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JUSTIFICACION.

Este trabajo forma parte del proyecto de investigacion de Formulacién de
Bioinsecticidas, llevado a cabo por el Lapomtoﬁo de Microbiologia Industrial y del suelo
*Dr. Howard T. Dulmage® perteneciente al Departamento de Microbiologia e Inmunologia
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, en
coordinacion con el Instituto Tecnologico del Estado de Durango (I.T.D.), tratandose
durante la investigacion buscar y comprobar la actividad toxica ejercida por Bacillus
thuringiensis contra Diatraea saccharalis, para después llevar a cabo el desarrolio de
formulaciones de Bacillus thunngiensis, usando como matrices encapsulantes a los
biopolimeros de gelatina y pectina, comprobando su efectividad contra Diatraea

saccharalis, mediante bioensayos de laboratoric e invernadero.
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ORIGINALIDAD

Esta radica debido a que no existen en el mercado formulaciones
disponibles de Bacillus thunngiensis contra Diatraea saccharalis, un insecto de la familia
Pyralidae perteneciente al orden Lepidépterae, el cual es responsable de causar grandes
daiios en México en los cultivos de cafa de azidcar y maiz, causando pérdidas hasta del
35% de la cosecha. Ademas de haber encontrado una cepa nativa de Bacillus
thuringiensis con alta actividad insecticida contra Diatraea saccharalis, disefilamos y
escogimos el mejor soporte de formulacidn para encapsular al ingrediente activo, el cual
posee un efecto fagoestimulante mayor que por su alimento natural; asi también se
comprueba que la mejor proteccion para el cultivo se daba mediante la aplicacion de la
formulacién de manera asperjable, protegiendo al cultivo de una alta poblacion de

infestacion a nivel invernadero.



IMPORTANCIA.

La importancia industrial de desarmollar formulaciones de bioinsecticidas y el uso
agricola de estos productos, radica principalmente en la economia que implica el usar una
buena formulacién para llevar a cabo la proteccion de los campos de cultivo, asi como
también el de poseer ciertas caracteristicas favorables en comparacion con los
insecticidas quimicos que justifican su uso, como son su baja residualidad en los campos,

su baja toxicidad para el humano y el empleo de una tecnologia limpia para su sintesis.

Elinterés de llevar a cabo este proyecto se debe principaimente a 2 factores:

En primer lugar debido a que actualmente Diafraea saccharalis se combate en
México mediante la aplicacién de insecticidas quimicos, por lo que seria interesante
determinar la eficacia de B. thuringiensis para el control de esta plaga y proponer una
nueva altemmativa de control, sustituyendo con ello los insecticidas quimicos en uso, ya
que recientemente la humanidad preocupada por solucionar los problemas de
contaminacion ambiental ocasionados por el uso indiscriminado de insecticidas quimicos
para el combate de plagas, ha implementado programas de manejo integrado de plagas

del cual forma parte importante el control bioldgico.

En segundo lugar, debido a que en la actualidad no existe formulacion comercial
especifica de Bacillus thuringiensis con actividad toxica contra Diatraea saccharalis, sin
embargo existen reportes donde revelan la existencia de actividad téxica de este
entomopatégeno y aplicario en el control contra Ostrinia nubilalis, Galleria melfonella, Plodia

interpunctella, Anagasta kuehniella, insectos pertenecentes a la Familia Pyralidae, misma



a la que pertenece Diatraea saccharalis, por lo que suponemos que podria ser susceptible

ala accién de B. thuringiensis.

Aunque B. thuringiensis es efectivo para el control de insectos defoliadores de
bosques y plagas vegetales, en el manejo de plagas como bamrenadores, cogolleros y
plagas intemas del tejido vegetal, su efectividad se ve limitada cuando las larvas invaden
rapidamente el tejido intemo.  En estos casos el control es mas eficaz cuando los
barrenadores o cogolleros se alimentan primeramente sobre las hojas 0 de los estadios
de prefloracion, antes de invadir el tejido intemo de la planta. Sin embargo, se puede
incrementar |la mortalidad larvaria si se mejoran las formulaciones incorporando
fagoestimulantes que aseguren que la larva ingiera una cantidad letal antes de penetrar a

la planta.
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INTRODUCCION.

Actuaimenie las plagas de insectos de cullivos agricolas y arboles forestales, representan un gran
problema para fodos los paises, por tal motivo para levar a cabo un control de estas, se apiican anuaiments
2.5 milones de toneladas de productos quimicos.©

Red b homerisd AT ", i covilarrinact
ambiental ocasionados por el uso indisciiminado de insecticidas quimicos para el combate de plagas, ha
implementado un programa de manejo integral de plagas, del cual forma parte importanie del control
biokgico, definido como * el manejo de enemigos naturales (depredadores, parasitos, y patogencs de
plagas) y enemigos benéficos selectos (Certos antagonistas y aleldpatas) y sus producios, para reducr
poblaciones de plagas y sus efectos. ™ ©

Las perspeciivas de éxito del control bioldgico son alentadoras, de manera que gran cantidad de
investigaciones se estan realizando, enfocadas en llevar a cabo la produccion comercal a gran escala de
bionsecticidas para la proteccion de los cultivos agricolas. De hecho el mercado de los agentes de control
bioldgico alcanzd en el afo de 1992 un 1.6 % del mercado mundial de insecticidas, lo cual se calcula en
6,000 milones de doiares.

Dento del control biologico microbiano se conocen alkededor de 10,000 especies de
microorganismos, dentro de los cuales estan 2,000 microorganismos patdgenos de insectos, destacandose
como entomopatogenos 750 especies de hongos, 700 virus, 300 protozoarios y cerca de 100 especies de
bacterias; de este (imo grupc de microorganismos, Bacilus thurnglensss sobresale entre los bionsectiddas
de més éxito comercial, ya que aciuaimente representa el 90 % de os bionseciicidas usados.*” Lo que o
hace como el agente de control biologico mas popular, con ventas en 1995 de 90 milones de ddlares, con
67 productos registrados y mas de 450 usos y formulaciones, esperandosa un incremento para el 2000 de
cerca de 150 milones de dolares.™  En el secor agricola han sido uliizados productos a base de B,
thuringlensis en culivos de trigo, maiz, algoddn, frutales, sorgo y soya, entre ofros, casi exdusivamente para
el conrol de lepidopteros fildfagos. Aunque su uso es imiado comparado con los insecticidas
convencionales, existe un creciente interés en & manejo integral de plagas (MIP) debido @ un menor riesgo
de desarolo de resistendia, a politicas nacionales sobre el uso de los pesticidas convencionales y a los altos
costos de desarmollo de nuevos insecticidas quimicos. ®

Desde su hallazgo como un agente de control bioldgico se han realizado diversas investigaciones,
entre elas, el desanollar nuevas tecnologias de formulacdn usando como agente aclivo a Badllus



thuringiensis @ incrementar la efidencia de este en el campo. Entre las ventajas comerdiales que presentan
las tecnologias de formulacion a base de Bacilus thuringiensis tenemos: el bajo costo de producdon, la
toxicidad especifica contra insectos, la fadl formulacion, la ejecucién de un control rpido, la baja residualidad
y la larga vida de anaquel de los productos.  Otras de fas ventajas de esta tecnologia, s que penmike la
incorporacion de vanios aditivos como los protectones solares, los cuales extienden la actividad residual, y los
atrayentes alimenticios, los cuales reducen la cantidad de ingrediente activo necesario para el control de
insectos plaga blanco.®

Cabe destacar que en la actuaiidad no se existen formulaciones de  Bacilus thuringiensis con
acividad toxica confra Diatraea saccharals, sin embargo hay reportes exitosos acerca de b existencia de
productos con aclividad t6xica contra ofras plagas, como en el caso de Ostinia nubdalis, Galleria melonela,
Plodia interpuncieda y Anagasia kuehniela, los cuales pertenecen a la Famila Pyralidae, al igual que D.
saccharaks.  Esto nos hizo suponer la hipdtesis de que Diafraea saccharalis podria ser susceplible a ser
controlada por Bacllus thuringiensss.

Bacilus thuingiensis ha resultado ser efeciivo para controlar plagas que atacan plantas y
defokadores de bosques, aunque para manejar plagas que atacan los tejdos intemos de las plantas como
los insectos bamenadores, su efectividad se ve imitada.  Sin embargo, el control es efectivo cuando les
bamenadores se alimentan por algin fiempo sobre las hojas antes de invadir los tejdos intemos de la planta,
por lo que la mortaidad del insecto puede incrementarse utiizando agentes fagoestimulantes especificos en
la fomulaciones, los cuales aseguran la ingestion de dosis letales del agente de biocontrol, antes de que e
nsecio penetre en la planta.

El insecio bamenador del talo de la cana de aziicar D. saccharals es la plaga mas importante que
ataca a los culivos como la caia de azicar, maiz, sorgo, amoz y zacates fomajeros. Bl impacto que
presenta este insecio radica en su amplia distibucon a lo largo del continente amencano, legando a causar
indices de infestacion de entre el 30- 35% de los cultivos de cafia de azilcar y maiz a nivel nacional 2

Hoy en dia, en México el combate de Diatraea saccharals consiste exclusivamente en el uso de
insecticidas quimicos, asi que puede ser interesante evaluar la efeclividad de Bacllus thuringiensis confra
Diatraea saccharalis en comparacion con los pesticidas quimicos comunmente en uso, como un medio
altemativo de manejo para controlar esta plaga.  La agroindustria de la caria de azicar en la actualidad
presenta grandes problemas a nivel nacional debido a la falta de capital para inversion y a causa de las
pérdidas en el culivo ocasionadas por insecios plaga. Estos inconvenientes deben buscarseles solucion,
debido a que es uno de los culivos mas importantes a nivel nacional, ya que genera una participacion del
1% del P.1B., y esta relacionado con el 2.4% en el sector manufaciurero y el 12.5% en la industria de los
aimentos y bebidas Z



RESUMEN.

Para desamollar una formulacién de Bacillus thuningiensis adecuada para el control del
insecto bamenador del tallo de la cafia de azicar Diatrasa saccharalis, iniciamos con el
establecimiento de la cria masiva de D. saccharalis a nivel de laboratorio, mediante la utilizacion
de la dieta artificial de Shorey, la cual fue modificada para adaptaria a D. saccharalis, para esto se
incrementd la concentracion de agar de 14g a 20g y la concentracion de azticar de 13g a 25g, al
realizar una comparacion de la composicion de esta con los componentes de dietas reportadas
para la cria especifica de este lepidoptero. El ciclo de desamollo del insecto consta de 36- 40 dias
bajo las condiciones operacionales de 26-27°C, una humedad relativa del 80% y un fotoperiodo de
12/12 horas. Los pesos promedios de las pupas se incrementaron en un 5% tanto en los machos
como en las hembras, comparando los registros de los mismos en la primera generacion con los
obtenidos en la quinta generacién; asi también son superiores a los publicados, en donde los
pesos de referencia son de 0.0403 g y 0.0756 g para los machos y hembras respectivamente, y
los obtenidos en el laboratorio fueron de 0.0719g y 0.1182 g para machos y hembras.

