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RESUMEN

El objetivo de este trabajo consisti en desarrolllar un bioinsecticida a partir de las
inclusiones y esporas de Bacillus thuringiensis serovariedad aizawai (cepa GM-10) y extracto
de guishe (subproductoe del procesamiento de Agave lechuguilla) para el control del gusano
cogollero del maiz (Spodoptera frugipeda, Smith). Para determinar la toxicidad del extracto
sobre las plantas, se instalo un experimento en invernadero con cultivos suceptibles a los cuales se
les impregno el producto en las hojas, y se determiné el peso seco final. Para establecer el efecto
de ese producto sobre S. frugiperda se realizaron bioensayos encontrandose que el extracto
alcohdlico mostré una actividad insecticida de 20 % de mortalidad a una concentracion de 100
ug/ml en la dieta. Posteriormente se procedié a hacer una mezcla del extracto con las inclusiénes
y esporas de B. thuringiensis, encontrandose un efecto sinérgico entre los componentes y
obteniéndose un 100 % de mortalidad al utilizar una mezcla de 236 pg/ml del complejo
inclusion-espora mas 100 pg/ml del extracto en la dieta para insectos.

Como soporte de las formulaciones se analizaron la harina de maiz cruda, la
pregelatinizada y la nixtamalizada, encontrandose que la harina de maiz nixtamalizada fué la mas
eficaz ya que se polimerizé en frio y formé redes matriciales adecuadas. Como agentes
protectores de luz solar se probaron los compuestos verde de malaquita, rojo congo y carbon
vegetal, resultando el verde de malaquita €l mejor protector en pruebas de laboratorio. Se
utilizaron aceites de maiz crudo y comestible como estimulantes del apetito de insectos.

Con estos antecedentes se realizd un experimento en campo con cultivo de maiz (Zea
maiz variedad H-507). Al emerger las plantas y que estas alcanzaron una altura de 90 cms, se hizo
un conteo de larvas de S. frugiperda a 100 cogollos por tratamiento antes de aplicar el
bioinsecticida y después de siete dias.

La evaluacion del rendimiento del grano cosechado (en Kg/Ha) entre los diferentes
tratamnientos, mostro una diferencia estadistica altamente significativa; observandose tres grupos,
el primero abarc aquellos donde el rendimiento medio fué desde 3211 hasta 2440, el segundo de
2284 y el tercero de 1083, éste Gltimo correspondi6 al control absoluto.

Se concluyd que: a) La cepa GM-10 de B. thuringiensis var. aizawai, sola y combinada
con extractos de guishe, mostro ser efectiva para el control de S. frugiperda, b) el extracto
alcholico del guishe mostré ser un magnifico coadyuvante al actuar como agente sinérgico tanto
en pruebas de laboratorio como en campo; ¢) el compuesto verde de malaquita actudé como un
buen protector solar de la é-endotoxina de B. thuringiensis, d) el formulado encapsulado en
matriz de harina de maiz resulto ser altamente eficiente como cebo para el combate de S.
Jrugiperda, y e) fué posible incrementar el rendimiento de maiz hasta en 2.0 Ton/Ha de grano al
hacer uso de este formulado.



INTRODUCCION

Es posible que los antiguos agricultores observaran que las plagas eran uno de los
tantos factores que incidian sobre la produccion agricola, ya en la biblia se menciona una de las
plagas agricolas que azoté a Egipto durante la época de Moisés, sin embargo es obscura la pagina
de 1a historia que mencione alguna forma de combate. Posiblemente se necesité de mas de 5,000
aftos para que el hombre estableciera métodos de produccion capaces de satisfacer las necesidades
de una sociedad cada vez mas compleja. Los detalles més antiguos de la era moderna con
respecto al combate de insectos-plaga, se encuentran plasmados en la enciclopedia de horticultura
recopilada por J. C. Loudon en 1824, en ella se encuentran los mas variados métodos de control
biologico (enemigos naturales de los insectos, control con plantas repelentes, cultivos trampa y
control con otros compuestos naturales) que datan de mas de 1700 afios en el sureste asiatico y
de mas de 100 afios en los Estados Unidos de América (131).

Con la introduccion de la agricultura y de la ganaderia, el hombre no volvio a verse
obligado a depender del medio, ya que empezé a modificarlo para sus propios fines, y a menudo,
desgraciadamente con la misma rapidez, a degradarlo, a destruirlo hasta hacer imposible la misma
vida humana en algunas zonas. A pesar de la dramatica urgencia, la preocupacion por el medio
ambiente es reciente y comprendida por pocos. De aqui la necesidad de buscar la forma de
mantener el equilibrio entre el hombre y su medio ambiente, si la sociedad necesita productos
agricolas, estos deben obtenerse con métodos eficaces y seguros, sin exponer a la destruccion el
patrimonio fisico y bidtico de las futuras generaciones, concepto que hoy se llama desarrollo
sostenible.

Para aumentar los rendimientos unitarios se desarrollaron compuestos toxicos para el
combate de plagas y con ello se inicié la produccion masiva de los llamados plaguicidas quimicos.
Es tal la demanda de esos productos, que actualmente se conocen 1500 variedades en el mundo,
los cuales han elevado en espiral el costo econdémico y energético del producto agricola final
(107).

Aunque en México, el consumo de insecticidas quimicos se hizo frecuente sobre todo en

agricultores empresariales en la década de los afios 50, 1a demanda de estos ha aumentado



anualmente en un 15% , en tanto que el rendimiento de los cultivos ha disminuido en un 15 al
25% debido al ataque de plagas; posiblemente esto se deba a que hayan aumentado los
mecanismos de defensa en los insectos (153). Este problema va asociado a los efectos nocivos
que causan los plaguicidas, entre los mas notables estan: la contaminacion, el incremento en la
resistencia de las plagas, la supresion de los enemigos naturales de las plagas y consecuentemente
la resurgencia de plagas secundarias, lo que constituye un circulo vicioso: resurgencia-mayor
cantidad de plaguicidas-resurgencia.

El enfoque ecol6gico en el control de plagas cobra cada dia mas adeptos debido a que en
este contexto se analizan las relaciones bioticas entre especies y los peligros que encierran el uso
de agentes quimicos inespecificos. Esto ha promovido la necesidad de desarrollar una tecnologia
que involucre ¢l uso de medidas de control que no dejen residuos peligrosos en el medio
ambiente. En este contexto el uso de bioinsecticidas y de coadyuvantes naturales ofrece una
alternativa mas facil y segura para la salud del humano y para la estabilidad del agroecosistema
(60,141,159).

Es por eso que en este trabajo desarrollamos un formulado con accidn insecticida para el
control de §. frugiperda en el cultivo de maiz a base del microorganismo B. thuringiensis
serovar. aizawi cepa GM-10 y extractos de guishe, el cual es un subproducto del
procesamiento de la lechuguilla (Agave lechuguilla) durante la obtencién de fibras, para lo cual

originalmente se planteo la siguiente:
HIPOTESIS

Una formulacion a base de B. thuringiensis y extractos de A. lechuguilla es efectiva para
el control de S. frugiperda en cultivos de maiz (Zea maiz)



OBIJETIVOS
Objetivo General
Desarrollar un formulado altamente toxico utilizando B. thuringiensis serovar aizawi y
extractos de 4. lechuguilla para el control de $. frugiperda en el cultivo de maiz.

Objetivos Particulares

1. Probar a nivel de laboratorio la eficacia de las combinaciones: §-endotoxina de B. thuringiensis

y extractos de guishe en bioensayos contra S. frugiperda.

2. Determinar a nivel de campo la eficacia de la formulacion del bioinsecticida contra S.

Jrugiperda en el cultivo de maiz.

3. Demostrar que el uso del extracto de guishe como coadyuvante incrementa la actividad

toxica del formulado.

4. Demostrar que el extracto del guishe no produce efectos fitotoxicos o alelopaticos.

5. Seleccionar una harina de maiz para la encapsulacion efectiva de Ia 8—~endotoxina de B.

thuringiensis.

6. Escoger un compuesto cromdgeno capiz de proteger las toxinas de B. thuringiensis de la

exposicion a la radiacion solar.



ANTECEDENTES

HISTORIA DE B. thuringiensis

El nombre de B. thuringiensis fué introducido primeramente por el bidlogo aleman E.
Berliner en 1911 (16), cuando describi6 una bacteria patogena encontrada en una pupa de la
mariposa harinosa del mediterraneo (Ephestia kuehniella) y otras larvas de insectos no
especificadas que viven en graneros en la ciudad de Thuringen. La descripcion de B. thuringiensis
hecha por berliner fue la siguiente: "Un bacilo esporulado gram (+), con flagelos peritricos, que al
terminar el crecimiento vegetativo, contiene ademas de la espora una inclusion a la cual designa

-como un cuerpo de desecho”.

Esta bacteria ya habia sido previamente reconocida por €l bidlogo japonés S. Ishiwata en
1901 (91) como un agente causal de la enfermedad de sotto de las mariposas de la seda (Bombyx
mori) , el cual denominé B. sorto (103). En 1915, Aoki y Chigasaki demostraron que cultivos
viejos de B. softo contenian una toxina que causaba la muerte de insectos. Posteriormente, en
1927, Mattes confirmé la observacion de Berliner, estableciendo ademas que el crecimiento del
cuerpo de desecho en la bacteria cambiaba también la posicion de la espora.(1,49).

Posteriormente B. thuringiensis se describié como una variedad dentro de B. cereus,
porque con excepcion de su patogenicidad para ciertos insectos y la forma oblicua de la espora en
las células, resultaba indistinguible de B. cereus (154,). Fue hasta en 1951 en que se aisld una
cepa, la cual fue denominada B. cereus serovar. alesti, que era causante de toxemia y septicemia
en larvas del gusano de seda, ademas se observo que estos sintomas variaban con la cantidad de
cultivo ingerido por la larva. (81).

En 1953, mediante el uso de la microscopia electronica se observaron cultivos esporulados
de B. thuingiensis y se enconiré la presencia de inclusiones las cuales tenian forma de diamante,
refiriéndose a éstos como un cuerpo paraesporal. Hasta ese tiempo, nadie relacionaba esto con
una funcién de patogenicidad. Sin embargo, Hannay sugirié que los cristales al encontrarse en el
intestino medio del insecto, estaban relacionados con la formacion de una toxina que inducia una
splicemtia en las larvas (66,82).



La relacién entre la inclusion y la patogenicidad hacia el insecto, fue confirmada entre
1953-1954, aunque se observo que la primera requeria ser solubilizada en alcali diluido o jugo
intestinal del insecto para ser activo (4). La patogenicidad de esta bacteria para las larvas de
insectos esta basada principalmente en las proteinas toxicas que contiene ¢l cuerpo paraesporal,
sin embargo, la patogenicidad de las cepas de B. thuringiensis esta restringida a cierto grupo
taxonomico de insectos (92).

En 1969, H.T. Dulmage aislo una cepa de B. thuringiensis, la cual denominé HD-1, que
resultdo entre 20 y 200 veces mas potente que todas las cepas conocidas. Esta cepa de B.
thuringiensis var. kurstaki (HD-1) es actualmente la base comercial de la mayoria de este tipo de
productos contra diversas plagas de lepidopteros de importancia agricola comercial (46,47).

La primera clasificacion serologica en base a los antigenos flagelares para este grupo de
bacterias fue hecha por De Barjac (36). En 1977 se aislo la primera cepa de B. thuringiensis
patOgena para larvas de mosquitos (8,72) y otras especies de dipteros, la cual también implico el
descubrimiento de un nuevo serotipo (37). Més recientemente, se aislo una cepa denominada (B1
256-82) que fué activa contra larvas de coledpteros, esta cepa correspondié al serotipo 8a 8b
(38,97,98).

ECOLOGIA DE B thuringiensis

Disiribucion y frecuencia. Esta es una bacteria con una amplia distribucion y alta frecuencia de
aislamiento en la naturaleza, ya que ha sido encontrada a partir de muestras de suelo (40,125,
130,158), de granos almacenados, (66,119) de insectos, (49,138) asi como de sitios infestados
con estos ltimos (8).

En un anilisis de 8,916 muestras de suelo de varios habitats, incluyendo aquellos con
diferentes mimeros de insectos, los resultados indicaron que la presencia de insectos no predice la
presencia de B. thuringiensis en una muestra de suelo particular (110). Estos estudios también
mostraron que esta bacteria tiene una extensa distribucién mundial en diversos suelos incluyendo
suelos forestales, de savanas, y de desiertos. Sin embargo, en la fraccion de muestras
provenientes de ambientes abiertos y naturales, se aislo al microorganismo en 115 muestras, de un
total de 785 analizadas. Estas ultimas fueron obtenidas tanto en Estados Unidos como en otros 29



paises. Por otra parte se encontrd que la densidad relativa de esta bacteria es mucho mas bajo en
los suelos que la encontrada en almacenes de granos (111).

Otros investigadores sugieren que B. thuringiensis puede habitar en tan solo dos
ecosistemas separados: tierras arables y almacenes de granos. Las esporas pueden sobrevivir por
muchos afios pero no germinan ni se multiplican como células vegetativas en los suelos naturales,
esta observacion indica que esta bacteria no esta adaptada al ambiente del suelo (41).
Persistencia de B. thuringiensis en el medio ambiente. La baja duracién de la actividad de la
toxina es una desventaja de B. thuringiensis, esta ha sido calculada de 1 a 2 dias en el campo y de
dos semanas si se aplica forestalmente, esto debido a que la toxina se destruye por accién de la
luz ultravioleta. El hecho de que sea mejor su actividad para plagas forestales que de campo, ¢s
debido en parte a la alta suceptibilidad que tienen las plagas forestales a las toxinas del

microorganismo (15).

