas  Radicacion 3 BN K208 Folles: |

Feche 1400: MS)93-8 17:0000
tote 1 DR PTENTESD | BEEIGHY/ A1) PRESEN
Bepexdevcin G520 DIVIRIRN CF WCPRS CRERCTONIS



Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio 28

2020

Bogota DC

Doctor{a)

EMILIO FERRERO

Apoderado(a)

REFERENCIA: Radicacién No.  03-78437
Trémite 002
Evento 001
Actuacién 416
Oficio No. 1265
Folios oD1

Teniendo en cuenta que la solicihud de privilegio de patente que se tramita bajo
ol expediente indicado en la referencia, reine los requisitos de forma
aestablacidos en los articules 26 y 27 da la Decision 486 de la Comisién de la
Comunidad Anding, y en las demds disposiciones vigentas sobre la materia, se
envia el exiracto de la solicitud a Ia Oficina de Comunicaciones para efecto de
su publicacién en la Gaceta de Propledad Industrial.

De acuerdo con lo previsto por el articulo 40 de la Declsidn 486/00, ia publicacién
en este caso s¢ hard a partir del dia 8§ de marzo de 2005.

Camplese

Dado an Bogotd OC, glos £ 4 £27 7.5

CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Division de Nuevas Creaciones

Carrera 13 No. 27-00 Pisas 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
E+mal: info@sic.gov.co
WWYWWY.SIC.GIV.CO
Bogotd, D.C, Colombia