Se probo el efecto téxico de las cepas GM7, GM10, GM34, HD2, HDS, HD29, HD37,
HD59, HD73, HD133, HD137 y HD551, de las cuales 3 cepas son nativas y 9 de la coleccidn H.D.
La mortalidad generada por las cepas probadas bajo la dosis de 50 pg/ ml fueron de 62% para la
cepa GM7, 69% para la GM10, 77% para la GM34, 37% para la HD2, 11% para |a HD9, 57% para
la HD29, 43%% para la HD37, 41% para la HD59, 51% para la HD73, 71% para la HD133, 59%
para la HD137 y 67% para la cepa HD551. Las cepas mas toxicas por orden de intensidad
fueron la GM34, HD133, GM10, HD551 y GM7. A las cepas seleccionadas se les determinaron
algunos parametros toxicolégicos como sulDs y TLes Las LDs obtenidas fueron: 33.21 pg/ mi
para la cepa GM34, 67.22 pg/ ml para la cepa HD551, 85.63 g/ mi para la cepa HD133, 95.99
pg/ ml para la cepa GM7, 104.99 ug/ mi para la cepa GM10, 65.91 pg/ ml para la combiancion de
cepas GM10/ GM34 y 67.68 pg/ mi para la combinacion de cepas HD133/HD551. Conestola
cepa mas toxica de Bacillus thuringiensis resulta serla GM34. El TLs para esta cepa fue de 4.55
1+ 0.67 dias. Se elaboraron 20 soportes de formulacion a partir de gelatina, pectina, gelatina:

pectina 1:2 y 1:1 como matrices encapsulantes, solos 0 en combinacién con un aditivo
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fagoestimulante como la panoja de maiz, melaza, polvo de zanahoria y coax. Los soportes con la
mayor accion fagoestimulante resultaron ser la gelatina- panoja yéelatina- melazacon4.59+1.99
y 3.14 £ 1.85 larvas atraidas respectivamente de un total de 10 larvas, donde se utilizé cana de
azicar como un control positivo que presenté 3.85 + 190 larvas atraidas. Los soportes que
presentan fagoestimulantes y los trozos de caia de azticar no presentan diferencia significativa en
el grado de preferencia, atrayendo 2.23 + 1.76 y 3.85 + 190 larvas respectivamente. La matriz
encapsulante sin aditivos que provocd el mayor efecto fagoestimulante, lo presento la gelatina
atrayendo 2.73 + 2.07 larvas, mientras que el fagoestimulante que present6 la mayor aceptacién
fue la panoja atrayendo 3.15+ 1.93 larvas.

Las formulaciones granulares mas toxicas contra Diatraea saccharalis a nivel laboratorio
son las constituidas de gelatina- panoja- B.t., gelatina- melaza- B.t. y leptinox ®, causando un 40,
32, y 26% de mortalidad a las 24 horas, incrementandose a 100, 92 y 88% de mortalidad a los 7
dias, mientras que las formulaciones asperjables mas toxicas resultaron ser todos los tratamientos
donde el ingrediente activo era Bacillus thunngiensis indistintamente de la dosis, como los
tratamientos gelatina-panoja- B.t., gelatina- melaza- B.t. y leptinox ®, generando una mortalidad
que oscila de 24.22 + 0.58 a 25.00 + 0.00 equivalentes al 97 a 100% de larvas muertas.

A nivel invemadero, los formulados mas efectivos fueron los conformados por gelatina-
melaza- B.t - asperjable, gelatina- panoja- B.t.- asperjable y leptinox ® asperjable, produciendo el
menor numero de tallos afectados y de entrenudos afectados, reflejandose en un mayor desamollo
de las plantas.

Los formulados a partir de gelatina- melaza- B.t.- asperjable y gelatina- panoja- B.t-
asperjable generaron los mas bajos porcentajes de infestacion y de intensidad, asi como los
menores grados de intensidad, siendo los que mayor proteccion generaron a nivel de invernadero,

encontrandose solo un 0y 1% de entrenudos afectados respectivamente.

Los mejores tratamientos para llevar a cabo un control efectivo lo conforman los
formulados asperjables a base de Gelatina- B.t., en donde D. saccharalis solo logné producir un

1% de dafio a nivel invemadero.



ANTECEDENTES.

HISTORIA.-

El conocimiento de organismos capaces de generar enfermedades en los insectos
sa remonta a la antigliedad cuando fueron descritos por vez primera en China los efectos
del hongo Cordyceps sobre el gusano de seda Bombix mon. Desde entonces, el nimero
de enfermedades citadas ha ido en aumento, viéndose incrementado especiaimente a
parti; del siglo XIX, coincidiendo con el desarollo de la microbiologia. Muchos de los
organismos entomopatégenos que las causan son susceptibles de ser utilizados por el
hombre en el control de densidades de poblaciones de insectos, y pertenecen e diferentes
grupos taxonémicos, principalmente hongos, bacterias, nematodos y virus. Sin embargo,
hasta el momento, solo unos pocos han sido desarrollados como materias activas de

produdos insecticidas. De todos ellos, los mas utilizados y extendides comercialmente en

todo el mundo son, sin duda, los basados en la bacteria Bacillus thuringiensis. '*

La histon'é acerca de Bacillus thunngiensis da comienzo a inicios del siglo pasado,
cuando un Bacteridlogo Japonés Ishawata en 1901, aislé una bacteria esporigena de
forma bacilar a partir de la hemolinfa del gusano de seda Bombyx mon, a la cual llamé
Bacillus sotto. Diez afnos mas tarde, fue redescubierto un organismo similar por Berliner
de la linfa de larvas de Anagasta kuehniella, en Alemania. El investigador Aleman lo
llamo Bacillus thuringiensis, debido a que tal microorganismo fue aislado en Turingia,
Alemania, y con el cual en la actualidad se le reconoce. Berliner reportd la presencia de
un cuerpo paraesporal, sin embargo, no lo relacioné con la actividad toxica del

microorganismo, “ %



No fue sino hasta 1915 en que un grupo de investigadores japoneses encontrd

que solo los cultivos esporulados eran téxicos para larvas del gusano de seda. Ellos

sugerian que la toxicidad observada se debia a |la accion de toxinas.

Los primeros ensayos en los que se usd a Bacillus thuringiensis para el control de
insectos, tomé lugar a finales de 1920 y principios de 1930, contra el gusano europeo del
maiz Ostninia nubilalis, en el sureste de Europa como parte de un proyecto internacional
de los Estados Unidos. Durante las siguientes dos décadas, pruebas de campo se
realizaron contra plagas de lepidopteros en Europa y Estados Unidos. El primer producto
comercial llamado Sporeine estuvo disponible en el afo de 1938 en Francia, sin embargo,
su desarrollo como bioinsecticida no alcanzo los niveles deseables de comercializacién
por dos razones principaimente. La primera de ellas porque tres afios mas tarde se
descubririan las propiedades insecticidas de las moléculas quimicas organicas de
sintesis, lo cual marco el inicio de la era del control quimico que rapidamente acaparo
todo el interés del mercado de los plaguicidas. La segunda, porque el espectro de
huéspedes de B. thuringiensis se restringia al orden lepidoptera en ese momento, en
contraposicion con el amplio espectro de huéspedes que caracterizaba a los insecticidas
quimicos que acababan de aparecer en el mercado.”™ No fue sino hasta la década de los
50’s en que varios paises iniciaron la produccién comercial extensiva de otros productos

como Bakthane L-89, Biotrol BTB, Parasporin y Thuricide, los cuales utilizaron como
ingrediente activo a B. thuringiensis variedad thuﬁngiens:ls.a
Hannay sugirid6 en 1953, que el cristal paraesporal era el agente toxico. Esto

queda comprobado por Angus en 1954. Mas tarde, Hannay y Fitz- James demuestran la

naturaleza proteica del cristal.



Un avance mayor ocurre cuando el Dr. Howard T. Dulmage y Clayton Beegle del
U.S.D.A. Agricultural Research Service, forman la primera coleccibn de Bacillus

thuningiensis,

Asi mismo cuando la Dra. H. de Barjac y A. Bonnefoni, en Francia en el aiio de
1962 proponen por primera vez una clasificacion serolégica, en base a los antigenos

flagelares que presenta este bacilo.

Tiempo después en el afo de 1969, ocurrié un evento mayor el cual provié de
impetu en las investigaciones sobre B. thuringiensis, cuando el Dr. H.T. Dulmage logrd
aislar en los Estados Unidos, una cepa de B. thuringiensis, resultando 20 a 200 veces
mas potente que todas las especies ya conocidas, a la cual denomino B. thuningiensis

variedad kurstaki (HD- 1), siendo eventualmente adoptado por todas las compaiiias, como

. g ¢ " " 17,25
ingrediente activo para sus respectivos productos comerciales.

Ademads, es importante mencionar el descubrimiento hecho en 1977 por
Goldenberg y Margalit, los cuales aislan la primera cepa de Bacillus thunngiensis
patogena para dipteros, hoy conocida como B. thunngiensis variedad israelensis, y lo
cual abrié nuevos mercados, siendo el primer producto comercial de B. thuringiensis para
el control de larvas de mosquitos y la mosca negra, incrementandose asi las ventas
globales en un 0.5% del mercado de los bioinsecticidas.'>? En 1981, Krieg aisl6 otra
especie de Bacillus thuringiensis a partir de pupas muertas del gusano de la harina, la
cual denominé variedad tenebrionis. Esta subespecie es altamente téxica contra larvas de
Agelastica alni y Leptinotarsa decemlineata. La concientizacion social de los problemas
derivados del control quimico, por un lado, y, por otro, la ampliacion del espectro de
huéspedes de B. thuringiensis mediante el redescubrimiento de nuevas cepas con
actividad insecticida mas diversificada, renovo el interés por desamollar comercialmente

bioinsecticidas basados en esta bacteria. A partir de entonces, aumento de modo



significativo el esfuerzo realizado por los gobiemos, universidades y el sector industrial,
poniendo en marcha programas de investigacion que han dado como resultado el

descubrimiento de muchas cepas de B. thuringiensis.”® Actualmente se estima en 40,000

especies de B. thuringiensis las cuales estan registradas dentro de la coleccién mundial.*

MORFOLOGIA.-

Bacillus thuringiensis es un bacilo Gram positivo, esporulado, entomopatogeno
facultativo, con un tamaiio promedio de 2 a 5 pm por 1 a 1.2 pm, perteneciente a la familia
Baciflacea, presenta flagelos peritricos, a excepcién de una cepa y se reproducen por
fision binaria durante su ciclo celular vegetativo, ademas es capaz de formar endosporas
dentro de un esporangio cuando los nutrientes se agotan o cuando el medio ambiente
llega a ser adverso, en donde seguin el ameglo de la morfologia y ubicacién de la espora,
Bacillus thuningiensis esta situade en el grupo 1 del género, en donde estan aquellas
especies con espora elipsoidal que no provocan hinchamiento del perfil bacilar®; es
comunmente encontrado en el medio ambiente como flora del suelo.* La principal
diferencia entre Bacillus thunngiensis y otros bacilios estrechamente relacionados es la
formacion, durante el proceso de esporulacién, de uno o mas cuerpos cristalinos de
naturaleza proteica adyacentes a la espora. Algunos de estos cristales paraesporales son
toxicos para ciertas especies de insectos, propiedad que ha conferido a este organismo
un enorme interés por su inclusidn en formulados fitosanitarios de aita eficiencia y

especificidad y bajo impacto sobre el medio ambiente."