TOXINAS DE ACCION INSECTICIDA DE B. thuringiensis

Esta bacterta y sus variedades sintetizan 7 tipos de toxinas, entre los que se encuentran la
a'y 8 exotoxinas, la 3-endotoxina, "el factor piojo”, una bacteriocina (thuricina) y dos inhibidores
de la respuesta inmune de los insectos denominados InA e InB.(51). Las dos primeras toxinas
presentan efecto plaguicida sobre un amplio espectro de artrépodos,(96) mientras que la
d-endotoxina actia sobre un grupo reducido de insectos, nematodos, protozoarios (52,118,157) y
células tumorales (136,137), ademas de presentar otras actividades biologicas como el
incrementar la respuesta inmune y actuar como un coadyuvante en mamiferos (135).
a-exotoxina: Esta toxina, también denominada lecitinasa o fosfolipasa (99), es una enzima
termolabil que se acumula durante la fase de crecimiento exponencial de algunas variedades, es
capaz de romper muchos tipos de células y es toxica para Galleriae mellonelia y 1a mosca
aserrada de los pinos (43). Esta proteina también puede ser sintetizada por B. cereus (100).
f-Exotoxina (Factor Mosca): Esta es una toxina termoestable, secretada durante el crecimiento
exponencial por algunas variedades de B. thuringiensis como la serovar. thuringiensis
(145,150,151). Quimicamente, la 8-exotoxina es una adenina con un residuo de glucosa y acido

alarico (58,164). Es altamente tOxica para moscas y varios otros tipos de msectos (22,152).



Aunque el modo de accion de esta toxina no es muy claro, se ha demostrado que bloquea la
mitosis, e inhibe a la ARN polimerasa dependiente de ADN de células de mamiferos y de bacterias
causando mutaciones (25). Se ha encontrado que ¢n células sanguineas humanas provoca
incremento de las aberraciones cromosomales. También se ha demostrado que inhibe la mitosis en
meristemos de raiz, simulando ¢l efecto de la colchicina y vinblastina (151). Por las anteriores
propiedades mutagénicas y teratogénicas, su uso como insecticida no esta permitido en
Norteamérica y Europa, sin embargo, si es producido y usado en Rusia (64).

Asimismo, B. thuringiensis produce enzimas extracelulares, ya que en estas residen
también su patogenicidad, estas enzimas dafian la membrana peritrofica y facilitan el acceso de la
d-endotoxina o de bacterias al epitelio del intestino, produciendo otras enzimas de tipo proteasas
que se sintetizan durante el inicio de la esporulacién y son necesarias para el completo éxito del
proceso de toxicidad. Todas estas enzimas muestran en conjunto una accion de virulencia junto
con la B-exotoxina y la d-endotoxina (84,85,88,95).
d-Endotoxina, De las toxinas producidas por B. thuringiensis, esta es la mas importante para el
control biolégico de insectos plaga (59). Esta proteina es sintetizada en forma de protoxina
durante ¢l proceso de esporulacion dentro de la célula vegetativa y aparece como inclusion
crstalina, considerandose una caracteristica constante para las variedades de esta bacteria (28). A
esta inclusion se le adjudican algunos sinOnimos, tales como cuerpo paraesporal o cristal proteico,
sin embargo, solamente la porcion activa debe ser considerada é-endotoxina (23,108,127,154). A
esta parte toxica se le denomina PsCI. Generalmente, las PsCI son codificadas por genes que se
localizan en megaplasmidos, pero algunas también se han localizado en el cromosoma bacteriano
(103).

La estructura primaria de la 6-endotoxina de B. rhuringiensis varia con la codificacion del
gen, la gran mayoria de estos Gltimos ya han sido identificados y clasificados (87), Se ha
demostrado que los genes pueden ser transferidos en forma natural entre diferentes cepas de B.
thuringiensis. Este proceso explica la combinacion de diferentes inclusiones parasporales.
Ademas, algunos de los genes han mostrado tener elementos de transposicion alguno de los cuales
pueden ser "cortados” y redistribuidos en el genoma bacterial. La estructura terciaria de la

proteinas varia segun las subespecies, y por otra parte, la habilidad que presenta esta bactena para



producir sus toxinas varia de cepa en cepa y puede depender también de las condiciones del
cultivo (26,48,124).

La mayoria de las inclusiones contienen més de una proteina; p. ¢j. la inclusién de B.
thuringiensis kurstaki HD-1 contiene 5 diferentes polipeptidos, tres Cryl y dos Cryll. Existen
varias interacciones complejas, incluyendo ligaduras hidrofobicas, puentes de hidrégeno, y
disulfuro que ligan a la proteina junto a el cuerpo parasporal (21). Posiblemente la estructura
principal de las inclusiones sean glicoproteinas de estructura primaria, ademds de que esta
estructura tiene un papel muy importante en el efecto toxico, porque estas toxinas de B.
trhuringiensis cuando son clonadas en E. coli son generalmente equitdxicas a las toxinas de las
que fueron derivadas (123).

Las ligaduras disulfuro de [a proteina son importantes para el mantenimiento de la
estructura parasporal. Por gjemplo., en las toxinas Cryl, el C-terminal, una cuarta parte de la
proteina contiene cisteina, que usualmente son encontrados como ¢istina, ¢l contenido de 1.1. a
1.9% es suficiente para 7 a 12 ligaduras disulfuro, aunque aparentemente no son necesarias para
las toxicidad en lepidépteros (6). La estructura tridimensional y domino de la toxina ha sido
explorada inmunoldgicamente, las proteinas Cryl y CryIl mostraron ser antigenicamente distintas.
En parte el modo de accion puede ser atribuido a una estructura diferente, ya que algunas
regiones del C-terminal son especificamente necesarias para las células receptoras. Mientras que la
conformacion estrucutral de la la proteina se mantenga inalterada, la heterogeneidad en la
secuencia de los aminoacidos puede tener poca importancia en la toxicidad (95).

Las protoxinas mayores, de aproximadamente 130-140 Kda requieren de un
procesamiento para activarse. Esta accion es mediada por el pH alcalino y las proteasas del
intestino medio del insecto, dando como resultado una toxina de 60 a 70 Kda que son derivados
del Gltimo cuarto del C-terminal de la protoxina (21). La actividad de la toxina bajo condiciones
naturales ocurre como sigue: a) es solubilizada en el pH alcalino del intestino medio y b) es
procesada por proteasas especificas.

La degradacion de la proteina CryIA ocurre en una secuencia de siete ordenes especificas
desde el comienzo hasta el C-terminal de la protoxina y procediendo a través de la regién
N-terminal. Los fragmentos producidos de C-terminal son de aproximadamente de 10 Kd, y



rapidamente proteolizados en pequefios péptidos (33). No se conoce el mecanismo exacto de
como ocurre esta desgradacion tan precisa. Las proteinas resistentes producidas de B.
thuringiensis de 125 a 135 Kda son las menos estables como toxinas contra lepiddpteros,
probablemente porque el fragmento del C-terminal ¢n la formacion de la inclusion paraporal es
mucho mas estable (6).

El tamafio de los fragmentos activos de proteina-resistente, varia con la cepa de B.
thuringiensis. En general para las protoxinas Cryl, solamente ocurre una proteolisis limitada en la
N-terminal mientras que son removidos alrededor de 500 aminoacidos del C-terminal. Por
ejemplo, en la CryIA el fragmento toxico se encuentra entre los aminoacidos 29-35 y 599-607
(86) en tanto que en el CrylVb se encuentra entre el aminoacido 30 al 695. En contraste los Cryll,

Cryll CryIVD no sucede esto ya que aparentemente la proteina se encuentra rota (163).

Dominio y toxicidad.

La toxina activada puede ser dividida en tres regiones estructurales: la region N-terminal;
el dominio toxico (aminoacidos del 1 al 279), que consiste en diversas regiones hidrofobicas
conservadas; una region conservada C-terminal (aminoacidos del 461 al 695) y una regién
variable entre estas dos regiones que contiene la mayoria de las diferencias entre aminoacidos

(33).

MODO DE ACCION DE LAS TOXINAS CON ACCION INSECTICIDA DE

B. thuringiensis.

Mecanismos de accion de la Delta-endotoxina. Los cambios estructurales en el intestino medio
de los insectos causados por la toxina de las serovariedades san diego y kurstaki de B.
thuringiensis muestran que la hinchazon causada en dicha parte del intestino, es muy semejante
en ambas cepas (128). Entre las diferencias que se han observado entre ellas, se indican las
siguientes: ausencia de lesiones de membranas y dafio microvillar en la serovar. san diego (128).
En tanto que la serovar. kurstaki causa trastornos en el plasma, en las membranas mitocondriales
y en la membrana nuclear, asi como pérdida de la estructura interna de los microvellos del

intestino de los insectos lepidopteros después de 15 min de haber sido ingerida (102).



Para explicar la causa de la hinchazén causada por la delta-endotoxina de B. thuringiensis
serovar. san diego, ha sido propuesto un modelo de lisis osmético coloidal. Sin embargo esta
serovariedad no produce lesiones de membrana, dafios moleculares y es de respuesta lenta en el
epitelio, esto hace suponer que existen mecanismos diferentes de accion para la delta-endotoxina
de este microorganismo entre variedades. Estas diferencias resultantes se deben a variaciones en
el ambiente del intestino del huésped, solubilidad de la toxina Cry, estructura de la toxina e
interaccion de €sta con receptores de la membrana o bicapa lipidica (53).

Después de que una larva de insecto ingiere el cuerpo paraesporal de B. thuringiensis,
diferentes accciones pueden ocurrir. Debido a que el medio ambiente alcalino del intestino de la
mayoria de las larvas es desfavorable para la germinacién y multiplicacion de esta bacteria, es mas
probable que las esporas ingeridas permanescan intactas, pero la inclusion es solubilizada y
fragmentada en porciones toxicas, causando una deformacion estructural en las células epiteliales
del intestino desintegrando la membrana microvillar, y produciendo por consecuencia la
destruccion del intestino. Esto provoca que se paren las finciones del intestino, baje el pH del
fluido intestinal y los nutrientes sean liberados, los cuales permiten la germinacion de las esporas
de la bacteria y la multiplicacién de las células vegetativas (32). En estas condiciones, el
microorganismo invade los tejidos del cuerpo de la cavidad larval. Eventualmente la larva para de
comer y muere. Una invasion microbiana secundaria puede acelerar la muerte, cerrando un ciclo
de vida cuando el cadaver es consumido y la bacteria es liberada al medio ambiente como esporas.
La exacta cronologia de los eventos probablemente difiera en varios insectos, dependiendo del pH
y otros paramentros del tracto intestinal (5).

Recientemente han sido propuestas tres hipotesis con respecto al modo de accion de las
toxinas de B. thuringiensis, la primera es que las toxinas de ia bacteria inhiben las ATPasas de la
membrana plasmatica; la segunda indica que las toxinas del microorganismo incrementan la
permeabilidad selectiva de K+ ; y la tercera que las toxinas forman un poro inespecifico
(45,71,155).



ESTRATEGIAS PARA EL DESARROLLO Y MEJORAMIENTO DE EFECTIVIDAD
DE CEPAS DE B. thuringuiensis.

La alta especificidad de la toxina producida por B. thuringiensis puede ser una desventaja
cuando un cultivo agricola es atacado por diferentes tipos de insectos. Esta limitante se puede
contrarrestar de tres formas:

a) mediante ¢l aislamiento y la seleccion de cepas con amplio espectro de huéspedes,

b) por la transferencia de genes entre diferentes cepas para producir cepas nuevas con mayor
espectro insecticida , y

¢) transferencia de genes a otras especies (24,73).

La seleccion de una cepa silvestre efectiva de un microorganismo entomopatogeno y la
manipulacion genética para mejorarla, junto con los requerimientos nutricionales de la misma,
desempefian un papel muy importante para el desarrollo de un insecticida microbiano.

Las estrategias generales de desarrollo de productos de segunda generacién se podrian
resumir como sigue: a) la expresion del gen de delta-endotoxina de B. thuringiensis en cepas
relativamente cercanas (v.g. B. cereus, B. megaterium), b) insercion del gen de la
delta-endotoxina dentro de plantas-inhabitables epifitas o endofitas; c) insercion del gen de la
delta-endotoxina dentro de sistemas capaces de proliferar en medios acuaticos (v.g. algas
verde-azul, para controlar mosquitos); y d) insercion del gen de la delta-endotoxina dentro del
genoma de las plantas, haciendo que ellas mismas elaboren su insecticida.

La baja estabilidad de la delta-endotoxina en el medio ambiente s¢ debe a que
diversos factores ambientales, tales como la luz solar (139) y el contenido y tipos de taninos del
follaje de los cultivos, actian negativamente sobre ella (109). Una de las posibles alternativas para
incrementar la presencia de la toxina es la clonacion del gen de esta proteina en otra bacteria con
el fin de obtener microcapsulas biologicas con la célula recombinante dandole proteccion a la
toxina (162).

DESARROLLO DE RESISTENCIA
La resistencia a los plaguicidas por los insectos ha sido considerada un impedimento en la

produccion agricola pero no ha sido tratada como un caso econémico, en otras palabras los



agricultores empresariales prefieren gastar mas dinero en el combate de plagas resistentes,
utilizando plaguicidas quimicos que buscar alternativas.

Comparado con los agentes de control quimico, el uso de B. thuringiensis debe ser
considerado como un agente de biocontrol de bastante utilidad y seguro para utilizarse en el
manejo integral de insectos plagas (27,56,68). Esto se apoya en que el fendmeno de resistencia es
casi nulo para los insectos blanco (69,76,113,160), y ademas, porque las cepas de de esta bacteria
se dispersan ampliamente e invitan a desarrollar menos resistencia de los insectos plaga (103).

Actualmente se conoce que a varias especies de insectos plaga, dentro de las cuales se
incluyen H. virescens, Leptinotarsa decemlineata, P, interpunctella y P. xylostella, les ha sido
demostrada a nivel de laboratorio su habilidad para adaptarse a las toxinas de B. thuringiensis y
desarrollar resistencia. P. xylostella se ha encontrado ampliamente resistente a nivel de campo,
por lo cual se ha propuesto la alternativa del manejo integral de plagas (114,93).

