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Resumen

Abstract

El control del Caracol Gigante Africano (CGA), Lissachatina
fulica, una especic invasora altamente danina. El mancjo de este
molusco es crucial para la preservacion de la biodiversidad y
la reduccion de afectaciones a la salud pﬁblica y la agricultura.
Este estudio tuvo como objetivo evaluar la cficacia de dos
cepas de Bacillus churingiensis (LBt-13 y LBt-24), portadoras de
la proteina Cry1Ab, en el control del CGA. Se realizaron dos
experimentos con cinco variantes (incluyendo un control con agua
destilada) y diez réplicas cada una, utilizando caracoles juveniles
alimentados con moringa expuesta a diferentes concentraciones
de esporas de B. thuringiensis. Los caracoles se mantuvieron
en terrarios durante 30 y 14 dias para los experimentos 1y
2 respectivamente, monitoreando la mortalidad. Los resultados
mostraron una ausencia total de mortalidad en todas las variantes,
incluso con altas concentraciones de esporas. Se concluye que
las cepas de B. thuringiensis evaluadas, a las dosis utilizadas, no
demostraron eficacia en el control del CGA bajo las condiciones
experimentales, descartdndose su uso como biocida para esta
especie. La posible inhibicién del crecimiento bacteriano por la
achasina presente en el mucus del CGA se plantea como una
explicacién plausible para la falea de efecto.

achasina,  control
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Control of the Giant African Snail (GAS), Lissachatina fulica, a
highly damaging invasive species. Managing this mollusk is crucial
for preserving biodiversity and reducing impacts on public health
and agriculture. This study aimed to evaluate the efficacy of
two Bacillus thuringiensis strains (LBt-13 and LBt-24), carrying the
Cry1Ab protein, in controlling GAS. Two experiments with five
strains (including a distilled water control) and ten replicates each
were conducted using juvenile snails fed with moringa exposed
to different concentrations of B. thuringiensis spores. Snails were
kept in terrariums for 30 and 14 days for experiments 1 and 2,
respectively, and mortality was monitored. The resules showed
a complete absence of mortality in all strains, even at high
spore concentrations. It is concluded that the B. thuringiensis
strains tested, at the doses used, did not demonstrate efficacy
in controlling CGA under experimental conditions, ruling out
its use as a biocide for this species. The possible inhibition of
bacterial growth by the achasin present in the CGA mucus is

proposed as a plausible explanation for the lack of effect.
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Introducciéon

La especie Lissachatina fulica (Bowdich), o Caracol Gigante
Africano (CGA)7 se encuentra entre las 100 especies exoticas
invasoras mas dafiinas del mundo (Lowe et al., 2020). Estas
especies afectan considerablemente el equilibrio ecolégico. Su
introduccion en ecosistemas naturales es una de las causas
principales de la pérdida de biodiversidad (N:u‘:m]o—G:lrc &
Castillo-Rodr, 2017).

Para controlar las poblaciones de L. fulica y acelerar
su declive, es necesaria la implementacién de un mancjo
integmdo. Este manejo debe incluir la recoleccion manual de
especimenes, el uso de trampas, el sancamiento de los focos
de infestacion y la aplicacién de agroqul’micos, como cebos
(Patil & Padhye, 2015).

Los primeros intentos de control bioldgico de moluscos
a nivel mundial tuvieron lugar en Hawdi, entre 1936 y
1960. Sc¢ introdujeron doce especies de caracoles depredadores
para controlar eI CGA. Entre cllos, se encuentra el caracol
lobo Euglandina rosea (Férussac), un depredador generalista
(Cowie, 2001).

En una revision exhaustiva de los enemigos naturales de los
moluscos, Barker (2004) menciona enfermedades bacterianas
que afectan a este grupo. Entre estas enfermedades se
encuentran las causadas por Enterobacterias, Pseudomonas

y AEVOTVIOVI&{S, entre otros géncros que afccmn a L. fulica.

Sin embargo, la  revision no menciona los bacilos.
Okafor i& Ogbo (2019) informaron que esta especic pucde
portar el bacilo Bacillus cereus, un patdgeno humano.