Durante la esporulacion sobreproducen un nimero limitado de proteinas, dentro

de las cuales esta un cristal proteico, de un peso molecular cercano a los 130 kD el cual
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es liberado al medio cuando las paredes celulares son degradadas al término de la
esporulacion. Este cristal puede representar mas del 30 % del peso seco del esporangio
maduro, el cual suele ser téxico a insectos y efectivo contra lepidépteros, dipteros,
coledpteros, afidos, nematodos y dcaros. B. thuningiensis produce cerca de 25 cristales
insecticidas de morfologia variable segun la variedad de la que se trate, la diversidad de
las formas es dependiendo de las proteinas que lo integran, encontrandose cristales
bipiramidales, cubicos, romboidales, esféricos, rectangulares, triangulares e imegulares,
con tamaiios desde los 350 nm de didmetro en algunos cristales irregulares, a los 2um de
longitud en muchos cristales bipiramidales ® ®  Los genes que codifican para este
cristal generalmente se encuentran dentro de plasmidos, aunque se han encontrado

algunos en localizacion cromosomal. **  El cristal de la mayoria de las cepas de Bacillus

thuningiensis contiene entre tres y cinco - endotoxinas, cada una de |as cuales tiene su
propia especificidad insecticida. La toxicidad y efectividad insecticida de una cepa
bacteriana viene determinada por la combinacion de & endotoxinas y la proporcion
relativa de las mismas. En B. thuringiensis, hasta la fecha, se han identificado mas de
200 proteinas toxicas diferentes que ofrecen un recurso natural para su utilizacion en el

control de plagas.

Las cepa que han alcanzado un mayor desamollo comercial pertenecen
principalmente a cuatro serovariedades. Las de B. thuringiensis serovar. kurstaki y B.
thuringiensis serovar. aizawai tienen actividad insecticida para larvas de lepidépteros, las
de B. thuringiensis serovar. israelensis, son tdxicas para larvas de dipteros y las de B.
thuningiensis serovar. momisoni (variedad fenebnonis) tienen efecto insecticida contra
algunas especies de coledpteros. Estas cepas constituyen la materia activa de distintos
formulados comerciales que en su conjunto, representan mas del 90% de los

bioinsecticidas actualmente comercializados. ™



EVOLUCION DE Bacillus thuringiensis COMO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO.

Aunque Bacillus thuningiensis fue comercializado hace mas de 40 afos, su uso
se ha incrementado significativamente en los dltimos 10 afios. Esto se debe,
principalmente, a la demanda pablica del uso de plaguicidas menos téxicos para los
consumidores, trabajadores, el medio ambiente y la creciente demanda de productos que
sean efectivos en el control de insectos resistentes a insecticidas quimicos.
Simultaneamente con el aumento de la aceptacion de los insecticidas a base de Bacillus
thuningiensis, se han hecho esfuerzos para el mejoramiento de los rendimientos en los
métodos de produccién, las técnicas de formulaciones y la obtencién de nuevas cepas

capaces de atacar diversas plagas. ¥

Han pasado mas de tres décadas desde que se empezaron a utilizar las primeras
preparaciones comerciales de B. thuningiensis y a la fecha la bioseguridad es una de las
ventajas principales que ofrece este insecticida microbiano. Diversas razones entre las
que destacan especificidad, virulencia y potencia contra los insectos blanco, han
convertido a esta bacteria en uno de los candidatos mas atractivos para el desarrolio

comercial.

Setenta aflos después de su descubrimiento a principio de este siglo, Bacillus
thuningiensis capturd la atencion de pocos microbidlogos y entomdlogos. Ahora, cien
aios después, los cientificos estudian una amplia variedad de disciplinas, para probar sus
secretos en el ambito molecular, fisiolégico y ecoldgico. Hoy Bacillus thuringiensis no es
solamente el mas exitoso insecticida microbiano comercial con aplicacion mundial para la
proteccion de cultivos, bosques y la salud humana, sino estd también comenzando a

reemplazar a los insecticidas quimicos convencionales en varias dreas de aplicacion.
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Durante los 80°s, la convergencia de nuevas técnicas, especialmente aquellas
proporcionadas por la tecnologia del DNA recombinante, y el cambio de actitudes publicas
y politicas hacia el uso de estos plaguicidas, precipitd un incremento drastico en la
investigacion de Bacillus thuningiensis por la industria, gobiemo e instituciones
académicas de investigacion. El bajo costo de desamollo, con la alta diversidad de
cepas Yy toxinas, asi como también el buen prospecto para llevar a cabo la manipulacién
genética, ha provisto las bases para el desarrollo de nuevas generaciones de productos

mas efectivos y experimentalmente aceptables para el control de insectos.®

MODO DE ACCION DE LA TOXINA.-

El insecto blanco ingiere la formulacion la cual contiene como ingredientes activos,
esporas viables de Bacillus thuringiensis y una protoxina de 130 kD, que al pasar al
intestino es solubilizada debido al pH aicalino del medio. Esta es hidrolizada en
fragmentos toxicos de aproximadamente 650 aminoacidos ( 60- 70 kD) por accién de una
proteasa, presente en el intestino medio. La subunidad proteica téxica se une
posteriormente a receptores especificos de las células columnares en la membrana
epitelial del intestino medio de los insectos, causando un incremento de la permeabilidad
de las membranas al ion K', seguido por la lisis celular del epitelio. Tras la lisis de las
células epiteliales, cuyo efecto puede bastar para matar al insecto, las esporas contenidas
en el intestino pueden acceder a la cavidad hemocélica del insecto aprovechando las
lesiones como puerta de entrada, provocando en ocasiones septicemia al germinar y

multiplicarse activamente en la hemolinfa, lo que supone un efecto sinérgico con el de la
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toxina. Como consecuencia de esto, las larvas dejan de alimentarse y se provoca la

muerte de la larva a las 24 6 48 horas, después de la exposicién.z”“

FORMULACIONES DE Baciilus thuringiensis.

Una formulacibn de un pesticida agricola se define como una mezcla o
combinacion comecta, de tal manera que el ingrediente activo junto con otros materiales
forme un producto estable, efectivo, seguro, facil de aplicar y aceptable para su uso. El
objetivo principal de una formulacién es asegurar la viabilidad éptima del entomopatégeno
en el ambiente, extender la vida de anaquel del producto y ser aceptado por el insecto
blanco. Dentro de los plaguicidas, los entomopatégenos son usados en las formulaciones
come un ingrediente activo, el cual llevard a cabo el control bioldgico. Estos

entomopatogenos pueden ser bacterias, hongos o virus, los cuales infectan a insectos.*

La microencapsulacién es una tecnologia relativamente nueva que es usada para
la proteccidn, estabilizacion y la lenta liberacién de los ingredientes activo.”®  Durante
la microencapsulacion, se forman gotas pequenas del ingrediente o material activo que
estan cubiertas por un agente encapsulante, lo que resulta en la produccién de capsulas
mindsculas con diversas propiedades favorables. Estas particulas esféricas, llamadas
microcapsulas, presentan radios desde fracciones de micra hasta algunos milimetros. Sin
embargo su forma no es siempre idealmente esférica, ya que estd influenciada
fuertemente por la estructura del material original;”™® los procesos de encapsulacién son
capaces de reducir la cantidad de ingrediente activo, de tal forma que se obtenga una
eficiencia mayor. Este proceso permite llevar a cabo la liberacion sostenida del

ingrediente activo por un periodo de tiempo.®
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El desarrollo de formulaciones mejoradas puede incrementar la mortalidad larvaria,
asegurando la ingestién de una dosis letal de B. thuringiensis en un periodo de tiempo
corto antes de que la larva deje de alimentarse, y la adicibn de coadyuvantes para
estimular la alimentacién de la larva sobre |os productos de B. thuringiensis a sido una
estrategia muy utilizada en agricultura. El uso de B. thunngiensis en capsulas 0 granulos
con fagoestimulantes, ayuda a asegurar que la larva ingiera una cantidad letal antes de

dejar de alimentarse.

Bacillus thuringiensis es solamente uno de los bioinsecticidas producidos a escala
industrial y disponibles en el mercado a precios accesibles para los agricultores, sin
embargo, B. thuringiensis aun es caro en comparacion con los insecticidas quimicos, para
esto la tecnologia de produccién podrian ayudar a reducir los costos de manufactura, asi
como el realizar investigaciones basicas para mejorar los procesos de control de calidad,
desarrollar de insecticidas basados en diferentes cepas de B. thuringiensis, desarrollar de

nuevas formulaciones etc.

Las investigaciones de los ultimos 25 afios han demostrado la efectividad de las
cepas de B. thuningiensis contra un gran ndmero de cultivos agricolas y omamentales,

arboles forestales y animales.