B. thuringiensis produce varias toxinas que tienen una alta resistencia pasiva a los sistemas
inmunes de los huéspedes (51), aunque la literatura solamente contiene tres reportes sobre el
desarrollo de resistencia a la delta-endotoxina. Uno es el desarrollo de resistencia de hasta 100
veces mas a una formulacion comercial utilizada para la palomilla del granero P. interpunctella,
que fue observada después de 15 generaciones (42).

Dentro de las especies de insectos blanco no todas son igualmente sensibles a las toxinas
de B. thuringiensis (PsCl), por ejemplo el gusano soldado es menos susceptible que el falso
medidor. Entre las desventajas de la exposicion de larvas de insectos a altas dosis de un toxico
esta el desarrollo a la resistencia. El expresar las PsCI es considerada como una herramienta muy
util en los programas de manejo integrado de plagas (103).

Algunos investigadores han llamado la atencién acerca del desarrollo de la resistencia de
plantas modificadas genéticamente (78), ya que esto prolongaria la efectividad y traeria como
consecuencia un desarrollo de la resistencia para PsCI; para esto se ha sugerido que las
poblaciones de insectos deberan ser expuestas a una combinacion de diferentes toxinas. Otras
medidas deberan ser la restriccion de la expresion de la toxina en cuanto a tiempo o limitando

éstas a los organos econémicamente importantes de la planta.



VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL USO DE Bacillus thuringiensis EN EL CONTROL
BIOLOGICO DE PLAGAS.

Varios factores influyen para incrementar significativamente el uso de B. thuringiensis en
el control biologico de plagas:
a) la mayoria de los insectos plaga de importancia econémica y salud humana esta desarrollando
resistencia a varias clases diferentes de insecticidas quimicos utilizados contra ellos; por otra
parte, la toxina de B. thuringiensis no promueve un desarrollo rapido de resistencia.
b) el costo social asociado con el uso de insecticidas quimicos, esta incrementiandose debido a
dafios al ambiente y salud humana; y
c) los costos directos del desarrollo y produccion de los insecticidas quimicos derivados de la
petroguimica estan en constante escalamiento.

La investigacion de B. thuringiensis se ve favorecida por tres grandes tendencias a nivel
mundial:
1) una mayor demanda para el control bioldgico de insectos plagas (94,101).
2) la relativa inestabilidad en el medio ambiente de los productos de B. thuringiensis, y
3) la frecuencia de éxito de actividad insecticida encontrada.

En comparacion con los compuestos quimicos sintéticos.(45) El producto aplicado es de
10-50 g alrededor de 20 x 10E40 moléculas por hectarea. La potencia molecular de las toxinas de
B. thuringiensis comparada con otros plaguicidas es 300 veces mas alta que los piretroides
sintéticos, ya que se aplican 6 x 10E22 moléculas por hectarea y 80,000 veces més alta que los
organofosforados, de los cuales aplican 20 x 10E24 moléculas por hectarea (61).

Las ventajas y desventajas del control biolégico se discuten a continuacion:
Ventajas:
a) Alta especificidad. Ejemplos: ausencia de efectos toxicos en organismos no blanco y
mamiferos; uso permitido hasta fechas cercanas a la cosecha de los cultivos.

b) Bajas espectativas a desarrollar resistencia en los insectos observados.



¢) Adaptable a miltiples tipos de formulaciones; potencial de incorporarle a estimulantes que
incrementen el apetito, o cebos para hacerlos mas atractivos en las formulaciones contra

insectos.

d) Probabilidad de producir formulaciones mas potentes y bajar los costos de produccién a
través de sistemas nuevos de tecnologia de fermentacién,

€) Altas probabilidades de que la cepa seleccionada y/o modificada genéticamente pueda ser
utilizada como mejor control sobre el insecto plaga que la cepa silvestre de la que provino, o bien,
crear cepas de B.thuringiensis que tengan nuevos espectros de actividad contra el huésped o
incrementar la actividad téxica (126).

Desventajas:

a) Espectro de huésped reducido.

b) Carecer de proteccion en las patentes para las cepas silvestres.

c) Se requiere un cabal tiempo de aplicacion y ademas, sus efectos son mas lentos que los
insecticidas quimicos.

d) La actividad toxica depende de la ingestion, por lo tanto, la actividad de alimentacion es vital
para su accion, la cual depende de las condiciones ambientales.

e) Costos relativamente mas altos comparados con los insecticidas quimicos, lo cual provoca que
su distribucién y uso esté limitado.

f) Baja persistencia en el medio ambiente.

Por otra parte, los factores que afectan la viabilidad econémica del control biologico de
insectos (145), comparados con los métodos quimicos tradicionales dependen de las
caracteristicas del insecto plaga, del agente de biocontrol, del cultivo y de los factores
socicecondmicos que se enumeran a continuacion: 1) rendimiento contra efectos de calidad, 2)
espectro de la plaga, 3) la relatividad de ser menos efectivos técnicamente que los agentes de
control quimico, 4) riesgos, 5) precios relativos de los agentes de control y 6) costo de
implementacion. Finalmente, el costo del desarrollo de un plaguicida microbiano es menor que el

de los plaguicidas quimicos, ya que se requieren dos millones de délares y de uno a dos afios para



su registro, mientras que para un plaguicida quimico se requieren 40 millones de dblares y siete

aflos pata su registro (143).

FORMULACIONES DE BIOINSECTICIDAS.

Son pocos los casos en que los insecticidas se emplean como producto quimico puro o
técnico, sin formulacién alguna, lo mas comun es emplearlos debidamente formulados, o sea
acondicionados para que rindan la mayor efectividad en su uso. En toda formulacion
{pulverizacion o aspersion), se distinguen tres clases de componentes: el principio activo, los
disolventes y diluyentes, y los coadyuvantes.

Principio Active El principio activo es la materia realmente eficaz contra la plaga que se trata de
combatir. De los bioinsecticidas, el mas popular en la actualidad es el que se fabrica a base del
cristal proteico toxico de B. thuringiensis(5).

Disolventes y Diluyentes: Estos actiian como vehiculos de la materia activa, y que permiten usar
¢l formulado tal cual o diluyendolo posteriormente en otro vehiculo de aplicacion, como el agua.
Estos materiales son ineries frente a la plaga (65).

Coadyuvantes: Pueden ser materiales inertes o aquellos que potencializan al principio activo
mejoranado su accion propia, entre estos encontramos algunas feromonas o extractos de plantas
(65).

Las ectohormonas o mas comunmente feromonas, han sido usadas para el control de
insectos, las mas valiosas son las feromonas sexuales. Estos compuestos podrian ser Gtiles en
estudios preliminares de reconocimiento y la preparacion de insecticidas a base de
delta-endotoxina de B. thuringiensis (105).

De entre los insecticidas derivados de extractos de plantas los mas conocidos se encuentra
el de piretro, también llamado polvo insecticida persa o polve de dalmata, se elabora de un
extracto de flores molidas de la planta Crysanthemum cinerariaefolium que pertenece a la familia
matricaria o del crisantemo, €ste material causa una paralisis en Ia mayoria de los insectos,
generalmente se utiliza en forma comercial como agente sinérgico, tiene la desventaja de que s¢

deteriora rapidamamente cuando es expuesto a la luz solar (131).



De la semilla de la Sabadiila sp. se obtiene un extracto que actia como veneno al ponerse
en contacto con el estomago de muchos insectos, aunque particularmente no tiene efectos con
mamiferos, si causa irritacion en los ojos y en el tracto respiratorio, generalmente se usa
asperjando este polvo disuelto en agua del 5 a 20 % (54).

Durante la primera década del siglo XIX se utiliz6 jabén de aceite de pescado y ballena
para el control de insectos, recientemente se ha retomado esta técnica utilizando detergentes en
solucion del 1 a 2% y algunos jabones, aunque se sabe que ocasionan dafios foliares en algunas
plantas. Los jabones més efectivos para el control de insectos son aquellos de 12 a 18 carbones en
cadena; el lauril (C-12) es uno de los de mas uso comun cuya fuente principal es ¢l aceite de coco
(54).

El guishe como se le conoce en México, es un producto de desecho del procesamiento de
la lechuguilla (4gave lechuguiila), esta planta contiene de 8 a 12 % en peso seco de sapogeninas,
la mayoria de estas ultimas tienen propiedades de detergencia. Este producto ha sido utilizado por
algunos productores agricolas del desierto chihuahuense del pais con varios propdsitos: a) como
mejorador del suelo (materia organica); b) para el control de insectos-plaga, en este caso se deja

remojar en agua durante aproximadamente 12 h y se aplica por aspersion al follaje de cultivos
como €l maiz y; ¢) como nematicida aplicado al suelo en la misma forma que se hace para insectos
aéreos (67).

En la seleccion del material inerte o coadyuvante mas adecuada para la formulacion que se
realiza, hay que tener en cuenta principalmente la estabilidad quimica del principio activo, la
capacidad de absorcion de agua, la abrasividad del material inerte, la solubilidad y los efectos de
potencializacion (65).

Material encapsulante: En las tltimas 4 décadas la formulacion de plaguicidas quimicos a
recibido un notable interés y recientemente la de la microencapsulacion de bioplaguicidas. Esta
ultima es una tecnologia relativamente reciente, ideal para empacar liquidos, solidos y gases en
pequefios recipientes o capsulas. La microcapsula es en esencia una estructura que envuelve una
cantidad discreta de materia. El tamafio de la capsula depende arbitariamente del objeto a

encapsular, del material encapsulante y del proceso de elaboracién, sin embargo, se da el nombre



de microcdpsula & aquellas que solo tienen de dimensién desde micrometros hasta unos cuantos
milimetros de didmmetro (62).

B. thuringriensis se encapsula en matrices de almidon, esta técnica tiene las siguientes
ventajas: a) es umka carnada que permanece en la hoja, b) estimula la alimentacion y c) el almidon
es economico. La mayoria de los formulados encapsulados son elaborados con almidon de maiz.
Este material prosviene de la pregelatinizacion del almidon con productos patentados tales como
Mira-gel y Mira-sperse (115,117).

Al respecto, México cuenta con una tradicion milenaria en el uso del maiz, ya que
culturalmente los habitantes de mesoamérica desarrollaron la nixtamalizacion del maiz, éste, tiene
la propiedad de gelatinizarse con moléculas que se arreglan en forma de red o matriz. La
nixtamalizacidén consiste en un tratamiento alcalino del grano de maiz, una coccidén y molienda,
Los cambios fisicoquimicos que alteran [as moleculas primarias da como resultado una masa
compuesta de 80-90% de almidon pregelatinizado, y algunas modificaciones de los aminoacidos
formandose compuestos nuevos como el del aminoacido N-(DL-2-Amino-2-Carboxy
Etyl)-L-Lisina que le dan una mayor probabilidad de formar enrejados anisétropos durante la
nixtamalizacién (13,18,34,35,90,104,120).

El método mas corriente de modificacion de las sustancias proteinicas naturales para dar
productos artificiales o semi-sintéticos consiste en el tratamiento con formaldehido. Este proceso
quimico produce un "endurecimiento” de las proteinas por reticulacion tridimensional de sus
cadenas peptidicas. Se trata esencialmente de un proceso quimico de policondensacién (112).

El mecanismo completo de las reaciones entre las proteinas y el formaldehido se
desconoce con detalle. Se supone que la reticulacion tridimensional tiene lugar principalmente por

formacion de puentes de metileno del formaldehido entre grupos imino de la proteina:

...-CO-NH-.. ...CO-N-...

!
# CH2O imrem—iry CHz + H0

|
..~CO-NH-.. ...CO-N-...



También son posibles procesos como:

..-NHz2+ CH20 ----—-—--—-> _ -NH-CH20H
Seguidos de:
..NH-CH20H + NHz-... - .~-NH-CHz-NH-... + H0

Se han desarrolado formulados encapsulados de B. thuringiensis utilizando almidén de
maiz, el cual es un material barato y mantiene en la matriz una humedad relativa mayor a 80%,
aunque €l tiempo en que €sta disminuye a un 10% es tan solo de 24 horas (50). Simultaneamente
se han elaborado formulados de alta viscosidad buscando una mayor persistencia sobre la
superficie foliar de los cultivos. Se ha demostrado que la actividad insecticida de la formulacién
con agentes reolégicos no encapsulados decrece significativamente en un periodo de dos semanas
cuando se compara con los encapsulados. Esto indica una mayor persistencia de B. thuringiensis
bajo condiciones encapsuladas (116).
Un material gue se encuentra en la naturaleza en forma de polimero es el alginato, este tiene
muchos usos comerciales en alimentos, farmacia, e industrias textiles; por su capacidad de formar
agregados enrejados muy estables fué probado para usos agricelas encapsulando células de
hongos especificos para el control de malezas (161). A partir de esta técnica, se desarrollaron
encapsulados de células microbianas en soluciones acuosas de alginato de sodio y Pyrax. Esta
solucion se goted en cloruro de calcio 0.25 M., o gluconato de calcio 0.1 M. para formar
microcapsulas esfericas. Al ser probada la sobrevivencia del microoorganismo en el medio
ambiente, se mostré que esta fué de 12 semanas(63). Posteriormente se utilizo el alginato
proveniente de aislados de Azotobacter vinelandii para formular agentes para el biocontrol de

hongos como Talaromyces flavus y Gliocladium virens, esta técnica mejorada con manuronato



di6é como resultado que se encontrara una sobrevivencia de 84 dias, ademés se obrservd que el
alginato microbiano resultd ser mas barato que el comercial (39).

Estimulantes del Apetito: Una de las interacciones quimicas entre los insectos y las plantas con
significancia practica en agricultura es sin duda la de los estimulantes del apetito, ovopositacion o
instalacion de huevecillos (142).