En Egipto sc realizaron estudios con Bacillus para el control
de moluscos. Se comprobo el efecto de la bacteria Bacillus
pinotii sobre el caracol fluvial Biomphalmia glabmm (Say),
vector de la esquistosomiasis (Dias & Dawood, 1955). Wang
ct al. (2013) demostraron el cfecto patogénico de Bacillus
thuringiensis Berliner sobre el molusco terrestre Cernuela virgata
(da Costa). Este efecto se debe a la presencia de la endotoxina
Cry1Ab, que presenta cierta especificidad en el control de
moluscos terrestres (Figura 1).

Gaber et al. (2022) comprobaron que dos dosis de B.
thuringiensis resultaron letales para los tejidos histobiologicos
de Monacha cartusiana (Miiller) a las 96 h. Se observaron
cambios necroticos en el pie, tejido conectivo vacuolado,
deformacion de la fibra muscular y ruptura de la capa externa,
culminando en la muerte de los especimenes. En Australia, se
informd sobre la secuenciacion del genoma de una cepa de B.
thuringiensis con actividad molusquicida, demostrada sobre el
molusco terrestre C. virgata (\Wnng ctal., 2013).

Considerando los antecedentes del uso y la efectividad de
cepas de B. thuringiensis con la proteina Cry1Ab en ¢l control
de moluscos, se seleccionaron del cepario del INISAV las cepas
portadoras de esta proteina que se encontraban en produccion.

El objetivo fue evaluar su eficacia sobre L. ﬁtlica.
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Figura 1. Vista resumida que muestra el amplio espectro de las endotoxinas de B. thuringiensis, y se resalta en circulo rojo la que pueda afectar a los

moluscos (Palma et al., 2014).
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Materiales y Métodos

Los cjcmplnrcs de caracol gigante africano cmplcados en
este ensayo procedian de un drea seminatural con abundante
vegetacion cercana a la Ciudad Escolar Libertad, municipio
Marianao. Se trataba de Cjcmplarcs juvcnilcs, con una 1ongitud
de concha entre 2 y 3 em. Estos fueron mantenidos durante
tres dias en el Laboratorio de Ma]acologfa del Instituto de
Investigaciones de Sanidad \/egetal (INISAV). Los caracoles se
alojaron en terrarios de 40 x 24 x 24,5 cm con 5 cm de suelo
humedecido, para asegurar condiciones 6ptimas de desarrollo.
Recibieron alimentacion a base de hojas y tallos de moringa
(Moringa oleffem Lam.) y 300 mL de agua corriente.

En ambos experimentos se utilizaron cinco variantes con
diez réplicas cada una. Para cada réplica s¢ cmplcé un
cristalizador con pico, con papel de filtro en el fondo vy
moringa previamente tratada por inmersion en la solucidon
correspondiente. Se introdujo un caracol en cada cristalizador,
para un total de 50 individuos. Los frascos se sellaron
con papc] metalico agujereado, facilitando el intercambio
£45€050. El primer ensayo, de caracter exploratorio, tuvo una
duracion de 30 dias, mientras que el segundo durd 14 dias.
En ambos casos, se rcgistré el nimero de individuos vivos y
muertos, rcponiendo el alimento cuando éste fue consumido
comp]ctamcmc.

Las variantes fueron las siguientes:

1. Testigo (Agua destilada)

N

. Cepa LBt-13 (10° csporas.m]")
3. Cepa LBt-13 (10° Csporas.ml”)
4. Cepa LBt-24 (10 esporas.ml”)
5. Cepa LBt-24 (10 esporas.ml”)
La primera evaluacion se hizo a las 72 horas y en dias
alternos hasta los 30 dias.
Andlisis estadisticos

La efectividad se determind con siguiente formula (CIBA-
GEIGY, 1981):

. _ individuos muertos
Mortalidad = total de individuos 100

Resultados

En este estudio no se observd mortalidad (Tabla 1). Los
caracoles tratados mantuvieron su voracidad alimentaria, lo
que indica el consumo de Bacillus rhuringiensis. Este aspecto
resulta esencial en este tipo de cnsayos, scgﬂm Wilson (2012).