Varias formulaciones de B. thuringiensis estan ahora registradas en los estados
Unidos y Canada. Formulaciones comerciales de la cepa HD- 1 de la variedad kurstaki,
incluyendo a Thuricide, Depilé, Novaba, Futura, Envirobact, y Bactospeine son
designadas especificamente para su uso contra ciertas plagas de lepiddpteros de
bosques, cultivos agricolas, granos almacenados, omamentales o jardines caseros, Otro
producto es el Jave'lin el cual es una formulacion de la cepa NRD- 12, especifica contra
lepidopteros. Fommulaciones de la variedad israelensis, como Vectobac, Bactimos y

Teknar son usadas para el control de mosquitos y del mosquito negro. Entre otras
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formulaciones comerciales destacan M- One y Trident, las cuales presentan como
ingrediente activo a las variedades San Diego y Tenebrionis, respectivamente, llevando a
cabo control contra ciertos colepteros Chrysomélidos.” Algunas formulaciones pueden

contener 2 0 mas combinaciones de toxinas en un mismo producto para obtener un

espectro de accién mas amplio. Mycogen recientemente introdujo una combinacién de
CrylAc y CryIC para cultivos de vegetales y Ecogen saca un producto llamado Crymax
que posee tres toxinas Cry1Ac, Cry2A y CryIC (R) para utilizarse en cultivos de vegetales
y de algodén. Algunas cepas de B. thuningiensis contienen 4 o mas cnstales. El Dipel de
Abbott y Javelin de Sandoz son dos sjemplos. El nimero de cristales en un producto es
solamente parte de su efectividad, la concantracion es también un factor importante; el
CoStar es un nuevo producto de alta potencia de B. thuringiensis introducido por Sandoz
en 1996 para plagas de algodén y vino, contiene 5 cristales, incluyendo un alto nivel de
CrylAc. La alta potencia ofrece un control efectivo de plagas a dosis bajas con gran

actividad residual.'®

La eficiencia o la toxicidad limitada de Bacillus thurningiensis es debido al lavado
por las lluvias e inactivacién de las esporas y cristales por accién de la luz solar. La futura
transmisién de la infeccion a insectos es pobre 0 no existente, por esto es necesario las
costosas aplicaciones repetitivas, especialmente para especies multivoltinas o especies
con periodos de ovoposicion largos. Sin embargo con el creciente reconocimiento del
potencial de Bacillus thuningiensis como agente de control de insectos, los cambios de
reduccion de las limitaciones llegaron a ser el principal objetivo mundial de las

formulaciones durante la década de los 80.%

Para aumentar el tiempo de persistencia del ingrediente activo en campo es
necesario protegerio de los factores adversos del medio ambiente y hacerio mas atractivo

al insecto blanco. Una forma que ha contribuido a proteger el ingrediente activo, ha sido
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el emplea de formulaciones encapsuladas de lenta liberacion, entre las cuales destacan
las matrices de almidén, en forma de microcapsulas o granuloes, dependiendo si el método
de aplicacion es por aspersion, el cual se emplea para la mayoria de los cultivos; o

granular, la cual se indica para gramineas y pastos. ™%

Los tipos de aplicacion de Bacillus thuningiensis a cultivos se ha modificado
notablemente en los Ultimos afios, en un intento para aumentar la toxicidad, el nimero de
insectos blanco a controlar y la residualidad del mismo. Inicialmente y hasta fechas
recientes, se realizaba la aplicacién del ingrediente activo en forma liquida por

aspersion.*

Aspersiones aéreas contra el gusano de la yema del abeto, Chnistoneura
rumiferana Y la polilla gitana Lymantria dispar, se realizaron en Norteamérica durante la
década de los 70. Aplicaciones de campo se realizaron, enfocadas a determinar
frecuencias de los tratamientos, dosis y volimenes de aplicacién. Con estas pruebas la
eficiencia de Bacillus thuringiensis fue mejorando y disminuyendo los costos de
aplicacion. La tecnologia para la aplicacion de Baciflus thuringiensis es basicamente la
misma que para los insecticidas sintéticos y estan basadas en la aplicacion controlada de
las gotas. El principio de este concepto, el cual fue desarrollado en Inglaterra a finales de
los 70, es que el tamaiio 6ptimo de la gota asperjada es determinado por la naturaleza del
cultivo blanco y otras consideraciones de aplicacion relevantes. El concepto de gota
controlada, fue aplicado en la aspersion forestal aérea por el Instituto de Tecnologia y la
Comision Forestal del Reino Unido en Escocia, en pruebas con Fenitrotion para el control
de [a mariposilla bella del pino Panolis flammea y después por el Grupo de Investigacién
de New Brunswich para optimizar el control del gusano de |la yema del abeto, en Canada,
donde el diametro medio de la gota asperjada fue de 100 pm, tratdndose

aproximadamente 5 millones de hectareas entre 1985 y 1990. En Canada el porcentaje
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de dreas tratadas con Bacillus thuringiensis ha aumentado de un 5% a un 60% de 1980 a

1990.%

En los dltimos 20 afios diversos estudios se han dirigido hacia la proteccién de las
esporas y cristales, de la luz solar y en preparar formulaciones que fluyan facilmente, se
dispersen rapidamente y se almacenen bien. Formulaciones asperjables a base de
almidén de maiz, las cuales contenian un 6% de soélidos totales fueron probadas,
analizando ciertos factores fisicos como viscosidad, solubilidad y retencién sobre la
superficie de la planta. Asitambién sé probo la persistencia de la actividad insecticida de
Bacillus thuningiensis, observando que la actividad insecticida persistia hasta por dos
semanas bajo condiciones de invemadero, cuando el agente encapsulante estaba

presente. &

Durante los afios de 1960, Angus y Jaques- Fox, experimentan el uso de aditivos
aspersores y adherentes para incrementar la eficiencia de aspersion de Bacillus

thuringiensis en sistemas de cultivo, donde la eficiencia sé incremento."”

En el campo, las aplicaciones microbianas, tanto operacionales como
experimentales son aspersiones foliares, por lo que se pierde gran parte del agente en el
suelo o aire, motivo por el cual se empezaron a emplear estabilizadores ¢ adherentes."”
Resultados positivo;s fueron observados al usar adherentes, entre los cuales se
emplearon carbohidratos, destacando la sacarosa.® Otro de los problemas, es el dafio
que o&asionan los rayos solares del rango U. V., por lo que se investigaron diferentes
colorantes que ayudaron a protegerio de dichos efectos, sobresaliendo el rojo congo’; y
para incrementar el consumo por parte del insecto, se adicionaron estimulantes como
feromonas, siendo una buena opcién el uso del p- metoxicianoaldheido,® o

fagoestimulantes, resultando el Coax el mas efectivo.*
Morales Ramos en 1996, demostrd que los polimeros gelatina y pectina pueden
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ser utilizados exitosamente para elaborar formulados granulares de Bacillus thuringiensis,
el cual mantiene su actividad bioldgica, como también sus formulados poseen excelentes
propiedades de adherencia, asi también B. thuningiensis puede sobrevivir el
procedimiento de atrapamiento y las larvas de Trichoplusia ni aceptan alimentarse con los
granulos elaborados con estas matricas poliméricas. Los formulados a base de pectina,
gelatina y almidon al almacenarse por periodos de 12 meses, no mostraron pérdida
considerable del porcentaje de actividad toxica. En base a las propiedades que
presentan estos biopolimeros, podrian utilizarse en otros tipos de formulaciones, ya que
su elaboracién no involucra el uso de solventes y ademas podria mejorar las propiedades
adherentes de las mismas. Asi también se determiné por medio de pruebas de
aceptabilidad de varias formulaciones, que los granulos de gelatina y pectina fueron

mayormente preferidas por larvas de Trichoplusia ni.® ™"

Bacillus thuringiensis es el agente de control biolégico mas popular, con venta en
1995 de 90 millones de ddlares, con 67 productos registrados y mas de 450 usos y
formulaciones, esperandose un incremento para el 2000 de cerca de 150 millones de

délares.®

El surgimiento de Bacillus thuringiensis como bicinsecticida necesité de varias
disciplinas aparte de la biologia molecular, tales como el aislamiento de cepas,
tecnologias de produccion, técnicas de campo, formulacién, etc., encaminadas a controlar

un nimeroe importante de plagas del orden lepidéptera. '

La mayoria de los bicinsecticidas a base de B. thuringiensis son producidos con

cepas nativas y utilizan una pequefa fraccion de proteinas Cry conocidas.®

Los productos a partir de B. thuningiensis son clasificados segin la fuente de las

proteinas cry en 3 grupos: productos de primera, segunda y tercera generacion.
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¢ Productos de primera generacion.

Son aquellos cuya formulacién incluye como ingrediente activo una mezcla de cristales
y esporas de una cepa nativa de B. thuringiensis Constituyen la mayor proporcién de
productos comerciales y comesponden al 84% de un total de 75 productos registrados.
Estos productos estan disponibles en varias diferentes formulaciones tanto sélidas como
liquidas y son empleadas en una amplia gama de sectores que van desde la agricola,

hasta el sector salud y zonas urbanas.

Los productos que utilizan B. thuringiensis serovar. israelensis (Bti) para el control de
mosquitos y mesca negra son empleados ampliamente en el mundo y algunos ejemplos

de productos registrados a base de Bti son: Vectobac® y Skeetal® (Abbott), Bactimos®

(Solvay) y Tecknar® (Termo Trilogy).

En el sector agricola han sido utilizados productos a base de B. thuringiensis en cultivos
de trigo, maiz, algodén, frutales, sorgo y soya, entre otros, casi exclusivamente para el
control de plagas de lepidopteros filéfagos. Aunque su uso es imitado comparado con los
insecticidas convencionales, existe un creciente interés en el manejo integral de plagas
debido a un menor riesgo de desarrollo de resistencia, a politicas nacionales sobre 8l uso
de pesticidas convencionales y a los altos costos de desarollo de nuevos insecticidas

sintéticos. ¥
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Compagnia di
Ricerca chim.

ASC Co.

Farmos

i

{

N.D.

ND.

ND.

1Aa1, 1Ab1, 1Act, 2Aa1,

4Aa1, 4Batl, 10Aa1, 11Aa1,
acuosa, polvos, pellest.

1Aal, 1Ab1, 1Ba1, 1Cat,

1Aa1, 1Ab1, 1Ba1, 1Cat,

1Aa1, 1Ab1, 1Ac1, 2Aa1,

4Aa1, 4Ba1, 10Aa1,11Aa1,

1Aal, 1Ab1, 1Ac, 2Aa1,,

4Aa1, 4Ba1, 10Aa1, 11Aal,

1Aal, 1Ab1, 1Act, 2Aa,

4Aa1, 4Bal, 10Aa1, 11Aal,

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2A, 2B.

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2A, 28.

Proteccion de cultivos,

ND.

ND.

Proteccion de cultivos
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ND.
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Dipteros
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N.D.

ND.
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CytAa

4Aa1, 4Bat, 10Aa1, 11Aat

N.D.

ND.

1Aa1, 1Ab1, 1Act, 2Aal,
2Ab1

1Aa1, 1Ab1, 1Ac1, 2Aal,
2Ab1

1Aat, 1Ab1, 1Bal, 1Ca1,
1Dat

1Aat, 1Ab1, 1Ac1, 2Aat,
2Ab1

ND.
3A

1Aa1, 1Ab1, 1Act, 2Aa1,
2Ab1

1Aa1, 1Ab1, 1Act, 2Aa1,
2Ab1

1Aa1, 1Ab1, 1Ac1, 2Aat,
2Ab1

3A

4Aa1, 4Ba1, 10Aa1, 11Aal,

CytAa
1Aa1, 1Ab1, 1Act, 2Aaf,

2Ab1

1Aal, 1Ab1, 1Act, 2Aa1,
2Ab1

4Aa1, 4Ba1, 10Aa1, 11Aa1,

CytAa

Polvo humectable

B

N.D.

Polvo humectable

Polvo humectable

N.D.

Polvo, pellest

Polvo humectable

Polvo humectable

Poivo asperjable, poivo

Poivo humectable

Polvo humectable

Polvo asperjable

Proteccién de cultivos

Proteccion de cultivos

ND.