Las larvas de la mariposa de cola café que se alimenta escencialmente de Stellaria spp.,
puede ser inducida a alimentarse de otras plantas al impregnar hojas con una pasta conteniendo
taninos, fos cuales son uno de los constituyentes de Steliaria (79). La cucurbitacias contienen
productos téxicos para muchos insectos y vertebrados, estas substancias quimicas son
clasificadas quimicamente como triterpenos tetraciclicos, sin embargo estimulan e] apetito del
insecto Diabrotica undecimpunctata howardi, el cual se alimenta vorazmente de la sandia
variedad Hawkesbury que contiene cantidades elevadas de estos quimicos (30).

Al probar como estimulantes del apetito a mas de 100 compuestos no alimenticios en la
superfamilia Acridoidea, se encontré que la sapogenina diosgenina y los alcaloides Hordenina y
Lobelina componentes de Schisfocera spp. actuan como estimulantes del apetito aln en
concentraciones muy bajas (17).

Existen formulaciones para el control de lepidépteros a base de B. thuringiensis en la que
se incluyen estimulantes del apetito para insectos. De éstos se han probado el follaje de maiz, ¢l
aceite de maiz y un estimulante comercial del apetito llamado Coax, ademas de dietas especiales
de mezclas de carbohidratos, lipidos y proteinas, los resultados indican que la adicion del
fagoestimulante comercial Coax podria permitir utilizar una menor cantidad de B. thuringiensis en
la mezcla sin reducirse la mortalidad (9, 117).

Protectores de Radiacion: En general las esporas del genero Bacillus son considerablemente
mas resistentes a la luz uitravioleta que las células vegetativas, el dafio que la luz UV ocaciona
esta relacionada directamente con la alteracion en la conformacion del ADN y la aparicion de
diferentes tipos de fotoproductos, especificamente la formacion de dimeros de pirimidina (44).
por la exposicion a los rayos UV. (44). Uno de los factores que contribuyen a la resistencia de la
espora a los rayos UV es la baja cantidad de agua y el alto contenido de acido dipicolinico
depositado en ésta (70).



Debido a que las formulaciones de B. rhuringiensis contienen esporas e inclusiones de
proteinas estas estan sujetas a un periodo de actividad que puede desaparecer rapidamente en el
ambiente, esto ha sido atribuido en parte a la sensibilidad que experimentan las esporas e
inclusiones de la bacteria a las exposiciones de luz UV (80).princialmente debido a la inactivacion
o destruccion causada en la molecula de triptofano (134), ya esta es la molécula de con absorcion
més intensa de energia en la regién del ultravioleta de 250 nm (12).

Se han afiadido compuestos cromoforos como el rojo congo, acido folico y acido
para-amino-benzéico en formulaciones de B. thuringiensis con fines de aumentar la persistencia
de la actividad de la delta-endotoxina en el ambiente. Estos compuestos funcionan como
protectores contra la luz solar y mas especificamente contra los rayos ultravioleta; su aplicacion a
los cultivos ha sido probada en formulados a razén de 1.0 pg/ml, los resultados muestran que el
rojo congo fué el mejor protector contra los rayos ultravioleta en un periodo de 12 dias de
exposicién (50).

También se han realizado pruebas de campo con protectores solares para formulaciones de
bioplaguicidas con compuestos ya comercializados Adjuvant, San-285, Melazas P/yac, Lufilm,
Tritin X-100 y ADWNP 66 y algunos polimeros sintéticos que, ademas de funcionar como
protectores solares, minimizan la desecacidén (121). De la misma manera, se sabe que el uso de
particulas de arcilla impiden el paso de los rayos utravioleta que afectan la viabilidad de muchos
microorganismos que habitan en el suelo, de aqui la razon de utilizar este material como protector
para células vegetativas o esporas en aplicaciones comerciales de agentes microbianos para
biocontrol (3).

INSECTO BLANCO.

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J.B. Smith) del orden: lepidoptera y familia:
noctuidae, es un insecto que parece ser nativo de México y constituye la principal plaga del maiz
en este pais. Se encuentra ampliamente distribuido, registrandose los mayores dafios en
Michoacan, Guerrero, Morelos, Oaxaca, Veracruz, Yucatan vy Quintana Roo. Ataca
principalmente al maiz y al sorgo, pero también se ha encontrado en algunas ocasiones causando

dafios de importancia economica en otros cultivos, se han reportado mas de 60 plantas huéspedes



para este organismo, entre las mas importantes tenemos: el algodonero, la cafia de aziicar, el
trigo, la avena, el chile, la cebolla, el camote y la papa (153).

El insecto adulto es una palomilla de color café grisaceo que mide aproximadamente 2 cm
de largo por 3.5 cm de expansion alar. Las alas anteriores son de color café grisaiceo moteando
con pequefias manchas, unas mas claras y otras mas oscuras; en ¢l angulo apical de estas alas se
encuentra una mancha blanquecina notoria. Las alas posteriores son de color claro. El insecto
aduito es de habitos nocturnos; durante el dia permanece escondido en las grietas del suelo, y
donde es dificil localizarlo debido a que su color se confunde facilmente con este; también se
puede encontrar bajo el follaje. Cada hembra deposita alededor de 1000 huevecillos, estos son de
color verde pélido y de forma esférica; son depositados en el envés de las hojas en masas de 50 a
100 huevecillos, quedando cubiertos por un material algodonoso de color blanco; su periddo de
incubacion es de 4 a 5 dias. La larva es de color café con tres bandas longitudinales de color claro
en el dorso a todo lo largo de su cuerpo, quedando éstas colocadas una en la region media dorsal
y las dos restantes en la region latero-dorsal. La larva completamente desarrollada mide alrededor
de 3.5 cm de longitud (153).

Las larvas neonatas se alimentan juntas en el envés de la hoja en que nacieron, sin
embargo, pocos dias después se dispersan en las plantas vecinas y penetran al cogollo, donde
ocasionan el dafio principal alimentandose de las hojas tiernas, las cuales al desarrollarse presentan
perforaciones (153).

El ataque de esta plaga se presenta generalmente desde que nace la planta hasta que
alcanza una altura aproximada de 5 cm. Las plantas atacadas se reconocen facilmente por las
perforaciones en las hojas y en el cogollo, donde ademas es caracteristica la presencia de
abundante excremento de las larvas, ya que éstas son muy voraces. Las larva atraviesa por seis
estadios en un periédo de tres semanas, después de lo cual se introduce en el suelo para pupar, de
donde emerge el adulto una semana mas tarde. La pupa es de color café rojizo y tiene una
longitud de 2 cm aproximadamente. Este insecto invemna en estado de pupa en el suelo (153).

La presencia de éste insecto en el maiz causa anualmente peérdidas que pueden fluctuar del
10 al 90 % de la produccion en campo (153). Su combate se ha basado exclusivamente en la

aplicacién de insecticidas quimicos, sin lograrse resultados satisfactorios, en parte debido a la



habilidad de la plaga para localizar a su planta hospedera y a la relacion con la composicién de
especies vegetales asociadas a los cultivos de maiz. El gusano cogollero del maiz ¢s una plaga de
diferentes cultivos en América Latina (83,153). El control del gusano cogollero a base de
productos quimicos y la liberacion de insectos parasitos del huevo no ha sido del todo efectivo
(148). Se estima que con un 58 % de dafio, este insecto reduce los rendimientos en 1,148 Kg en
parcelas con una densidad de 45,000 plantas por hectarea (65).

EL USO DE BIOINSECTICIDAS BASADOS EN B. thuringiensis

Es un hecho que los agentes de control biologico (bioinsecticidas) han alcanzado muy
poca incursion dentro del mercado comercial de los plaguicidas. Tomando en cuenta el total de
las ventas mundiales de plaguicidas, se estima que a los agentes de control biologico les
correspondié menos del 1 % y en donde B. thuringiensis alcanz6 el 0.6 % (140). En 1980 el
mercado mundial de los productos a base de esta bacteria alcanzaron una venta de 24 millones de
ddlares a nivel mundial (19).

Actualmente se producen 2,400 millones de toneladas de plaguicidas a nivel mundial,(245)
para los cuales, en 1988, el mercado mundial de productos fitosanitarios fue alrededor de 20,000
millopes de dolares, de los cuales corresponde un 43.5 % para herbicidas, un 30 % para
insecticidas, un 20.5 % para fungicidas y 6 % en productos diversos (hormonas reguladoras de
crecimiento, etc.). Del total de ventas para este mercado, 64 millones de dolares correspondieron
para los bioinsecticidas a base de B. thuringiensis (140). Es importante sefialar que en 1989, se
sembro en Estados Unidos un total de 28 millones de hectareas de maiz (0.27 millones de Km?),
para lo cual se utilizaron 9,090 toneladas de diversos productos quimicos para el control de los
insectos plagas en esa superficie (130), razoén que justifica mas la bisqueda de nuevas cepas
bioinsecticidas a base de B. thuringiensis (74).

El algodon en las regiones surefias y del oeste en E.U 4. fué cultivado en una superficie de
4,700 millones de hectareas , dejando en 1990 un valor estimado de cuatro mil millones de dolares
en ganancias, mientras que el dafio por insectos causé pérdidas por 645 millones de dolares. En el
caso, fueron responsables particularmente los lepidopteros de las especies de Heliothis (zea y

virescens), a las cuales se les atribuyen pérdidas por 216 millones de dolares (129). Otro es el



gusano rosado Pectinophora gossypiella, que causé un promedio de pérdidas menor por 71
millones de dolares (148).

Productos comerciales disponibles y compaiiias productoras: En la tabla N* 1 se enumeran los
principales productos comerciales basados en diferentes cepas de esta bacteria, los cuales se
encuentran disponibles comercialmente a nivel mundial bajo diferentes nombres de marcas

comerciales. (64).

Bioseguridad en el uso de B. thuringiensis: Entre los costos sociales por la aplicacion de
insecticidas en general se incluyen costos de salud, de hospitalizacién y por consiguiente, pérdida
de trabajos de los pacientes y dafios al ambiente, reduccion de la cosecha debido a la pérdida de
abejas polinizadoras; muerte de ganado, peces, pajaros y mamiferos; pérdida por depredadores
naturales de plagas; efectos adversos sobre la fisiologia de la planta de cosecha y desarrollo de
resistencia de plaguicidas en las poblaciones de plagas. Existen datos que indican el costo social
del uso de plaguicidas en Estados Unidos, el cual asciende a dos mil millones de délares anuales.
Esta cantidad es mas o menos lo que se gasta en plaguicidas agricolas (2.2 mil millones de
dolares) y alcanza el 25 % de los beneficios netos privados de 8.7 mil millones de dolares que
resultan del uso de plaguicidas. Asi mismo se calculan en 200 las muertes humanas por afio,
causadas por plaguicidas. (132,133).

TablaN® 1. Formulaciones comerciales a partir de B. thuringiensis.

Nombre comercial Compaiiia

Beta exotoxina

Biotoxksybacillin All Union Inst. Agr. Microbiol. (Rusia)
Eksotoksin Glavmikrobioprom (Rusia)
Toxobacterin Glavmikrobioprom (Rusia)

Delta endotoxina

Agritol Merck & Co. (USA)

Bakthane Rohm & Hass (USA)

Bactospeine Roger Bellon (Francia)



Bathurin Chemapol-Biokymia (Checo-slovakia)

Biospor Farbwerkw Hoechst (Alemania)
Biotrol BTB Nutrilite Prod. (USA)
Dendrobacillin Glavmikrobioprom (Rusia)
Dipel Abbott Labs. (USA)

Entocterin Glavmikrobioprom (Rusia)
Insektin Glavmikrobioprom (Rusia)
Parasporin Grain Poc. Lab. (USA)

Sporeine Libec Laboratoire (Francia)
Truicide Sandoz-Inc. (USA)

Han pasado poco mas de tres décadas desde que se empezaron a utilizar las primeras
preparaciones comerciales de B. thuringiensis, (57) y a la fecha, la bioseguridad es una de las
ventajas principales que estos insecticidas microbianos ofrecen en relacion a los insecticidas
quimicos. Diversas razones, entre las que destacan especificidad, virulencia y potencia contra
insectos blanco, han convertido a esta bacteria en uno de los candidatos mas atractivos para el
desarrollo comercial (143).

Se han reportado casos raros de patogenicidad en mamiferos por B. thuringiensis, como el
de una salpicadura accidental de Dipel-R en el ojo de un agricultor, el cual dié como resultado
una tlcera en la cornea; después de un cultivo de la lesion se confirmo la presencia de B.
thuringiensis serovar. kurstaki, (146,147) Asi mismo, existe un reporte de una mastitis bovina
fatal causada por este microorganismo (77).

Otros reportes de bacteriemias no infecciosas, muestran la presencia de esta bacteria en
tejidos de vertebrados después de haber sido inoculados con dosis altas de esta (89). Por otra
parte, se han encontrado efecto de dafios por la administracion directa de la beta-exotoxina
disuelta en soluciones amortiguadoras,donde se ha demostrado que puede ser citotoxica para 5
lineas de células de cultivos de mamiferos, causando hemélisis de eritrocitos de mamiferos
(31,156).

Dosis de aplicacién contra plagas agricolas, forestales, mosquitos y moscas negras.

a.- Aplicaciones agricolas:



B. thuringiensis ha sido usado con éxito contra insectos que se alimentan de hojas. Las dosis
recomendadas son de 0.28 a 2.2 Kg/ha (0.25 a 2 Ibs por acre), en formulaciones de polvos
bumectables (145).

El plaguicida-One® formulado con B. thuringiensis serovar. san diego cuando fue
utilizado para el combate de Plagiodera versicolora, se encontré que realmente suprime el
crecimiento del estado larval; sin embargo, se requieren repetidas aplicaciones para los adultos.
Las larvas del segundo estadio resultaron mas susceptibles que las de tercer estadio y que los
adultos de un dia (10,11).

b.- Aplicaciones forestales:

En una extensa revision efectuada en este topico se menciona que las preparaciones
bumectables de B. thuringiensis son efectivas contra los insectos plaga forestales, entre los cuales
destaca la palomulla gitana (122,124,154).