Inicialmente, se plantcé una evaluacién cxplomtoria de
30 dias. Sin embargo, se determind que este periodo

era  excesivo para ObSCI"VZLT C] C{‘\CCEO dC ICL bactcria.

Las dosis utilizadas fueron muy altas; de haber existido
un efecto biocida, la morcalidad se habria observado en
menos tiempo. Es importante destacar que este es el primer
experimento que evalta B. thuringiensis sobre Lissachatina fulica
(Bowdich) en Cuba.

Tabla 1. Resultados de la eficacia de Bacillus rhuringicnsis Berliner sobre

Lissachatina fulica (Bowdich) en condiciones de laboratorio.

Experimento1-a  Experimento2-a

los 30 dias los 14 dias
(720 horas) (336 horas)
Variantes - 8 —_ 8
3 3
¥ 3 ¥ 3
£ 8 = & 8 =
» i G @ o =
<] g a <] o] =
2 =} [s} = 3 o
> = = > = =
Testigo (agua destilada) 10 o o 10 o o
Cepa LBt-13 (10° esporasml *) 10 0 0 10 o o
Cepa LBt-13 (10 * esporas.ml *) 10 0 o 10 o o
Cepa LBt-24 (10 ° esporasml ") 10 0 o 10 o o
Cepa LBt-24 (10°® Csporas.ml )10 o o 10 o o

El efecto molusquicidn de Bacillus se ha demostrado en
diversas especies de moluscos. Por e¢jemplo, se ha comprobado
el uso de Bacillus pinotii (Dias & Dawood, 1955) sobre el caracol
fluvial Biomphalaria glabrata (Say); ¢l efecto de B. thuringiensis
sobre Biomphalaria alexandrina (Abd El-Ghany & Abd El-
Ghany, 2017), el molusco terrestre Cernuella virgata (da Costa)
(Wang ct al., 2013) y Monacha cartusiana (Miiller). Respecto a
este ultimo, Gaber et al. (2022) demostraron que dos dosis del
microorganismo entomopatdgeno resultaron letales para sus
tcjidos histobiolégicos.

Por otra parte, Kramarz ct al. (2007) no pudicron demostrar
cfecto de B. thuringiensis sobre los caracoles Cancareus aspersus
expuestos a suclo contaminado con la proteina Cry 1Ab
purificada, a pesar de la especificidad de esta proteina para
los caracoles (Palma et al.| 2014). Este resultado indica que B.
thuringicnsis no siempre resulta efectivo contra los moluscos.

En otros paises, los estudios sobre la relacién entre
especies baciliformes y ¢l CGA se basan en el analisis
de su tracto digcstivo y el papcl de estas bacterias en
la dcgmdncién celulolitica (Dar et al., 2018). También se
investiga el uso de su mucus con fines curativos, como su
efecto antiacné (Daud et al., 2018). Otros trabajos identifican
especies bacterianas patdgenas para humanos presentes en
Achatina achatina, como ¢l estudio de Okafor & Ogbo (2019),
que detectd, entre otras, Staphylococcus y Bacillus cereus. Sin
embargo, no se encontraron referencias que estudien la
mortalidad del CGA frente a B. thuringicnsi&

La achatina, una proteina presente en el mucus del
CGA, posee actividad antibacteriana. Inhibe la formacion de
componentes esenciales de las cepas bacterianas, como la capa
de péptido glic:mo y la membrana citoplasmitica (Nantarat
ct al., 2019; Swastini & Sumerti, 2022). Estos autores sugieren,
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que ¢l CGA tiene la capacidad de inhibir ¢l crecimiento y
desarrollo bacteriano (Raut, 2004). Por lo tanto, es probublc
que esta sea la razon de la ausencia de mortalidad en nuestro
estudio.

Conclusiones

Las cepas 13 y 24 de Bacillus thuringiensis a las dosis
. 8
utilizadas, no son eficaces en el control del CGA en
condiciones de laboratorio.
Se descarta el uso de estas cepas, para evaluar su cfecto
biocida sobre el CGA.
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