Frutales, aigodon,

maiz, hortalizas

Forestal, aigodén,
jardin, maiz

Agua residual, drenajes

Agua estancada, amoz

N.D.

Proteccion de cultivos

Proteccion de cultives

Proteccién de cultivos

Proteccion de cultivos

Forestal, campo de golf




Technology

SDS Biotech

Thermo Tritogy

Bt 8010, Rijin

¢

Trid

I BN

Taoro, Taoro-Ct

ND.

1Aa1, 1Ab1, 1Ac1, 2Aat,
2Ab1

1Aat1, 1Ab1, 1Ac1, 2Aa1,
2Ab1

1Aa1, 1Ab1, 1Act, 2Aa1,
2Ab1

ND.

ND.

N.D.

4Aa1, 4Ba1, 10Aa1, 11Aa1,

CytAa

1Aa1, 1Ab1, 1Ac1, 2Aal,
2Ab1

1Aa1, 1Ab1, 1Ac1, 2Aa1,
2Ab1

1Aa1, 1Ab1, 1Act, 2Aa1,
2Ab1

1Aal, 1Ab1, 1Act, 2Aa1,
2Ab1

3Aat

1Aat, 1Ab1, 1Ac1, 2Aa1,
2Ab1

B exctoxina

1Aat, 1Ab1, 1Act, 2Aa1,
2Ab1

1Aal, 1Ab1, 1Ac1, 2Aa1,
2Ab1

Polvo humectable

Poivo humectable

Polvo humectable

Polvo humectable

N.D.

Polvo asperjable,

Polvo, granulado

s

%+ Productos de segunda generacion.

Son aquellos constituidos por una mezcla de esporas y cristales provenientes de

una cepa de B. thuringiensis a la cual se introdujo, por conjugacion o transformacion, los

genes que codifican para las 5 endotoxinas de genes presentes en varias cepas nativas,

ampliando asi su espectro de actividad hacia otros insectos plaga.
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Los productos a partir de cepas de B. thuringiensis modificadas genéticamente
involucran una serie de manipulaciones que incluyen: curacion de plasmidos, conjugacion,
transformacion recombinacion especifica de sitio, mutagénesis in vitro y construccion de

proteinas hibridas.

La manipulacién de genes cry en B. thunngiensis ofrece un gran potencial en le
mejora de la efectividad y la relacién coste- beneficio de los productos a partir de B.
thuringiensis.  Se ha descrito que ciertas combinaciones de proteinas exhiben una

actividad sinérgica hacia plagas de insectos lepidopteros® y Dipteros.*®

El desamollo de vectores de clonacion para B. thuningiensis ha hecho posible la
construccion de cepas mejoradas de B. thuringiensis. El uso de cepas de B.
thuringiensis como huésped ofrece varias ventajas. Las cepas nativas pueden mantener,
de forma estable y expresar eficientemente, varios genes homologos de toxinas de B.
thuringiensis. La capacidad para mantener miuiltiples genes Cry de B. thuringiensis en un
mismo huésped mejora la actividad en una forma aditiva o sinérgica. Por otra parte,
multiples genes Cry con diferentes modos de accién o diferentes propiedades de union al

receptor pueden reducir la posibilidad de desarrollo de resistencia.®

Existen productos a base de cepas de B. thurningiensis transconjugantes. Para la
obtencién del ingrediente activo de productos Condor® y Cuttlas®, un plasmido
autotransferible que porta un gen CrylA de una cepa de la serovar. aizawai fue
transferido por conjugacion a una cepa receptora de la serovar. kurstaki y un plasmido
que contiene un gen Cry1 de una cepa de la serovar. kurstaki fue transferido a una cepa
de la serovar. aizawai. El ingrediente activo del producto Foil® OF, cepa EG2424,
produce las proteinas Cry1Ac y Cry3A, presentando toxicidad contra plagas de

lepidopteros y coledpteros; esta expansion en el espectro de huéspedes fue lograda por la



transferencia de un plésmido portador del gen Cry3A de momisoni a una cepa de la

serovar. kurstaki,.®

El rendimiento en la produccién de la proteina Cry3A se ha incrementado por el
uso de cepas modificadas genéticamente. Las cepas de B. thuningiensis empleadas
para producir Novodor ® y Foli® (variante de EG2424) tienen un fenotipo
oligoesporogénico y producen cristales romboédricos inusualmente grandes, compuestos
principalmente de la proteina Cry3A. La sobreproduccion de la proteina Cry3A de estas
cepas parece estar causada, en parte, por la naturaleza independiente de la expresién de
la proteina respecto a la esporulacion®  En el caso de Novodor®, cepa NB176, el
incremento en la produccién se debe probablemente a la duplicacién del gen Cry3A sobre
un plasmido nativo.' De esta clase de productos se conocen 9 que representan un 12%

de los producidos por las empresas Abbot, Ecogen y Termo Trilogy Co."

Abotts Labs
(Valent DT Proteccién de cultivos,
- . Novodor Coledpteros 3Aa3 Concentrado acuoso papa, tomate, forestal,
NB178
Biosciences ,
Co)
. Kurstaki Granulado, granulado Proteccion de cultivos,
Leptinox (R) Lepiidpteros 1Aa, 1Ac, 2A, 1F-1Ac (R) el dilac
Kurstaki Granulado, granulado Hortalizas, plantas
Crymax — Lepidopteros 1Ac,2A.1C(R)
Kurstaid
Raven — Coledpteros 1Ac, 2A 1IC(R) Poivo humectable Papa, tomate
Ecogen Inc. _ » . '
Kurstaki Lepidopteros Transconjugante Emulsion suspension Forestal
Cuttias (T) Kurstaki Lepidopteros Transconjugante Polvo humectable Hortalizas
Foil OF EG424 Lepidopteros 1Ac, 3Aa (M) Polvo humectable Proteccion de cultivos
Foil BFC Coledpteros Polvo humectable
T Agrre . Lepidépteros Transconjugante Granulado humectable Proteccion de cultivos
ermo p—
Trilogy Co.
Azawal Lepidéptercs Transconjugante Granulado humectable Hortalizas
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¢ Productos de tercera generacién.

Han sido desamollados con el objeto de resolver las limitaciones de una
inadecuada aplicacién y de su corta toxicidad residual.

Son aquellos cuya formulacién contiene bacterias recombinantes muertas,
consistentes en Pseudomonas fluorescens que han sido transformadas con genes que
codifican & endotoxinas de B. thuningiensis. Este tipo de producto se conoce con el
nombre de CellCap.®' Solamente se conocen actualmente 3 productos de este tipo, los
cuales representan el 4% del total de productos de B. thuringiensis y son elaborados por
la empresa Mycogen.'®

Estos productos se obtienen insertando los genes que codifican para las
toxinas de B. thuringiensis en otros microorganismos, los cuales son capaces de colonizar
los habitat del insecto objeto de tratamiento, con la idea de que los organismos
transformados puedan sintetizar de forma continua cantidades suficientes de toxina para
prevenir el daio causado por el insecto. La aplicacién de esta técnica se llevo a cabo en
varios estudios en los cuales se insertaron genes especificos contra lepidépteros, dipteros
y coledpteros en bacterias que colonizan externamente la superficie de las hojas y raices
de las plantas, tales como Pseudomonas cepacia y Ps. fluorescens.” o intemamente
tales como Clavibacter xyly, Rhizobium leguminosarum y Bradyrhizobium . ™

El inconveniente de esta técnica se encuentra en que involucra la liberacién
de microorganismos recombinantes, lo cual presenta numerosas restricciones de
regulacion de empleo. Una de estas restricciones consiste en la posible inestabilidad de
la caracteristica que se introduce, como por ejemplo, que los genes insertados se
transfieran a otras especies bacterianas. Una estrategia que pemmitié el empleo de estos
productos consistio en utilizar microorganismos recombinantes muertos, para obtener un
nuevo sistema de utilizacion de la foxina.®®  Mycogen ha utilizade esta estrategia

encapsulando varias toxinas de B. thuringiensis dentro de células de Ps. fiuorescens.

24



Este sistema se denomina CellCap®, y consiste en matar las células transformadas

durante la fase estacionaria de crecimiento.

Match® Pseudomonas (EC)  Lepidopteros Encapsulado Encapsulado Proteccién de cultivos
Mycogen Mirax® Pseudomonas (EC)  Coledpteros 3A (encapsulado) Encapsulado Forestal, jardin, papa
MVP® Pseudomonas (EC) Lepidopteros Encapsulado Encapsulado Forestal, jardin, papa.

INSECTO BLANCO (Diatraea saccharalis):

El barenador del tallo Diatraea saccharalis es la plaga mas importante de la cafia
de aztcar y esta ampliamente distribuida. Esta larva puede atacar aparte de la cafia de
azucar, a los cultivos de armoz, maiz, sorgo y pastos. El ciclo de vida del insecto es corto
y se pueden completar de 4 a 5§ generaciones anualmente. La larva pasa el inviemo en
los residuos de los cultivos, por lo que es importante un manejo adecuado de los mismos

(quemarios o hacerios poivo).®

Los huevos son puestos en filas yuxtapuestas de 1-10 en las hojas terminales.
Son aplanados y ovalados, los cuales recién puestos son transparentes, pero después de
2 dias presentan bandas rojas. Las larvas son cremosas con puntos negros o café en
cada segmento; en diapausa las larvas no presentan los puntos negros. Asimismo, las
larvas presentan un escudo protoraxico café amarillento. Las larvas pueden llegar a medir
hasta 25 mm de largo. Los adultos son cremosos 0 gris claro y miden de 20 a 40

mm con las alas extendidas. En descanso, los adultos tienen la forma de un triangulo, 268



Cada hembra deposita entre 300 y 400 huevos sobre el envés de las hojas, los
cuales eclosionan después de 7 a 10 dias. Las larvas pasan por 7 instares, donde en los
dos primeros llevan a cabo su alimentacion destruyendo las hojas del cogollo, y cuando
ya estan mas desamolladas se dirigen hacia la parte inferior de la planta donde barrenan

los entrenudos y destruyen los tejidos intemos formando galerias.®

Las larvas jévenes se alimentan inicialmente del cogollo y de las hojas tiemas por
un espacio de 2 6 3 dias después de la eclosion, antes de entrar al tallo al cual taladran
haciendo uno o mas agujeros. Las larvas viven en el tinel hecho como producto de su
alimentacidon. Los tuneles en los entrenudos de los tallos pueden reducir el vigor de la
planta y causar acame. La pudricion roja de la cafia ocasionada por Colletotrichum
graminicola esta asociada frecuentemente con estos tineles. En maiz, el dafio de larvas
grandes antes de la floracién matan el cogollo o la yema apical de la planta, y después de
la floraciéon puede matar el elote 0 panoja. En ciertas ocasiones, las larvas bamenan
directamente en las mazorcas y permiten la entrada de otros organismos daiiinos, lo que
puede resultar en la pudricion del grano. En cafia de azucar el extracto de jugo es
afectado, y en amoz impide que la panicula madure y el grano se llene. Son plagas
esporadicas, pero el dafio es mas severo en postrera, 0 sea, cuando ocurre |a tercera
generacion del afio. E!tiempo que la plaga dura en su estadio larvario es de 20 a 30 dias.
Las larvas pupan e invernan dentro del tallo. Durante |a época seca, las larvas entran en
un periodo de diapausa y estan inactivas hasta las primeras lluvias. Esta plaga es de
moderada o menor importancia. La severidad del daiio depende de la edad, el vigor de
la planta y época de siembra.®  Su distribucion se localiza en la parte meridional de los
EE.UU., México, Antillas, América Central, América del Sur®, y especificamente en
México, el gusano barrenador del tallo de la cafia de azGcar (Lepidoptera: Pyralidae) se

encuentra distribuido en todas las areas donde se siembra estas gramineas, como en los
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estados de Sonora, Sinaloa, Colima, Jalisco, Nayarnt, Michoacan, Tamaulipas, San Luis
Potosi, Guermrero, Morelos, Durango, Oaxaca, Puebla, Veracruz, México, Quintana Roo,
Campeche y Yucatan®, sin embargo, solo en dos lugares alcanza niveles de dafio muy

importantes, los cuales estan representados por Sinaloa y Tamaulipas.?