¢.- Aplicaciones en planias ornamentales:

En la agencia de proteccion del medio ambiente de los Estados Unidos han sido
registradas 124 formulaciones de B. thuringiensis que sirven para controlar hasta 15 especies de
lepidépteros y otras especies que dafian plantas ornamentales. Mucho de este material es usado
para proteger del ataque de plagas a los sistemas de jardines de las carreteras estatales (145).

d.- Aplicaciones contra mosquito y mosca negra:

Diferentes cepas de B. thuringiensis var. israelensis ha mostrado ser altamente activo
contra 72 especies de larvas de mosquitos y 22 especies de moscas negras. Los mveles de
aplicacion basados en polvos primarios y preparaciones de esporadelta-endotoxina secas sin diluir,

son utilizados en dosis de 1 mg/ml para mosquitos y de 0.2 mg/l y para moscas negras (14,20,36).

Control de S. frugiperda por medio de Bioinsecticidas.

En un estudio para encontar plantas con actividad bioinsecticida contra el gusano
cogoliero del maiz (S. frugiperda), se realizaron bioensayos con 9 plantas a una dosis de 15 % en
peso seco en dieta artificial, los resultados mostraron que las especies de Solanun spp. pueden

reducir la poblacién hasta en un 50% a la dosis experimentada (2).



Otros investigadores obtuvieron extractos de 4 plantas diferentes, probaron tanto la fase
liquida como la solida, a partir de estos, se desarrollaron bioensayos usando como indicador
biologico larvas neonatas de S. frugiperda, los resultados obtenidos mostraron que algunas larvas
perdian la capacidad de pupar, aunque el trabajo realizado no fue concluyente (144).

En otra investigacién se utilizaron los extractos de las siguientes plantas colectadas
Argemone ochroleuca y Baccharis salicifolia, de las cuales se necesitaron dos aplicaciones por
semana para el control de la plaga, en tanto que los extractos de Salpiantus macrodontus,
Covolvulus alsinoides, Ambrosia psilostachya, Franseria ambrosoides y Guazuma ulmifolia
solo necesité una aplicacién semanal para tal propésito. Sin embargo, los resultados no muestran
diferencias significativas entre tratamientos con respecto al rendimiento en grano de maiz (55).

En una prueba para determinar la efectividad de varios insecticidas pertenecientes a
diferentes familias de grupos toxicologicos para el control de gusano cogollero del maiz, se
evaluaron los siguientes tratamientos en gramos de ingrediente activo/ha. (gia/ba). 1) B.
thuringiensis (MICR) 32 gia/ha; 2) Metamidofos (FA.OM) 600 gia/ha; 3) AC303630 120 gia/ha;
4) Lambda cyhalotrina (PIR) 21 gia/ha; 5) Triflumorén (RC) 96 gia/ha; 6) Clorpirifos (FH-SE)
480 gia/ha; 7) Deltametrina (PIR) 12.5 gia‘ha; 8) carbofuran (CH-MM) 750 gia/ha; 9)
cypermetrina (PIR) 60 gia/ha;, Metamidofos (FA-OM) 900 gia/ha; 11) B.thuringiensis (MICR)
100 gia/ha; 12) Cloropitifos GR (EI-SE) 200 gia/ha; (13 Triflumuron (RC) 48 gia‘ha, 14) L.
cybalotrina (PIR) 21 gia‘ha y 15 control sin aplicacion, se realizaron una o dos aplicaciones segun
se requirid, dependiendo de la efectividad del producto, se evaluo el nivel de infestacion y cinco
dias después de la segunda aplicacion. Los resultados indicaron que la media de plantas infestadas
con gusano cogollero al inicio de los tratamientos fue de 77.8% Los productos que protegieron
eficientemente al cultivo afin a los 26 dias después de la aplicacion fueron los tratamientos 4, 5,
7,9, 12, 13 y 14, con una infestacion menor del 10%. Los tratamientos 3 y 6 registraron una
infestacion del 15.8 y 11.8% respectivamente. En tanto que el resto rebaso el umbral econémico
regional de 20% de larvas de gusano cogollero, por lo ge requirieron de una segunda aplicacion
con el consecuente incremento en los costos de produccion (106).

En resumen, los formulados que se encuentran en ¢l mercado hechos a base de la

delta-endotoxina de B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1) carecen de atrayentes especificos, son



poco persistentes, algunos son encapsulados, otros son sélidos y otros mas tienen
fagoestimulantes, pero el comin denominador es que su formulacién se encarece
substancialmente.

Ante este panorama la necesidad de desarrollar formulados especificos y con alta
persistencia en ¢l agroecosistema es evidente. Por esta razon en este trabajo proponemos el uso
de la serovariedad aizawi de B. thuringiensis cepa GM-10, desechos agricolas como el guishe
del Agave lechuguilla y harina de maiz nixtamalizada para el desarrollo de nuevas
formulaciones, con el fin de ofrecer alternativas a los productores agricolas para el control

biolégico de plagas insectiles.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion del extracto del guishe.

El bagazo de Agave lechuguilla (guishe), se obtuvo de una procesadora de fibra de este
vegetal.
1. La muestra se prepar¢ de la siguiente manera: el bagazo de la lechuguilia se seco a la
temperatura ambiente durante 30 dias; una véz en estas condiciones, se molié en un molino Wiley
con tamiz de malla 20, se tomaron 100 g de material seco y molido para cada uno de los
siguientes procedimientos:
a) Extraccion acuosa: La muestra se coloco en un recipiente de plastico con agua suficiente para
cubrir el material, y se dejo en reposo a la temperatura ambiente durante 24 h; b)Extraccion
alcoholica; el material muestra se colocéd en un extractor de reflujo continuo durante 8 h con
alcohol etilico al 98% en cantidad suficiente para cubrir el material; ¢) Extraccion cida: La
muestra se colocd en un extractor de reflujo continuo cubirendose con una solucion de acido
clorhidrico 0.1 M durante 4 h; d) Extraccién alcalina, se hicieron los mismos pasos que la
extraccion anterior solo que la solucién extractora fué hidroxido de sodio 0.1 M.
2. Separacion de los extractos. Una véz hecha la extraccion, a cada una de las soluciones, se

filtraron por separado con papel Watman 40 para remover pequefias particulas. El filtrado se



concentrd por evaporacion hasta la formacion de un polvo, el cual se resuspendi6 en agua
destilada al 30 % (p/v).

3. Extraccion del compuesto activo. El método empleado para obtener el compuesto activo
consistié en tomar una muestra de 5 g. del extracto alcoholico seco del guishe ¢ hidrolizarlo con
4cido clorhidrico 1.5 N durante 5 h en un extractor de reflujo continuo, se desecho la fase liquida
y se separd el solido, este se lavo tres veces con agua destilada,, en seguida se paso a un
extractor de reflujo continuo y se extrajo €l compuesto activo con una solucién de acido
acético:acetato de etilo:acetona (2:1:10) durante 4 h, el residuo se desecho y el iquido se destilé
con el fin de concentrarfo, de esta manera se colocd en un cristalizador y se secé en una estufa de

circulacion forzada durante 24 h a una temperatura de 40°C. El residuo se pulverizé en mortero .

Fitotoxicidad de extractos de guishe.

Se instalaron en un invernadero macetas de 1.0 Kg de capacidad, que contenia suelo molido,
tamizado y fumigado con bromuro de metilo procedente de un predio agricola. En ellas se
cultivaron plantas de algodonero var. Deltapine (Gossypium hirsutum L.G.). lechuga (Lactuca
sativa D. L.) variedad mesa 659 y papa comercial (Solarmum tuberosum D L.), los cuatrro se
sometieron a extractos alcoholicos, acuosos y alcalinos de guishe, en concentraciones de 10, 25,
50y 100 % (pv). El disefio de tratamientos fué un factonal de 4 x 4 y un testigo con un disefio
experimental al azar con tres repeticiones, dejando 2 plantas por unidad experimental. Las
soluciones se aplicaron con un rociador para pelo después de cuatro semanas de que las plantas
emergieron, la aplicacion se¢ hizo uniformemente sobre la superficie foliar hasta cubrirla
totalmente, se realizaron por tratamientos subsecuentes dos veces por seémana. No se aplicaron
fertilizantes, ni plaguicidas en los cultivos. El riego se hizo con una probeta aplicando una lamina
de 1.5 cm para cada uno de los tres cultivos. Se determiné la presencia de plagas y
enfermedades, los cultivos mostraron una sanidad aceptable. Al transcurir 10 semanas después de

la emergencia se procedio a cortar las plantas, secarlas y pesarlas en una balanza analitica.

Actividad insecticida de B. thuringiensis cepa GM-10 contra 8. frugiperda.



La cepa GM-10 de B. thuringiensis se cultivé en 100 ml de medio de cultivo basal en
matraces Erlenmeyer de 500 ml de capacidad durante 72 hrs a 25 °C, el paquete celular se separ6
per centrifugacion y se precipiié con lactosa-acetona. El precipitado se secd en una estufa de
circulacion forzada (48). Con la mezcla de esporas-inclusiones se formularon los tratamientos en
désis de 0, 50, 100, 250 y 500 pg/ml.

Actividad biolégica de los extractos de guishe contra S. frugiperda.

Los extractos de guishe fueron puestos en recipientes de vidrio (cristalizador) y se secaron en
una etufa de circulacién forzada durante 24 hrs a una temperatura de 60°C. El residuo de cada
uno de ellos se pulverizo en mortero y con el se prepard un ensayo teniendo como insecto blanco
a 8. frugiperda, se probaron 4 tratamientos y un testigo con cuatro repeticiones y un disefio

experimental al azar.

Bioensayaos.

Los bioensayos de la actividad de los extractos del guishe (4. lechuguilla), y de la
delta-endotoxina de B. thuringiensis contra S. frugiperda se hicieron utilizando el método de A.
Burgerjon (22).

Los extractos se administraron a los insectos mezclados en las dietas, de la siguiente
manera: La composicion de la dieta usada para cria y bioensayos de S. frugiperda, como se
nuestra a continuacion: Agua destilada 3,000.00 ml, Harina de soya 241.80 g, Germen de trigo
108.00 g, Sal Wesson's 36.00 g, Azucar 43.80 g, Para-metilhidroxibenzoato 5.40 g, Acido
sorbico 3.24 g, Aureomicina 0.48 g, KOH (22 porciento) 18.00 ml, Solucién vitaminica* 12.00
ml, Cloruro de colina (15 porciento) 24.90 ml, Formaldehido (10 porciento) 15.00 ml, Acido
acético (25 porciento) 39.90 ml, Agar-agar 34.80 g. La preparacion se efectuo mezclando los
solidos y los liquidos en el medio total de agua destilada a excepcion del agar, el cual se disolvio
por separado con calor, y cuando este tuvo una temperatura de 60 °C se mezclaron ambas partes,
para evitar la descomposicion de la solucion vitaminica. Una vez preparada la dieta, se le agregd
el extracto disuelto en solucién amotiguadora a pH 7 y se mezcld en una licuadora. De ignal

forma se preparo el estandar HD-1S-1980 para usarse como punto de referencia.



El efecto de la exposicion de las larvas al extracto fué medida por la variable muerte; si
las larvas tratadas retardaban su crecimiento o estaban moribundas pero se movian con un
estimulo se consideraron vivas. Una vez preparada la dieta con el extracto incorporado, se
colocaron 25 larvas neonatas o primer estadio en copas individuales por tratamiento bajo
condiciones controladas: temperatura 28°C+2, humedad relativa, 50-60 %,; fotoperiodo de 12 h
Se determiné la mortalidad a los 7 dias posteriores a la exposicion, evaluandose en porcentaje de
mortalidad.

Determinacion de la presencia de¢ sapogeninas en ¢l extracto de guishe.

La determinacion de estos compuestos se realizo por medio de cromatografia liquida de
alta presion (HPLC), espectrografia infraroja y ultravioleta, y resonancia magnética nuclear. Para
tal efecto se pidio la colaboracion del Departamento de Farmacia de la Universidad de Arizona en
Tucson, Estados Unidos.

Desarrollo de la Formulacién.

Cepa de Microorganismo. Las cepa de B. thuringuiensis serovar aizawai GM-10 se obtuvo de
la coleccion internacional del Laboratorio de Microbiologia Industrial y del Suelo de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la U AN.L. La bacteria fue propagada en un medio basal hasta la
formacion del cuerpo paraesporal o toxina . Posteriormente se hizo una extraccién mediante

coprecipitacion con lactosa-acetona (46). De la manera mencionada previamente.

Insecto Blanco. Los bioensayos se hicieron con larvas del primer estadio del insecto §.
Jrugiperda obtenido del Laboratorio de Biotecnologia de 1a Unidad regional Universitaria de
Zonas Aridas de la Universidad Auténoma Chapingoe. El insecto fue reproducido con la dieta ya

mencionada.

Coadyuvante. Como coadyuvante se utilizd el extracto alcoholico del guishe seco y molido a una

concentracion de 100 pg /g de formulado.



Material encapsulante. Se utilizé hanina de maiz nixtamalizada con alto contenido de almidén
(del 80 a 90%). Para la polimerizacion en frio se modifico el método de McGuire y Shasha (14).
Se adicionaron 10 ml de alcohol isopropilico a 100 g de harina de maiz pregelatinizada, se dejé
reposar la masa durante 30 min y se paso la pasta formada por una tamiz de malla 20. El
formaldehido fué adicionado a la mezcla en concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 % (v/p).
Fagoestimulante. Como fagoestimulante se utilizo el aceite vegetal crudo de algodén (Ac) y
aceite vegetal de maiz comercial (Am). Para probar cual de los dos producia un efecto de
estimulacion del apetito, se monto un experimento para estimar el porcentaje de preferencia. Asi,
se colocaron 10 microcapsulas conteniendo uno de los aceites en 10 cajas petri, cada una de las
cuales se dividié en cuatro secciones o areas; en dos de estas se colocaron las cdpsulas con el
fagoestimulante y en una se colocaron capsulas sin fagoestimulantes. Posteriormente, en la
seccion libre se inocularon 10 larvas neonatas de S. frugiperda, y se observo el desplazamiento
de las larvas hacia cada seccion y se contaron el nimere de larvas que ingirieron el alimento sin

cambiar de seccién. Al niimero resultante se le denominé porcentaje de preferencia.

Protectores de luz solar. se probaron tres protectores de luz solar: el rojo congo (Rc), el verde
de malaquita (Vm) y el carbén vegetal (Cv), todos a una concentracion de 0.05 %. De acuerdo a
esto se hicieron tres grupos de formulados y se expusieron por 4, 8 16, 24, 32, 48, 96 h a una
lampara de rayos UV en un cuarto obscuro. Posteriormente se efectud un bioensayo con larvas
neonatas de S. frugiperda y se determind porcentaje de sobrevivencia colocando
aproximadamente 100 granulos del formulado en una caja petri, las microcapsulas fueron
humedecidas con agua y se dejaron reposar durante 4 horas hasta que visualmente no se aprecio¢
exceso de humedad, entonces se colocaron 10 larvas y se dejaron comer ad /ibitum durante 24 h,
después esas fueron colocadas individualmente en recipientes de plastico conteniendo dieta
normal. Al transcurrir 7 dias , se contaron el nimero de larvas vivas, y con ello se obtuvo el

porcentaje de sobrevivencia.

Procedimiento de Formulacion. Para preparar los microcapsulas cada mezcla se hizo con la

haring de maiz incoporando el ingrediente activo a razén de 3% (p/p) (60% de espora-inclusién y



40 % de extracto de guishe), isopropanol al 10% (v/p), aceite vegetal al 0.5 % (v/p) y agua
destilada al 10% (v/p), Y protector de luz solar al 0.05 % (p/p). La mezcla se dejod reposar
durante 2, 4, 8, 16 y 24 h a la temperatura ambiente en una bolsa de plastico y posteriormente se
paso por un tamiz de malla 20. Cada tratamiento se pesd antes y después de la operacién y se

determiné el porciento de humedad residual en la microcapsula por el metodo gravimétrico.

Persistencia en el Ambiente del Fermulado. Cada uno de los formulados fue colocado con un
aplicador manual de granulados en el cogollo de plantas de maiz en la temporada de lluvia,
durante este ensayo se presentaron 3 dias de lluvia intermitente, al término de los cuales se
determiné la permanencia de las microcapsulas haciéndose una apreciacion visual para no destruir

las hojas de la planta.

Analisis de la Estructura del Formulado. Con el objeto de conocer la estructura de la
microcapsula, se hicieron observaciones en el microscopio estereoscopico de luz de 40X y en el
microscepio electronico de barrido de las microcapsulas, y verificar si estas presentaban redes

matriciales.

Prueba en Campo.

Descripcion del Area de Estudio.

Localizacion geogrdfica: Este trabajo se realizo en una parcela de un productor en la granja
Esther sita en Noé, Dgo. Municipio de Gomez Palacio, Dgo. Localizado cartograficamente
aproximadamente en el paralelo 25° 52' 54" de latitud norte y en el meridiano 103° 54' 37" de
longitud oeste, con una altitud aproximada de 1130 msnm. (SARH), el cual presenta las siguientes
caracteristicas:

Clima: de acuerdo con el sistema de clasificacion de Kopen modificado por Garcia (1973),
corresponde a un BWhw" (e) que indica un clima muy seco con lluvias en veranoc y porcentaje de

precipitacion pluvial en invierno entre 5 y 10 mm.



Temperatura: La temperatura promedio en los ultimos 20 afios es de 20.3 °C y un minimo de 5.7
°C (SARH, 1994), los meses mas calurosos son de mayo a agosto con una temperatura promedio
de 23 °C y los mas frios son en diciembre y enero con una temperatura promedio de 15 °C.
Precipitacion pluvial: El promedio aproximado en los Gltimos 20 afios es de 240 mm, fluctuando
entre 160 mm. en afios secos, hasta 430 mm. en afios himedos, los meses mas lluviosos son en
junio con 54 mm., julio con 125 mm., agosto con 46 mm. y septimebre con 36 mm.

Humedad relativa: La humedad relativa varia de acuerdo con las estaciones del afio,
encontrandose para cada una los valores porcentuales siguientes: primavera 32, verano 45, otofio
52 e invierno 45.

Suelos: Los suelos predominantes en el area son de origen aluvil predominando los xerosoles
calcicos y lavicos, asi como yermosoles de igual tipo, los cuales son caracteristicos de las zonas
anidas y semiaridas. Estos presentan mas de 100 cm de profundidad que muestran horizontes
A-ocrico v B-argilico bien definidos, con estructura moderadamente desarrollada en forma de
bloques y bloques subangulares; presenta ademas, buen drenaje interno, considerandose
ligeramente salinos con una conductividad eléctrica de 2.0 msiems y un pH de 7.9. el contenido de
materia organica es 0.8 % y su capacidad de intercambio cationico total es de 12.8 meq/100 g de
suelo.

Agua para riego: El agua que se utilizé fue la del pozo profundo que se encuentra en dicha
localidad cuyas caracteristicas son de agua de buena calidad para el riego.

Semilla de maiz: En la realizacion el presente trabajo se utilizo el hibrido de maiz H-507, el cual
fue adquirido en 1a Productora Nacional de Semillas (PRONASE).

Procedimiento Experimental.

Disefio de tratamientos y experimental: ¢l disefio de tratamientos fise un factorial de3 x 2 x 2
= 3 protectores solares x 2 niveles de guishe (0 y 100 pg/ml) x 2 niveles de aceite comestible (0 y
0.03 % p/p) y dos testigos (testigo sin protector, sin aceite y sin guishe, y un testigo absoluto),
dando un total de 14 tratamientos que se muestran en Ja tabla 2, en un disefio experimental de

bloques al azar, con cuatro repeticiones.



Tabla N° 2. Relacion de tratamientos de tres factores:
protectores de luz solar, coadyuvante y atrayente.
como componentes del formulado.

Tratamiento  Protector Guishe Maiz
1 CA G A
2 CA G N
3 CA S A
4 CA S N
5 VM G A
6 VM G N
7 VM S A
8 VM S N
9 RC G A
10 RC G N
11 RC S A
12 RC S N
13 TS
14 TA
En donde:
CA es carbon vegetal
VM es verde de malaquita

RC es rojo congo

G es con guishe

S es sin guishe

A es con aceite de maiz

N es sin aceite de maiz.

TS es el testigo sin guishe y sin aceite de maiz
TA es el testigo absoluto.

Tamafio de Ia unidad experimental: El tamafio de la parcela fué de 5 hileras con una distancia
entre hileras de 90 cm. y una longitud de 10 m,, a parcela 1til fue de 3 hileras centrales con una



longitud de 6 m. dejando 2 m. al principio y al final para evitar efectos de orilla. En total el
tamafio fué de 16.2 m2.

Establecimiento del experimento: El barbecho se realizé durante enero de 1993, se niveld el
terreno ¢on una escrepa y se surcO a 90 cm entre cada uno de ellos, se did un riego de presiembra
el 15 de abril de 1993 y se procedié a sembrar el 27 de ese mismo mes con una sembradora en
tractor. Después de emergidas las plantulas, se hizo un aclareo dejando una distancia entre

plantas de 25 cm y al mismo tiempo se hizo una escarda para romper la costra formada, se
realizaron dos deshierbes manuales con azadon para eliminar malezas.

Cosecha:. Una vez que las plantas estuvieron suficientemente maduras y secas el 29 de julio, se
procedié a cosecharlas manualmente. Las plantas cosechadas se introdujeron en costales
previamente etiquetados por tratamiento. Posteriormente a la cosecha se dejaron secar al aire para
proceder al desgrane y limpieza manual del grano. El contenido de humedad del grano al pesarse
fue de 2.5 %.

Rendimiento por parcela: conforme se determingé el peso por parcela util y se hizo la

transformacion en kilogramos por hectarea para su anlisis correspondiente.

Anilisis Estadistico.

Los resultados de ensayos, fueron sometidos a un analisis de varianza con el
procedimiento ANOVA del paquete computacional SAS (149), y prueba de rango multiple de
Duncan.

RESULTADOS

Fitotoxicidad de los extractos del guishe.
La adici6n de extractos de guishe a las plantas analizadas no produjo un efecto
significativo (P>F 0.05) sobre el rendimiento en peso seco (g) de estas ultimas (tabla 3),

indicando que esos compuestos no mostraron tener efectos alelopaticos o fitotoxicos.



Tabla No. 3. Efecto de extractos de guishe sobre el peso de Gossypium hirsitum L. G,
Lactuca sativa D. L. , y Solarum tuberosum L. G.

TIPO TIPO Concentracion %
DE DE
PLANTA EXTRACCION 3 1.5 075 03
ACUOSA 0.454a* 0.5232 0.516a 0.573a
ALCOHQOLICA 0.534a 0484a 0.519a 0.393a
ALGODON ACIDA 0.479a2 0.566a 0478a 0497a
ALCALINA 0.434a 0.540a 0.482a 0.536a
CONTROL 0.540a CV=193 DMS=0217
ACUOSA 3.904a 4834a 3.760a 4.173a
ALCOHOLICA 3.821a 4.731a 3.247a 4.044a
LECHUGA ACIDA 3.543a 4.060a 4299 3.468a
ALCALINA 4751a 4385a 4.445a 3.823a
CONTROL 3.409a CV=25.69 DMS=2.333
ACUOSA 7.743a 8322a 7.615a 7.443a
ALCOHOLICA 5895a 86532 8.410a 8854a
PAPA ACIDA 7.736a 8373a 7.424a 7216a
ALCALINA 8435a 7346a 7.043a 8.111a
CONTROL 7.885a CV=17.57 DMS=3.055

*. Agrupacion de Duncan, letras iguales son estadisticamente similares.

~ Actividad de B. thuringiensis cepa GM-10 contra S. frugiperda.
En los resultados del ensayo de la actividad de la toxina de este microorganismo contra

8. frugiperda, se obsevé que el tratamiento que mostrd una mayor mortalidad fué el de 500 pg
delamezcla de esporas-inclusiones, donde se obtuvo un 100 % de mortalidad del insecto a un
nivel de P>F 0.01, con un aceptable coeficiente de variacion de 8.3 % (tabla 4).

Para determinar la dosis letal de la bacteria se realizo una prueba de bondad de ajuste entre
la probabilidad de mortalidad en porciento contra dosis (anlisis Probit), utilizando para este fin el
paquete computacional SAS, tos resultados obtenidos se muestran en la tabla N° S , en donde, se

observa que la DLso corresponde a 83.71 pg/ml, en tanto que la DLso corresponde a 300 pg/ml.



Tabla4 . Actividad de la cepa GM-10 de
B. thuringiensis, contra S. frugiperda. en

~porciento de mortalidad.
Dosis Rep. Rep. Rep. Media Agrup.
pg/ml 1 1 111 Duncan

500 98 100 100 933 A

250 73 82 87 80.6

100 50 65 60 583
50 30 28 36 313
0 0 0 0 0

Letras iguales son estadisticamente similares.

MY aw

Actividad de B. thuringiensis cepa GM-10 mis extracto de guishe contra S. frugiperda:

El extracto del guishe por si solo mostro una actividad insecticida del 20 % de mortalidad
contra el insecto blanco (tabla 6), sin embargo, al adicionarlo al complejo espora-inclusion de B.
thuringiensis, se demostrd un marcado efecto sinérgico como se puede apreciar en la misma
tabla,

Con los resultados anteriores se determinaron las dosis letales, mediante un analisis probit.
Los resultados obtenidos de este procedimiento se encuentran en la tabla N° 7. en el se observa
que el valor de 1a LDso ¢corresponde a 140 pg/ml, en tanto que el valor de la LDso es de 236
pg/ml.



Tabla N° 5. Valores de probabilidad de mortalidad de
B. thuringiensis cepa GM-10, contra

S. frugiperda con
limites de confianza al 95% .
PROBABILIDAD DE DOSIS LIMITE LIMITE
MORTALIDAD pg/ml  INFERIOR SUPERIOR
0.01 8.23 0.01 26.23
0.05 16.23 0.15 40.12
0.1 23.32 0.51 50.74
02 36.17 2.1 68.51
0.3 49 .62 5.1 86.99
0.4 65.03 12.93 110.16
0.5 83.71 26.32 145.21
0.6 107.78 4827 212.38
0.7 14122 78.16 376.93
0.8 193.77 114.48 885.25
0.9 300.47 167.04 3,366

Tabla N 6. Actividad de B. thuringiensis cepa GM-10
mas extracto alcohdlico de guishe contra S. frugiperda.

pg/ml pg/mlt Rep Rep Rep Media
Bt Guishe I II. I Trat
500 100 100 100 100 100
250 100 100 100 100 100
100 100 78 90 60 76
50 100 45 60 72 59
0 100 20 27 15 20
0 0 0 0 0 0

Agrup.
Duncan

A

A
AB
B
&
D

letras iguales son estadisticamente similares




Tabla N° 7. Valores de probabilidad de mortalidad para
la mezcla del complejo espora-inclusion de
B. thuringiensis mas el extracto alcoholico

de guishe contra S. frugiperda.
Probabilidad Limites de confianza al 95%
de mortalidad Dosis Bajo Superior
0.01 545 184 788
0.05 71.9 32.1 95.6
0.10 83.4 43.1 106.2
0.20 99.7 61.2 121.5
0.30 113.5 78.1 135.0
0.40 126.7 952 149.3
0.50 140.5 1125 166.9
0.60 155.7 130.0 191.0
0.70 173.9 147 4 226.9
0.80 197.8 166.5 2849
0.90 236.6 192.4 400.2
0.99 361.9 261.2 930.8

Ingredientes del formulado.