DANOS OCASIONADOS

En México, el gusano barrenador del tallo de la cafla de azucar {(Lepiddptera:
Pyralidae) se encuentra distribuido en todas las areas donde se siembra esta graminea,
sin embargo, solo en dos lugares alcanza niveles de dafio muy importantes, los cuales
estédn representados por Sinaloa y Tamaulipas. Z Los ingenios de Sinaloa presentan
indices de dafio que varian del 15% al 30% de los entrenudos bamenados, lo que

ocasiona pérdidas de 2 a 10 toneladas de cafia por hectarea.?

Se estima que por cada larva de Barrenador por planta, si el ataque se produce en
el periodo de llenado de granos de maiz, puede disminuir el rendimiento del 22 al 55% e
incrementarse mas aun en condiciones de sequia. Los bamenadores del tallo causan
dafio a plantas de maiz, principalmente en las zonas costeras tropicales y subtropicales

del pais, donde se han reportado pérdidas globales a nivel nacional del 10 al 20%.2

Los darfios que ocasionan las larvas al barrenar los entrenudos, crean como
consecuencia un debilitamiento de |a planta la cual se puede quebrar con el viento y dejar
la mazorca expuesta a ser devorada por roedores u otros mamiferos. En ocasiones las

larvas pueden barrenar la mazorca y favorecen la entrada de patégenos.

Cuando el ataque es muy temprano, afecta el punto de crecimiento las plantas y
los tallos se distorsionan y “amacollan™ por lo que las plantas no crecen ni llegan a

producir. Se ha determinado que el dafo directo basico causado por los barrenadores en
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plantas que logran desarrollarse, no disminuyen los rendimientos aunque el daiio sea
espectacular. 2

La cafia de azicar es el segundo cultivo de mayor valor e importancia dentro de fa
economia agricola de Colombia (45% de todos los cultivos; Ocampo 1993; ). En la
region de Cauca mas de la mitad del darea superficial es plantada de caila de azicar
(64,000 ha). El bamenador de la cafia de azucar Dialraea saccharalis, es la principal
plaga agricola de |a cafla de azicar. Las pérdidas anuales generadas solo en la region

del Valle de Cauca son estimadas en 53.4 millones de pesos colombianos.?

CANA DE AZUCAR: PARTICIPACION DENTRO DE LA ECONOMIA.

En la economia mexicana, la industria azucarera, por sus caracteristicas, se
inscribe como una de las principales generadoras de empleo regional, lo gque la inserta en
un complicado contexto de intereses econdmicos, politicos y sociales. La agroindustria
de la cafia de azucar en México por su naturaleza, se ubican en zonas rurales del campo
mexicano, generando mas de 300,000 empleos vinculados con la actividad y mas de
150,000 asociados con la vida de las respectivas comunidades, y cerca del 73% de ellos
viven en zonas rurales, lo que quiere decir que la mayoria de la poblacién que vive de
esta actividad estd araigada a la tiema donde producen.?  Su participacion en la
economia nacional dentro del producto interno bruto nacional se ha mantenido alrededor
del 1%, en el sector manufacturero tiene una participacién del 2.4% y en lo que respecta
a la rama de alimentos y bebidas, es de 12.5%. La produccidon nacional de azicar
proviene principalmente del Estado de Veracruz, ubicandose en la entidad el 34% de los

ingenios azucareros del pais. Veracruz cuenta con 22 de los 65 ingenios que hay en el

28



pais y genera mas de 10 mil empleos. Actualmente Veracruz participa con el 47% de la
produccién nacional de caiia de azucar y con el 38% de la produccién nacional de aztcar.
Si comparamos la superficie sembrada contra superficie cosechada a nivel nacional, el
rendimiento en campo por unidad de superficie son de alrededer de 71 ton/ha. en
promedio; estos rendimientos son superiores a los de paises como la India, Brasil, Cuba,
Filipinas, y s6lo estan en promedio un 12% abajo de los rendimientos de paises como

Australia y Estados Unidos.Z

Actualmente, México ocupa el segundo lugar mundial en el consumo per capita de
azucar refinada con 46.1 kilogramos por habitante cada aiio, encontrandose entre los 10
principales productores y consumidores de azicar a nivel mundial; este aumento
corresponde al consumo del azicar en su forma industrializada: refrescos, dulces, panes,
etc. En 1993 su produccion se ubicd alrededor de los cuatro millones de toneladas y su
consumo en 3.8 millones de toneladas con una tendencia hacia la alza en los afios

siguientes. 2

El Estado de Veracruz es el mayor productor de cana de azdcar y derivados, el
cual cuenta con una poblacion economicamente activa (P.E.A.) de 4'133,715 personas,
equivalente al 60% de |a poblacion total del estado. De la P. E. A. en la entidad, el 5% lo
absorbe la industria azucarera que equivale a 184,836 tfrabajadores adscritos a los
ingenios y un total de 893,001 dependientes econémicos del sector (13% de la poblacion

total del estado).?



ESTRATEGIAS DE CONTROL

Los daios efectuados por el barrenador son efectuados cuando la plaga se
encuentra en el estadio larval, pudiendo atacar al cultivo durante todo su desarrollo.
Para contramrestar sus daiios se han utilizado diversos métodos de control, incluyendo al
quimico, fisico, mecanico, cultural, genético y biologico; sin embargo, hasta el momento

no se ha podido disminuir esta plaga a niveles tolerables. %

Son muy diversas las estrategias seguidas para llevar a cabo el control de
barrenador del tallo de la caiia de azucar en las cultivos de caiia de azicar y maiz. Las

recomendadas en el manejo integrado de plagas son:

Control cultural

Las estrategias de este tipo de control llevados a cabo para controlar las
poblaciones de D. saccharalis son: los rastreos y la destruccion de residuos
inmediatamente después de la cosecha, asi como la eliminacién de gramineas maleza en
las orillas e interior del campo, lo cual abate la poblacién de estos insectos en los campos

de cultivo.

La destruccién de los rastrojos de maiz y sorgo durante la época seca, ya sea por
incorporacion o por quema, destruye las larvas en diapausa, aunque esta practica
también puede eliminar enemigos naturales. Las siembras tempranas y variedades
precoces generalmente escapan de los ataques severos. La rotacion de cultivos ayuda a
bajar el indculo en el campo. Evitar sembrar maiz, sorgo y arroz cerca de

la caiia de azdcar es una buena practica. Una buena fertilizacién y densidad de siembra
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minimiza el impacto de infestaciones de la plaga. Es preciso que se lieven a cabo estas

practicas a nivel regional. ®
Control biolégico

Aunque el control bioldgico en los trdpicos tiene una historia larga y exitosa, poca
es la informacion disponible en la literatura internacional. Los bajos costos laborales y los
altos costos de los pesticidas importados han favorecido el desarrollo del control biolégico
aumentativo. En una revision del control biolégico llevado a cabo en las zonas
neotropicales (citas mencionadas entre 1961- 1983), se identifico 163 casos de control
biologico en 18 paises, en donde han reportado el establecimiento™. La mayoria de esos
casos fueron en citricos (42%), otras frutas (16%), cana de azicar (14%), y algodon (6%).
Los paises en los que se reportaron la mayoria de los casos fueron México, Pert, Chile,
Argentina, Brasil, Guayana y Colombia. La taxas de insectos mayormente usados como
enemigos naturales fueron parasitos del orden Hymenoptera (75%), Coledptera (14%) y

Diptera (7%).

Dentro de este tipo de control se contempla el empleo de enemigos naturales y
organismos entomopatogenos. Una de las estrategias mas utilizadas es la liberacién de

Trichogramma sp., una avispa parasita de huevecillos.

De estos métodos de control, Box (1951) explica que el unico medio de econémico
para combatir al gusano barrenador, es restableciendo el equilibrio entre la plaga y sus
enemigos naturales, fomentando de esta manera la reproduccién y liberacion de parasitos
dentro del control biolégico. Al respecto, a partir de 1992 el ingenio de los Mochis
suspendio totalmente la aplicacion de insecticidas en el cultivo de caria de azicar, lo que
favorecio el incremento de las especies de parasitos nativos. Una de las especies nativas

que se ha incrementado significativamente en los ultimos afos es Conura acuta
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(Hymendptera: Chalcididae), un parasito solitario intemo de pupas del gusano

barrenador.?