2). Material encapsulante. Se analizaron la harina de maiz pregelatinizada (Mp), harina de maiz
cruda (Mc) y harina de maiz nixtamalizada (Mn), se observo que la harina de maiz crudo no se
gelatinizaba en frio al agregar el isopropanol, la harina de maiz pregelatinizado (tipo maizena) si
form6 una masa moldeable pero al secar formé capsulas muy duras, dificil de humedecer y no
tenian adherencia sobre la superficie de hojas vegetales; mientras que, la harina de maiz
nixtamalizado, formé microcapsulas que fueron ficilmente moldeables, adherentes €

higroscopicas. Los resultados del porcentaje de humedad residual en las microcapsulas en funcion
del tiempo de secado y la relacion de formaldehido y tipo de secado se encuentran en la tabla N°
8. En €l se puede observar que después de 24 h el porcentaje de pérdida de humedad es de 57 %,

es decir que se tiene 43 % de humedad residual a 24 horas después de elaboradas las capsulas.



Tabla N° 8. Prueba de Rango Multiple, agrupacion de Duncan en
la variable tiempo de secado de las microcapsulas,
en relacion con el porcentaje de pérdida de humedad.

Agrupacion de Medias N TIEMPO

Duncan % de humedad horas
A 57.226 16 24
A 54.788 16 16
B 42.808 16 8
B 42.053 16 4

Medias con la misma letra son estadisticamente similares.

De acuerdo con los resultados del andlisis de varianza, se puede observar que existen dos
grupos de porcentaje de pérdida de humedad, correspondientes al grupo A: 24 h con 57.2 % de
pérdida de humedad y 16 h con 54.7 % ; y el grupeB: de 8 hcon42.8% y4 hcon42.0% ..

En cuanto a la forma del secado, entre el tratamiento al aire y en la estufa, no se mostraron
fiferencias significativas P(= 0.98). En cuanto al porcentaje de formaldehido wutilizado como
endurecedor de la microcapsula mostré ser significativo P(=0.029), lo que indica que es posible

atilizar el nivel mas bajo de 0.1 % (v/p) de este reactivo.

). Ensayo de Fagoestimulante. Los resultados del ensayo con aceite de maiz como
agoestimulante se encuentran en [a tabla N° 9, en donde se puede apreciar que en base a la
preferencia por el aceite de maiz crudo (Ac) Mediante la prueba de X2 se probo la hipotesis de
preferencia por Ac. En este caso X%0=12.542 y X*0.05, 2)= 5.9915, se rechaza la hipotesis de

preferencia por Ac de que Pi= 0.59 y se infiere que el experimento no es concluyente

¢). Protectores de Luz solar. Se probaron los colorantes verde de malaquita (Vm), rojo congo
(Re) y carbon vegetal (Cv), cuyo resultado del ensayo con éstos, se encuentran en las tablas N°

10,y 11.



¢). Protectores de Luz solar. Se probaron los colorantes verde de malaquita (Vm), rojo congo

(Re) y carbon vegetal (Cv), cuyo resultado del ensayo con éstos, se encuentran en las tgblas N°
10,y 11.

Tabla N°9. Fagoestimulacion con dos aceites comestibles, sobre
la preferencia hacia uno de ellos, con larvas

neonatas de S. frugiperda
Tratamientos Repeticiones
I 1I m v
% de preferencia
Aceite crudo 78 56 40 62
Aceite de maiz 22 44 60 38

Tabla N° 10. Prueba de rango mdltiple. Agrupacion de Duncan de
la variable porciento de actividad, para cada
tipo de protector solar.

Agrupacion de Duncan  Media N PROT

A 78429 21 Vm
B 70286 21 Rec
C 45857 21 Cv

Medias con la misma letra son estadisticamente similares

¢). Protectores de Luz solar. Se probaron los colorantes verde de malaquita (Vm), rojo congo

(Re) y carbdn vegetal (Cv), cuyo resultado del ensayo con éstos, se encuentran en las tablas N°
10,y11.



Tabla N° 11. Prueba de rango muitiple de ]a variable tiempo de
exposicion a los rayos UV. contra porcentaje de
sobrevivencia de larvas neonatas de §. frugiperda

Agrupacion de Duncan Media N TIEMPO
% de sobv. horas
A 100.00 9 0
A 96.22 9 4
B 85.22 9 8
C 71.55 9 16
D 59.00 9 24
E 51.00 9 32
F 46.77 9 48
F 4422 9 96

Medias con la misma letra son estadisticamente similares.

d). Ensayo de Persistencia en el Medio Ambiente. Las microcapsulas humedecidas pudieron
permanecer en el portaobjetos invertido hasta por un periodo mayor de 12 dias lo que indica que

¢l formulado tenia propiedades adhesivas aceptables con la finalidad de ser utilizado en superficies

10 TUEOSAs.
Al colocar el formulado en el cogollo de la planta, y permanecer durante tres dias de lluvia
intermitente, se pudo apreciar que hay una pequefia pérdida del material, aunque éste por ser muy
pequeiio (no mayor del 15 %), no representé una cantidad significativa, lo cual indica que sus
propiedades adherentes en la superficie foliar del cultivo de maiz es bastante aceptable.
¢) Estructura de Ias Microcapsulas: Estas estructuras formaron redes matriciales, con una
superficie irregular caracteristica de una masa gelatinizada. En observaciones al microscopio
tlectrénico de barrido se demostré que las microcapsulas poseian pores y que las inclusiones de

B. thuringiensis quedaban atrapadas en el intertor (Fig. 2 - 6).



f) Presencia de sapogeninas en el extracto de guishe: Se demostrd [a presencia de estos
compuestos en el extracto alcoholico. El analisis de la estructura quimica revel6 una familia de

sapogeninas esteroidales que correspondi6 a la de la esmilagienina (Fig. 7.)

PRUEBA EN CAMPO.

De acuerdo con el resultado del analisis de varianza de la variable dependiente poblacion
larvaria de S. frugiperda, después de la aplicacion del bioinsectida, se muestra una diferencia
aliamente significativa de los tratamientos Pr>0.0001,

Fué necesario hacer un ajuste por minimos cuadrados entre la poblacion inicial y la final
del insecto blanco debido a que bajo condiciones naturales en el campo, existe la probabilidad de
encontrar valores muy diferentes alin en plantas contiguas, ademas de que los habitos canibales
del gusano cogollero, hacen mas dificil de interpretar los datos obtenidos in situ. En la tabla N° 12
se muestran los valores ajustados de antes (X) y después (Y) de la aplicacion de los diferentes
formulados del bioinsecticida, en ella podemos observar que el valor mas bajo de la poblacion
gustada correspondio a 17.25 larvas por tratamiento (lv/tr) antes de la aplicacion AA y para
después de la aplicacion DA del mismo tratamiento correspondié a 1.75 v/tr, mientras que para la
poblacion mas grande fué de 34.75 Iv/tr AA y 5.25 Iv/tr DA; en tanto que el testigo tuvo 19.25
Wir AA y 14.5 DA, lo que da una clara muestra del efecto de la aplicacion del bioinsecticida
sobre las poblaciones de S. frugiperda en €l cultivo del maiz.



TablaN 12.  Valores ajustados por el método de minimos cuadrados,
de las poblaciones larvarias de S. frugiperda antes y
después de aplicado el bioinsectida.

Después Antes
TRAT Media DS Media DS
1 92 73 21.5 12.7
2 85 2.3 200 8.1
3 4.0 2.7 18.2 8.0
4 3.7 1.7 20.7 3.2
5 4.0 1.6 272 12.8
6 2.2 0.5 30.0 223
7 1.7 0.5 17.2 45
8 5.2 22 347 13.7
9 20 1.4 21,7 10.2
10 3.5 23 212 14.9
11 B.Y 1.5 345 17.5
12 3.5 1.7 22.0 93
13 4.5 23 26.5 9.4
14 14.5 4.5 192 112

De acuerdo con la tabla N 13. donde se muestran el efecto en el rendimiento en grano de
maiz, por la aplicacién de diferentes formulados, se aprecia que el valor superior del rendimiento
con una media de 3211.8 kg/ha correspondi6 al tratamiento CAGN, es decir aquel que contiene
como protector solar el carbon vegetal, el extracto alcoholico de guishe y sin el aceite de maiz
comestible como atrayente, en tanto que el valor més bajo correspondi6 al testigo absoluto TA
con un valor medio de 1083.2 kg/ha. Los valores obtenidos en campo fiteron sometido a un
andlisis de varianza de la aportacién por grupo a la suma de cuadrados, que muestra que no hubo
diferencias significativas entre bloques, mientras que si mostré diferencias altamente significativas
P> 0.0001 entre tratamientos, los cuales en prueba de rango multiple de Duncan, mostro la
agrupacién que se encuentra en la tabla N° 14, en ella se aprecian tres grupos de medias desde
3211.8 kg/ha hasta 2440 kg/ha, el segundo grupo lo constituye la media del tratamiento CASN,
es decir aquel que tiene carbon vegetal como protector, sin guishe y sin atrayente; el tercer grupo
¢s el la media del testigo absoluto correspondiente a 1083.2 kg/ha. Los tratamientos CAGN,
RCGA, VMSA, CAGA, CAGA, CASA, RCSA, VMSN, superaron al testigo con el tratamiento



comespondiente a TS es decir aquel que tenia la toxina de B. thuringiensis, pero que no contenia
protector solar, extracto alcoholico de guishe, ni aceite vegetal como atrayente. El testigo

absoluto, con un valor medio de 1083.2 kg/ha, fué superado por los tratamientos. Aparentemente
no hay efecto de los protectores ni del atrayente, sin embargo de acuerdo con el analisis de
varianza del factorial en prueba, segun se muestra en el cuadro N° 15 se encontroé significancia en
el factor Atrayente con un Pr > 0.0409, mientras que para Protector solar x Coadyuvante es de Pr
>0.0032.

Tabla N° 13. Efecto de la aplicacion de la aplicacion de diferentes
formulados de bioinsecticida sobre el rendimiento de maiz

en Kg/ha.

Tratamiento Repeticiones

I II o 1w
CAGA 2243 2810 3780 2806
CAGN 3215 2880 3648 3104
CASA 3014 2640 2870 3190
CASN 2580 1670 2727 2160
VM GA 2338 1962 3096 2364
VM GN 2390 2604 2240 2783
VM S A 2670 3335 3216 2940
VM SN 3282 2940 2656 2286
RCGA 3085 3484 3260 3016
RCGN 2770 2787 2770 2670
RCSA 2487 3421 2849 2930
RCSN 2590 2739 2390 2770
TS 2996 2645 2770 2840

TA 1905 672 960 796




Tabla N° 14. Prueba de Rango Multiple y agrupacion de Duncan del
efecto en el rendimiento de maiz debido a la aplicacién
de diferentes formulados de bioinsecticida.

Agrupacion de Duncan Media TRAT
A 3211.8 CAGN
A 3211.3 RCGA

BA 30403 VMSA
BA 2959.8 CAGA
BA 2928.5 CASA
BA 2921.8 RCSA
BAC 2791.0 VMSN
BAC 27678 TS
BAC 2749.3 RCGN
BAC 2622.3 RCSN
BC 25043 VMGN
BC 2440.0 VMGA
C 22843 CASN
D 1083.2 TA

alfa=0.05 GL=39 CME= 1331472

Tabla N 15.  Aportacion a la suma de cuadrados de los factores
Protector (PROT), Caodyuvante (COAD), atrayente
(ATRA) e interacciones de primer orden.
Fuente GL Sumade  Cuadrados FCalc Pr>F
cuadrados medios
REP 3 382327.729 127442576 096 0.4215
PROT 2 305492.542 152746271 1.15 0.3274
COAD 1 79462.6870 79462.687 0.60 0.4439
ATRA 1 597417.187 597417.187 451 0.0409
PROT*COAD 2 1799980.12 899990062 6.79 0.0032
PROT*ATRA 2 170550.125 85275062 0.64 0.5315
COAD*ATRA 1 365577.521 365577521 276 0.1056




DISCUSION

Los resultados del experimento para detefminar si la aplicacion de extractos de guishe podian
presentar efectos alelopaticos o fitotoxicos, nos indicd que no se aprecia efecto en el rendimiento
enmasa seca a una P>F de 0.5 sobre plantas de algodonero, lechuga y papa. Por lo que se puede
inferir que la adicion de esos extractos no mostraron tener efectos alelopaticos o fitotéxicos en
amnguno de las plantas estudiadas. Hay que aclarar, que el hecho de que no se encontrara
alelopatia con los extractos no indica de ninguna manera que ésta se pueda presentar cuando
alguna de las plantas blanco se encuentre coahabitando con el A. lechuguilla en condiciones
naturales.

La dosis de espora-inclusion de B. thuringiensis que mostrd una mayor mortalidad contra
§. frugiperda fué el de 500 pg, a un nivel de P>F 0.01, con un aceptable coeficiente de variacion
de 8.3 % . La DLso obtenida por analisis probit en el paquete SAS correspondio a 83.71 pg/ml
con un intervalo de confianza de 26.3 - 145.21 pg/ml; en tanto que la DLso fué de 300 pg/mi con
un intervalo de confianza de 167.0 - 3366 pg/ml, esta Gltima estimacion queda fuera del rango de
estudio, por lo que puede dar origen a errores de sobrestimacion en cuanto a tomar esta dosis
para posibles usos en aplicaciones en campo, ya que el factor de heterogeneidad estimado fue

=8.12, el cual se considera aceptable en los limites superiores, es posible que este valor se
debiera a factores de manejo tanto de la espora-inclusién como a la dilusion en la dieta y mas ain
a factores escondidos de variabilidad genética del insecto blanco.

De acuerdo con el efecto de la mezcla del complejo espora-inclusion de B. thuringuiensis
mas el extracto alcohdlico de guishe contra S. frugipeda se puede inferir que ¢l extracto del
guishe no parece tener gran actividad (alrededor del 20 % de mortalidad), pero adicionado al
complejo espora-inclusion de B. thuringiensis, éste tiene un efecto sinérgico que debe ser
estudiado cuidadosamente con otras cepas y otros insectos. La DLso correspondié a 140 pg/ml
del complejo espora-inclusion con extracto alcoholico de guishe, a una proporcidon de 100 ug de
espora-inclusion + 100 pg del extracto atcohélico del guishe con un intervalo de confianza de
112.58 2 166.97 pg/ml de la mezcla espor-inclusion + extracto de guishe, en cuanto a la DLso
estimada por analisis probit a 236.61 con un intervalo de confianza de 192 43 a 400.25 pg/ml de



@ mezcla mencionada arriba. Eu cuanto al factor de heterogenidad éste fué estimado en H=4.48,
valor que nos indica que no hubo factores externos que influyeran en los datos estimados por este
tipo de anélisis, ademas de que los valores estimados no quedan fuera del rango de estudio, lo que
nos da seguridad en cuanto a posibles usos en ensayos en campo.

Estudios realizados con otra sapogenina (la diosgenina) muestran que ésta actiia como
fagoestimulante, aunque tanto la diosgenina como la sapogenina del guishe (esmilagenina) son de
estructura esteroidal, cabe la posiblidad de que los mecanismos de accion en insecto sean
diferentes, ya que no se menciona que la diosgenina tenga efectos sinérgicos.

Una observacion adicional fue de que el extracto alcohdlico de guishe parece tener una
fuerte adhesividad sobre la superficie foliar de los cultivos estudiados, ya que se encontraron
residuos de éste en la superficie foliar después de 10 dias de haber sido aplicado. -

La confirmacion de la estructura quimica de este compuesto, muestra que se trata de una
familia de sapogeninas con propiedades detergentes, lo que le confiere la propiedad de disminuir
la tensién superficial y con ello, al estar en el formulado, permite tener una mayor adheriencia a la
superficie foliar de los cultivos.

Algunos extractos de plantas ensayados que han sido analizados para encontrar actividad
msecticida contra plagas agricolas han sido utilizados como agentes sinérgicos, mas que como
agentes de control, an cuando éstos hayan mostrado tener este tipo de actividad (54,67,131); en
¢l caso del extracto alcohélico del guishe, nosotros consideramos que por las propiedades de
superficie que éste pueda tener, debe ser utilizado més como coadyuvante que como insecticida.

Como material encapsulante de los tres materiales probados maiz pregelatinizado Mp,
maiz crude y molido Mc y maiz nixtamalizado Mn, se observo que la harina de maiz cruda no se
gelatiniza al agregar isopropanol, ya que no forma una masa moldeable; es posible que la falta de
un tratamiento con 4lcali y la coccidn influyan directamente sobre la formacién del material
gelatinizado y los cambios fisicoquimicos que este procedimiento involucra, como la alteracién de
las moléculas primarias en almidon pregelatinizado y algunas modificaciones en los aminoacidos

que le dan probabilidades de enrejados anisétropos (13,34,35,90,104,120).



Por otra parte la harina de maiz pregelatinizado (tipo maizena) si forma una masa
gelatinizable pero al secar forma capsulas muy duras, dificil de humedecer y no tienen adherencia
sobre la superficie de hojas vegetales.

En tanto que, la harina de maiz nixtamalizada forma microcapsulas las que son
ficilmente moldeables, adherentes e higroscopicas, esta propiedad se debe a la pregelatinizacion
de los almidones y proteinas del maiz y a su proceso de hidrélisis alcalina.

El ensayo en portaobjetos indico que las microcapsulas tienen adherencia a la superficie
del portaobjetos, cuando este ultimo se encuentra humedecido con agua, el ensayo en hojas de
maiz mostrd la misma caracteristica. Una observacipn hecha en microscopio estereoscopico nos
mostré que la microcapsula sufre una alteracion en su forma, ya que la superficie de la capsula en
contacto con el portaobjetos adopta la forma de esta Gltima. Por otra parte, las microcapsulas no
se solubilizan en agua, aunque hay que aducir, que ésta pudiera presentarse en forma coloidal.

En cuanto a las observaciones de las capsulas hechas en microscopio electronico de
barrido, nos indicé que el grado de reticulacién no fié muy alto, ya que se forman poros que
permiten la difusion de liquidos o gases con el exterior de la cipsula, ésto tiene importancia, ya
que a medida que aumenta la reticulacion la solvatacion es insuficiente (112). Por tal motivo, en
lo sucesivo se utilizdé Gnicamente en la formulacién harina de maiz nixtamalizada (Mn).

Una vez seleccionada la harina de maiz nixtamalizada las pruebas efectuadas con ella nos
permiti6 efectuar algunas pruebas adicionales como la de la pérdida de humedad en funcién del
tiempo, los resultados del analisis de varianza nos indican que existen dos grupos de porcentaje de
mmedad, correspondientes al grupo A: 24 h con 57.2 % de pérdida de humedad y 16 h con 54.7
%;yel grupo B: de 8 hcon 42.8 % y 4 hcon 42.0 %, ésto indica que la capsula tiene la
propiedad de aumentar hasta el doble de su peso en base seca y por tener el espacio poroso
suficiente para soportar la incorporacion de un liguido en su interior.

En tanto que el nivel de formaldehido utilizado como endurecedor de la
microcapsula y protector contra el ataque microbioldgico a la capsula para los niveles 0.1, 0.2, 0,4
0.8 mostrd no ger significativo a un nivel de P>0.01, lo que nos indica que es posible utilizar el
nivel m4s bajo de formaldehido 0.1 % de este reactivo. El coeficiente de variacién obtenido para



fodo este experimento fue de 11 % , valor que podemos considerar aceptable por tratarse de un
material heterogéneo y de tamaifio variable.

De los resultados del ensayo con aceite de maiz como fagoestimulante se puede apreciar
que en base a la preferencia por el aceite de maiz crudo (Ac), la proporcién estimada por Ac se
estima en cada repeticién mediante 0.78, 0.56, 0.40 y 0.62. El promedio aritmético de estos
valores es 0.59. Mediante la prueba de X? se puede probar la hipotesis de que la proporcion de
preferencia por Ac en cada repeticion es Pi=0.59 para i= 1, 2, 3, 4. En general la prueba establece
que ¢l criterio de rechazo de Ho con un nivel de significancia es : Rechazar Ho si X2 es igual o
mayor que X2 gl. En este caso X?0=12.542 y X*(0.05, 2)= 5.9915, se rechaza la hipétesis de
peferencia por Ac de que Pi= 0.59 para i=1,2,3,4. y se infiere que el experimento no ¢s
concluyente. Estos resultados no difieren de los encontrados por Bartelt y col en 1990, por lo que
fué posible seleccionar para futuras formulaciones al aceite de maiz comercial Am, por ser éste de
ficil obtencion v de bajo precio en el mercado.

Hay que sefialar que la adicion de el extracto alcohdlico de A. lechuguilla esta formado
por la sopogenina esmilagenina, la cual tiene estructura esteroidal, de la misma manera que la
hordenina, lobelina y diosgenina, estas tres Gltimas tienen propiedades fagoestimulantes en
diversas especies de insectos {17) y no seria nada remoto que la esmilagenina pudiera actuar de la
misma forma.

En la seleccion de un compuesto cromogeno capaz de proteger a la toxina de B.
thuringieneis de entre los compuestos que probamos se observa que existen diferencias altamente
significativas entre tratamientos (protectores de luz solar) y entre el tiempo de exposicion y % de
sobrevivencia. En el primer caso el orden de importancia es Verde de Malaquita (Vm) con 78%
de sobrevivencia en promedio, Rojo Congo (Rc) con 70 % de sobreviviencia en promedio y
Carbon Vegetal (Cv) con 45 % de sobrevivencia en promedio.

En la seleccion de un bloqueador solar, pensamos que el verde de malaquita reune las
wracteristicas apropiadas para el objetivo planteado, ya que este compuesto contiene electrones
de valencia que pueden ser excitados a niveles de energia mas altos, que desaparece a través de
tlgunos de los diferentes procesos de relajacion (12). Por otra parte la proteccion que recibe la

tspora por este compuesto, es posible que aumente su capacidad de resistencia en el medio
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ambiente, ya que en la espora el dafio ocacionado por la accion de la luz UV esta relacionado
directamente con la formacion de dimeros de piridina, en nuestro estudio no encontramos indicios
de que pudieran presentarse cambios genéticos visibles (3,12,70,80,134).

Después de la aplicacién de los diferentes tratamientos del bioinsectida en la prueba de
campo, se muestra una diferencia altamente significativa de los tratamientos Pr>0.0001. Es
necesario aclarar que se hizo un ajuste por minimos cuadrados entre la poblacion inicial y 1a final
dehido a que bajo condiciones naturales en el campo, existe la probabilidad de encontrar valores
muy diferentes atin en plantas contiguas, ademas de que los habitos canibales del gusano
cogollero, hacen mas dificil de interpretar los datos obtenidos in sifu.

De acuerdo con los resultados del rendimiento en grano de maiz, como un efecto de la
aplicacion de diferentes formulados, se aprecia que el valor superior del rendimiento con una
media de 3211.8 kg/ha correspondio al tratamiento CAGN, es decir aquel que contiene como
protector solar el carbon vegetal, el extracto alcoholico de guishe y sin el aceite de maiz
comestible como atrayente, en tanto que el valor mas bajo correspondio al testigo absoluto TA
con un valor medio de 1083.2 kg/ha. lo que da una clara muestra del efecto de la aplicacion del
bioinsecticida sobre las poblaciones de S. frugiperda en el cultivo del maiz.

Aparentemente no hay efecto de los protectores ni del atrayente, sin embargo de acuerdo
con el analisis de varianza del factorial en prueba, muestra significancia en atrayente con un Pr >
0.0409, mientras que para protector solar x coadyuvante es de Pr > 0.0032, ésto indica que el
efecto en el rendimiento, a causa del combate del gusano cogollero fiié mas efectivo el aceite de
maiz como cebo, en tanto que la interaccion protector solar X coadyuvante aunque fueron
iferiores al testigo sin protector y sin coadyuvante, muestra una sinergia positiva; por otro lado
hay que resaltar que estos pertenecen a la misma agrupacién de Duncan, por lo que entre ellos no
hay diferencias significativas. De este experimento nosotros consideramos que aun cuando los
resultados no sean del todo excluyentes, es posible hacer una descriminacion de tratamientos de
wuerdo a los datos obtenidos en pruebas de laboratorio e invernadero.

Por tal motivo el formulado realizado con extracto de guishe, el colorante verde de
malaquita y la adicion de aceite vegetal es una alternativa para el biocontrol del gusano cogollero

§ frugiperda, por las siguientes observaciones hechas de esta discusion:



1) Existen varios factores importantes que favorecen la utilizacion de formulado a base de la B.
tringiensis serovar. aizawi GM-10, extracto de guishe y aceite vegetal en ellos se encuentran de
que no tienen antecedentes de desarrollar resistencia en este insecto; b). la habilidad de la plaga
para localizar a sus plantas hospederas, imposibilita hacer uso de enemigos naturales (153), por

tal motivo es posible utilizar esta alternativa para un combate mas efectivo (106); c). los datos de
experimentos realizados con extractos de plantas contra S. ffugiperda solo se han realizado a

nivel de bioensayo vy no son concluyentes (2, 55,144); y d). 1a estimacion de que esta plaga reduce
los rendimientos en 1,148 kg en parcelas con una densidad de 45,000 plantas por hectarea (7) y
con [a aplicacion de este formulado es posible incrementar el rendimiento en 2,000 kg con

respecto al control absoluto, ésto nos daria un incremento adicional de casi 800 kg/ha con

respecto al uso de insecticidas quimicos, ademas de los beneficios propios de los bioinsecticidas..



CONCLUSIONES

En base al objetivo general de este trabajo de desarrollar un formulado altamente téxico
utilizando Bacillus thuringiensis, Aizawi. y extractos de Agave lechuguilla para el biocontrol de
S. frugiperda en el cultivo de maiz, de los resultados obtenidos en laboratorio, invemadero y

campo; y la discusion de los mismos, se concluye lo siguiente:

1. La formulacién de una mezcla de B. thuringiensis y extracto de guishe , mostro ser altamente

efectiva para el control de S. frugiperda en el cultivo de maiz.

2. El uso del del extracto alcohdlico del guishe mostréd ser un magnifico coadyuvante,

incrementando sinérgicamente la actividad toxica del formulado de B. thuringiensis contra S.

frugiperda.

3. Los extractos analizados de guishe carecieron de efectos fitotoxicos o alelopaticos en las

plantas probadas.

4. La harina de maiz nixtamalizada es un material adecuado propio para encapsular los
compuestos activos de este formulado de B. thuringiensis. , ya que se puede polimerizar en frio
y forma redes matriciales; ademas de que permite la difusion de gases y liquidos y conserva un 10
% de humedad residual en el interior de las capsulas que se elaboran con ella.

5. El compuesto cromdgeno verde de malaquita es un magnifico protector contra la exposicion a

los rayos ultravioleta.

6. Es posible que el aceite vegetal influya como cebo del gusano cogollero aun cuando los
resultados de laboratorio no hayan mostrado ser consistentes segiin el experimento de preferencia

desarrollado.



’ERSPECTIVAS SOBRE FUTURAS INVESTIGACIONES EN EL TEMA

1.- Existen otros compuestos como el gosypol, o la misma esmilagenina extraida del guishe a los
que se les debe determinar su actividad fagoestimulante.

2.- Bs importante determinar la potencialidad de uso como material encapsulante de la grenetina,
la quitina y otros compuestos similares.

3.- Otros compuestos como la dihidroxiacetona pudieran ofrecer alternativas como protector
solar.

4 .- El bioinsecticida desarrollado en este trabajo debera probarse contra otras plagas de este y

otros cultivos.
5.- La metodologia para la fabricacion del formulado podria ser usada para el encapsulamiento de

otras toxinas o cepas de esta bacteria y de otras especies de microorganismos.
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