Tnchogramma spp. (Hymenédptera: Trichogrammatidae) y Telenomus alecto
(Hymendptera: Scelionidae) son parasitoides de los huevos. Los parasitoides larvales
Apanteles diatrasae (Hymenoptera: Braconidae) y Billaea clanpalpis (Diptera: Tachinidae)
ayudan en el control natural de |a plaga, pero tienen un efecto minimo, ya que las larvas y
pupas estan protegidas en los tineles. Cotesia flavipes (Hymenéptera: Braconidae), un
parasitoide introducido a Centroamérica, es criado y liberado para el control de la plaga en

cafaverales de Costa Rica, Panaméd, Colombia, Brasil y México

Sin embargo el uso de enemigos naturales presenta algunas desventajas, donde
por lo reqular son especies exdticas, las cuales no logran adaptarse a los sitios de
liberacion o bien no consiguiendo llevar a cabo el control al no lograr parasitar la plaga.
Los niveles de parasitismo en el area costera de Kenya aun son bastante bajos, pero
parece que estan aumentando con el paso del tiempo. En Madagascar donde C. flavipes
fue liberada contra Chilo sacchariphagus en cafa de azucar, los niveles maximos de
parasitismo (60%) no se obtuvieron hasta 6 anos después de las liberaciones. En
Barbados, donde C. flavipes fue liberado en 1966 contra Diatraea saccharalis en cafia de
azucar, no se pudo recuperar por mas de un aino después de las liberaciones a pesar de
la intensidad de las exploraciones, pero luego el parasitismo se elevé sostenidamente

durante los pocos afios siguientes .2

Control quimico

El control quimico rara vez se justifica, sin embargo si la plaga alcanza el nivel
critico es conveniente hacer las aplicaciones de plaguicidas cuando las larvas aun estén

pequeiias y antes que inicien sus barrenos.*® Actualmente el Gnico insecticida en
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formulacién emulsionable apto para pulvenizaciones sobre el cultivo infestado por esta
plaga, es la Deltametrina al 5%. Este producto es recomendado en dosis de 200 ml/ha

en tratamiento ultra-bajo volumen (UBV) con 2-2,5 It. de acsite agricofa. ®

Debido a su habito alimenticio, el control quimica es deficiente una vez que la larva
bamrena el tallo. Por eso se recomienda hacer monitoreos de huevos y larvas pequenas,
ya que es la unica etapa en que podemos controlar la larva. Se recomiendan productos de
contacto o ingestion aplicados al follaje. Las aplicaciones dirigidas hacia el cogollo
ayudan a reducir las poblaciones de los bamenadores. En caina de azicar no se
recomiendan las aplicaciones de insecticidas cuando se hacen liberaciones de enemigos

naturales, ya que reducen sus poblaciones.™
Control integrado

En cafa se utilizan practicas de control cultural y biolégico en programas
verdaderamente integrados. En maiz, sorgo y amoz, el uso de practicas culturales es la

clave para el manejo de la plaga, al igual que el uso acertado de los muestreos y las

aplicaciones de insecticidas en los momentos oportunos.®'
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HIPOTESIS.

Es posible encontrar una cepa nativa de Bacillus thuningiensis, toxica contra
Diatraea saccharalis y desarmollar un formulado efectivo para su adecuada aplicaciéon

sobre cultivos de caia de azucar.

OBJETIVO GENERAL.

Encontrar una cepa de Bacillus thuningiensis con actividad téxica contra Diatraea
saccharalis y desamollar un formulado efectivo para su adecuada aplicacién en los

cultivos de cana de azucar y protegerio del ataque de D. saccharalis.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS.

o=

o

L o

Implementar la cria masiva de D. saccharalis en el laboratorio.

Realizar ensayos preliminares en el laboratorio para medir la actividad téxica de las
diferentes cepas nativas y de coleccién de B. thuringiensis que se tienen en la
coleccion del Departamento de Microbiologia @ Inmunologia de la F. C. B. UAN.L.,

contra larvas de Diatraea saccharalis en laboratorio.

Obtencidn de la dosis letal media (DLso) y tiempo letal medio (TLso) de Bacillus

thuringiensis para Diatraea saccharalis.

Produccion masiva de la cepa efectiva de B. thuringiensis a nivel planta semipiloto.

Realizar bioensayos de preferencia para D. saccharalis utilizando diferentes matrices

encapsulantes y aditivos fagoestimulantes solos o en combinacion.

Formulacién del extracto de B. thuringiensis en forma de granulados y asperjables

con la incorporacion en el mejor soporte de formulacién.

Evaluar a nivel de laboratorio € invernadero los formulados desarmollados.

35



METODOLOGIA.

ESTABLECIMIENTO DE LA CRIA MASIVA DE Diatraea saccharalis
A NIVEL DE LABORATORIO.

Los ejemplares utilizados para establecer la cria de Diatraea saccharalis fueron
proporcionados por la Dra. Jesusa C. Legaspi de la Texas Agricultural Experiment Station
de la Texas A&M University.

Se implementd la cria de D. saccharalis utilizando la dieta artificial de Shorey. Dada la
existencia de varias dietas especificas reportadas para la cria masiva de Diatraea
saccharalis tales como Pan, Y. S. 1961; Wongsin, T. 1962; Miskiem, G. W. 1965; Salama,
H. S. 1967; Bailey, D. L. 1968; Hensley, S. D. 1968; Dinther, J. B. 1970; Mihm, J. A. 1984,
por comparacion con estas, se hicieron modificaciones a la dieta de Shorey. La cria se
estabiecié a partir del estadio pupal. Las pupas obtenidas fueron sexadas y se colocaron
en cubetas plasticas de 4 Its. de capacidad por separado, las cuales fueron cubiertas con
gasa. Conforme los adultos fueron eclosionando se formé una colonia de adultos en
cubetas plasticas de 4 It de capacidad en donde se colocaron una proporcion de 30
hembras y 20 machos. Las cubetas fueron revestidas con un soporte plastico de
ovoposicion sobre las paredes intemas y base del contenedor y a su vez cubiertas con
una tapa de gasa. Los adultos fueron alimentados con una solucién azucarada al 10%
proporcionadas en almohadillas de algodén humedecidas dentro de copitas plasticas, las
que a su vez fueron cubiertas con una pelicula plastica de polietileno, a la cual se le

hicieron 4 orificios periféricos y 1 central de 2 mm aproximadamente por donde se extrajo
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un pequeiio mechén del algoddn para la alimentacion de los adultos. Los soportes
plasticos de ovoposicion fueron recuperados diariamente. Los huevecillos en el soporte
fueron lavados con una solucion de hipoclorito de sodio al 2%, se dejaron secar por
espacio de 2 horas, y se desprendieron del soporte haciendo un doblez al plastico, el cual
se hace deslizar para que las masas de huevecillos sean desprendidas. Los huevecillos
fueron recuperados y se colocaron en una copita plastica de 4 cm de diametro por 1 cm
de alto, los cuales fueron colocados a su vez sobre una copa de 7 cm de diametro por 3
de alto la cual contiene dieta artificial; esta copa se cubre con una tapa de cartén y
pasaron a ser incubados. Una vez que los huevecillos adquirian la caracteristica de
cabeza negra se les cambid la tapa a la copa por una plastica. Posteriormente al
eclosionar las larvas se formo la colonia de larvas, utilizando copas pldsticas cristalinas
con dieta, en la cual se colocaron 15 larvas por copa y pasaron a ser incubadas.
Aproximadamente a los 12 o 15 dias se realizé un recambio de dieta y se continud con el
proceso de incubacién. Al ir transforméndose al estadio pupal, se lievo a cabo la colecta
diaria y el sexado de las mismas. Las pupas fueron colocadas por sexos en recipientes
plasticos de 4 It de capacidad. A partir de esta etapa se reinicié un nuevo ciclo del
insecto, para crear una nueva generacion. Conforme se implemento la cria del insecto, se
establecieron las condiciones operacionales optimas para la cria de manera masiva de
27°C, un fotoperiodo de 12/ 12 hrs. luz, y una atmésfera de 70- 80 % de humedad

relativa.

EVALUACION PREELIMINAR DEL EFECTO TOXICO DE EXTRACTOS
ESPORA- CRISTAL DE Bacillus thuringiensis.

Para seleccionar una cepa de B. thuringiensis con actividad téxica contra D.
saccharalis se probaron cepas nativas y de coleccion, mediante bioensayos de

37



incorporacidn a la dieta bajo las dosis de 50 y 500 ug de extracto de B. thuringiensis por

mi de dieta, utilizando larvas de Diafraea saccharalis de 2 dias.

Para ello se obtuvieron los extractos espora- cristal de las diferentes cepas de Baciflus
thuringiensis a probar. A partir del cepario de laboratorio mantenido en tubos con agar
nutritivo inclinado, se inicid la activacion de la cepa de Bacillus thuringiensis en tubo con
agar nutritivo inclinado, el cual se incuba por 18 hrs. A 30°C. A partir de la cepa activada
en agar nutritivo, esta pasd a un medio de enriquecimiento en matraces de 250 ml con 50
ml de caldo triptosa fosfato (CTP), los cuales fueron incubados por 18 hrs. a 30°C y 200
r.p.m. de agitacion. Posterioormente fueron inoculados 5- 8 matraces de 500 ml de
capacidad con 100 ml de medio de cultivo a base de melaza, harina de soya, liquido de
remojo de maiz y carbonato de calcio. Los matraces se mantuvieron en agitacién a 200
r.p.m. a una temperatura de 30°C. Los matraces fueron monitoreados cada 6 horas,
hasta observar el inicio de |a esporulacién. Una vez iniciada la esporulacion el monitoreo
se realiz6 cada 2 horas, hasta la aparicion de un 80% de esporulacion, tiempo en el que el
proceso termina. A continuacion el pH del medio de cultivo fue medido y ajustado en el
rango 7.0- 7.2. El complejo espora- cristal se obtuvo por el método de lactosa- acetona
(Duimage, 1970), para ello el medio de cultivo se centrifugé a 10,000 r.p.m. por 30
minutos a 5°c y el pellet obtenido fue pesado. Se prepand una solucion de lactosa al 5%
en una proporcién de 1.71 veces el peso del precipitado o pellet, la cual se adicioné al
pellet y se inicié un proceso de agitacién en una base magnética a una velocidad media
por espacio de 30 minutos. A continuacion se adicion6 3.34 volumenes de acetona en
relacién al peso del precipitado y el volumen de lactosa al 5% adicionado, continuando la
agitacion por 30 minutos mas. Se realiz6 después el proceso de obtencion del extracto
espora- cristal de Bacillus thuningiensis mediante un proceso de filtracion al vaci6.

Finalmente el extracto fue pulverizado y almacenado.
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Posteriormmente los extractos de B. thuningiensis fueron incorporados a la dieta artificial
bajo las dosis de 50 y 500 pg/ ml de dieta, la cual se disperso en copas (25 copas para
cada dosis). Después la dieta se dejé solidificar por espacio de 2 horas, se les transfierié
una larva de D. saccharalis de 2 dias de edad a cada copa y fueron tapadas; las 25 copas
sa depositaron en una bolsa de papel y se incubaron a 30°c y 80% de H. R. El bioensayo
fue realizado por triplicado. Un total de 75 larvas se probaron por cada dosis para cada
extracto de B. thuningiensis. La mortalidad se registrd a los 7 dias. Como controles se
utilizaron copas con dieta sin extracto de B. thunngiensis. Los datos fueron reportados

como porcentajes de mortalidad.

DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (DLs) DE
Bacillus thuringlensis CONTRA D. saccharalis.

De la o las cepas que presentaron una actividad toxica mayor al 60% en contra de
Diatraea saccharalis, se les realizé un bioensayo utilizando 8 concentraciones para
determinar la dosis letal media (Dlsg). Los exiractos de B. thuningiensis fueron
incorporados a la dieta artificial en las dosis de 10, 25, 35, 55, 65, 75, 85 y 100 pg/ ml y se
dispersaron en copas (25 copas para cada dosis). Después [a dieta se dejé solidificar por
espacio de 2 horas, se les transfierié una larva de D. saccharalis de 2 dias de edad a
cada copa y se taparon; las 25 copas se depositaron en una bolsa de papel y se
incubaron a 30°C y 80% de H. R.  El bicensayo se realizé6 por triplicado, en dias
diferentes segun la cepa. Un total de 75 larvas se probaron por cada dosis para cada

extracto de B. thuningiensis. La mortalidad se registro a los 7 dias. Como controles se
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utilizaron copas con la dieta sin extracto de B. thuringiensis. Los resultados fueron

analizados mediante un andlisis probit y se selecciono la cepa mas tdxica.

DETERMINACION DEL TIEMPO LETAL MEDIO (TLso)

A la cepa que presenté la mayor actividad téxica a una DLs baja, se le determiné
el tiempo letal medio contra D. saccharalis mediante un bioensayo de incorporacién a la
dieta, donde se adicion6 el extracto de Bacillus thuringiensis a la dosis letal media (DLso),
determinado anteriormente. El extracto de B. thuringiensis incorporado a la dieta se
disperso en copas (25 copas para cada dosis). Después la dieta se dejd solidificar por
espacio de 2 horas, se les transfierié una larva de D. saccharalis de 2 dias de edad a
cada copa y se tapé. Las 25 copas se depositaron en una bolsa de papel y se incubaron
a 30°C y 80% de H. R. Un total de 150 larvas se ensayaron para el extracto de B.
thuningiensis. La mortalidad se registro dianamente por espacio de 7 dias consecutivos.

Como controles se utilizaron copas con dieta sin extracto de 8. thuningiensis.

PROPAGACION MASIVA B. thuringiensis.

La cepa mas efectiva contra D. saccharalis se propagd en un biorreactor New
Brunswick Sc. Co. de 14 litros de capacidad con 7 litros de medio a base de melaza. El
escalamiento del proceso se llevd a cabo primero activando la cepa en tubos con agar
nutritivo inclinado por 18 horas a 30°C. A continuacién se inocularon matraces de 250 ml
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conteniendo 50 ml de caldo triptosa fosfato e incubaron por 18 horas a 30°c., transcurrido
este tiempo se inocularon matraces de 500 ml con 100 ml de medio a base de melaza,
harina de soya, carbonato de calcio y liquido de remojo de maiz. Después los tanques
del biorreactor con 7 Its de medio a base de melaza, fueron inoculados al 1% con el medio
melaza de los matraces de 500 ml. Los parametros de femmentacién que se utilizaron
fueron 30°C, pH 7.1, 1 v.v.m. de aireacién y 500 r.p.m. de agitacién. (Galan Wong, 1983).
Una vez iniciado el proceso, este fue monitoreado cada 4 horas tomando una alicuota del
medio de cultivo para detectar el proceso de esporulacion mediante una laminilla con
tincion simple, midiendo ademas el pH del medio de cultivo. Una vez iniciado este, el
intervalo de monitoreo se acortd a 2 y 1 hora. Al observar el 80 % de células en
esporulacién, se pard el proceso. El extracto fue obtenido usando el método de co-

precipitacion lactosa- acetona (Dulmage, 1970), mencionado con anterioridad.

BIOENSAYO DE PREFERENCIA ALIMENTICIA

Para hacer los bioensayos de preferencia para D. saccharalis se elaboraron soportes
de formulacidn granulares a partir de pectina, gelatina, una mezcla de gelatina y pectina
en proporcion 1:1 y 1:2 como matrices encapsulantes, solos 0 en combinaciéon con un
aditivo fagoestimulantes como la melaza, poivo de maiz (panoja), polvo de zanahoria y
coax, en una proporcion del 4%. Los soportes se elaboraron sin extracto de B.
thuringiensis por el método descrito por Morales et al.,, 1998. Los ingredientes sélidos
fueron homogenizados mediante el tamizado de los mismos, e integrados mediante la
adicién minima de agua, hasta formar una pasta, la cual se dejé reposar por 2 horas a
temperatura ambiente. La pasta se hizo pasar a través de un tamiz malla # 20 por acciéon

de presion. El material obtenido se pasé a través de un tamiz malla # 6 por accion
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rotatoria. Se colectaron los soportes obtenidos y se secaron bajo una campana de flujo

laminar por espacio de 18 hrs. Los soportes fueron almacenados en recipientes plasticos.

En total se elaboraron 20 tipos de soportes. La Tabla 1 muestra los diferentes tipos de

soportes desarrollados.

Tabla 1.- TIPOS DE SOPORTES DISENADQS.

N Pectina Gelatina Gelatina: Pectina 1:1 | Gelatina : Pectina 1:2
(Po) (Gl) (Gl:Po 1:1) (Gl:Po 1:2)
Coax (coa) Po- coa Gl-coa Gl:Po 1:1- coa Gl:Po 1:2- coa
Panoja (pan) Po- pan Gl- pan Gl:Po 1:1- pan Gl:Po 1:2- pan
Zanahoria(zan) Po- zan Gl-zan Gl:Po 1:1- zan Gl:Po 1:2- zan
Melaza (mel) Po- mel Gl- mel GlPo 1:1- mel Gl:Po 1:2- mel
s.f. Po Gl Gl:Po 1:1 Gl:Po 1:2

Pos Pactine, Gi= gelatine, GkPo 1:1= gelatine: pacting 1:1, GiPo 12= gelatine: pacting 1: 2, cos= coax, pan= poivo te pancis de Maiz, zan= poivo de zanshoria,
mel= melazay .= sin fago estimulanie

Para hacer el bioensayo de preferencia de alimentacion para D. saccharalis se uso el
método de dos altemativas descrito por Bartiet et al., 1990, Se utilizaron cajas petride 5
cm de diametro con el fondo cubierto con una mezcla de pasta de paris y carbén activado
granulado en una proporcion 15:1. Las cajas fueron humedecidas y se depositaron en
sitios opuestos 25 mg del soporte a comparar, dejandolos hidratar por espacio de 1 hora.
Se realizaron una combinacion por pares de los soportes diseiiados, para ello un tipo de
soporte se enfrento con cada uno de los 19 soportes restantes. Un total de 210 pares de
soportes fueron comparados y se realizaron 5 repeticiones para cada comparacién. A

cada caja con el par de soportes a comparar se le transfirieron 10 larvas de D. saccharalis
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de 2 d, y se dejaron durante toda la noche bajo oscuridad a 30°C y 80% de H. R.
Aproximadamente 24 horas después, las cajas fueron congeladas a —30°C y el numero de
larvas sobre cada sitio fue registrado. Los soportes de formulacion elaborados fueron
comparados enfrentandose, ademds contra trozos de cafia de aziicar de 0.125 cm®, como

parametro de comparacion.

Los resultados fueron analizados por ANOVA.

FORMULACION DE Bacillus thuringiensis.

Postenommente se desarrollaron formulados granulares y asperjables con el soporte y

aditivo mas aceptado por D. saccharalis, usando B. thuringiensis al 7%.

Los formulados granulares se elaboraron de acuerdo al método reportado por Morales
L., 1996. Los materiales sdlidos se homogenizaron con el extracte de B. thuringiensis y
posteriormente con la minima cantidad de agua, se formé una pasta la cual se dej6
reposar de 1 a 2 horas a temperatura ambiente y a continuacién se hizo pasar a través de
una malla # 20 por accién de la aplicacion de presion y después a través de una malla # 6
por accion rotativa. Los formulados granulares se dejaron secar durante toda la noche en

una campana de fiujo laminar.

Para elaborar los formulados asperjables se utilizé el método descrito por De Luna S.
E., 1998. Se prepararon soluciones de la matriz encapsulante al 2% en agua, en las
cuales se dispersaron los aditivos al 4% y el extracto de B. thunngiensis al 7%. Las
formulaciones asperjables elaboradas fueron secadas utilizando un secador por aspersion

APEX modelo SSE68. Se améd el secador y se conectaron al panel de control, las
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mangueras provenientes de los compresores de aire. El aparato fue encendido y se
inicié la inyeccién de la formulacién asperjable a un flujo de alimentacién de 8 ml/ min.,
una vez que las condiciones de secado por aspersion se regularon a una temperatura de
la cdmara de 130- 140°C, una temperatura de salida de 75- 85°C, 6 resistencias de
calentamiento y una presién de aire para la aspersion de 3,600- 4,200 kPa/ cm®. El polvo
del formulado seco se colectdé en frascos plasticos. Una vez secada la formulacién se
inyecté agua destilada durante 5 minutos para limpiar la manguera de alimentacién y el
atomizador centrifuga. Terminado el secado, el aparato sigue funcionando por 3 minutos
mas sin alimentacion alguna, para tratar de disminuir la humedad relativa en los frascos

de colecta. Los formulados asperjables secos fueron pesados y almacenados.

EVALUACION DE LOS FORMULADOS
A NIVEL DE LABORATORIO.

Una vez obtenidos los formulados se realizaron bioensayos en laboratorio para

determinar la actividad tdxica de B. thunngiensis en los formulados.

Para los formulados granulares se utilizo el método reportado por Dunkie y Shasha,
1988. Para ello se utilizaron cajas petri de 5 cm de diametro con el fondo cubierto con
una capa de la mezcla a partir de pasta de paris y carbén activado 15:1. Se
humedecieron las cajas y se colocaron en el centro 20 mg del formulado, el cual se dejo
hidratar por espacio de 1 hora tapando el recipiente, posteriormente se expusieron 20
larvas de D. saccharalis de 2 dias y se les dej6 alimentarse sobre el formulado durante 24
horas. Para cada formulado se usaron 5 repeticiones. Ademas fueron evaluadas una

formulacion comercial a base de B. thuningiensis var. kurstaki al 15%, de nombre Lepinox



® y otra formulacién bioquimica a base de acidos grasos saponificables de soya al 15%,
de nombre Biodux ®, comercializados por Abott Labs. y Duxon APS respectivamente.
Como controles fueron utilizados las formulaciones blanco sin B. thuringiensis. Los
tratamientos se evaluaron bajo 5 replicas. Después de las 24 horas de exposicion a los
formulados, se registr6 la mortalidad, y se calcularon los porcentajes de mortalidad. Los
resultados fueron analizados mediante ANOVA. De las larvas sobrevivientes se
seleccionaron 5 larvas de cada caja petri (25 en total para cada formulado) y fueron
transferidas a copas individuales conteniendo dieta artificial para D. saccharalis. Las 25
copas se depositaron en bolsas de papel y pasaron a incubarse a 30°C y upa atmésfera
de 80% de H.R. La mortalidad se registré a los 7 dias y se calcularon los porcentajes de

monrtalidad.

Para los formulados asperjables, se caiculo la cantidad del formulado seco que fue
reconstituido en agua estéril, para incorporarse a la dieta artificial para D. saccharalis a las
dosis de 50 y 500 ug del extracto de B. thuringiensis / ml de dieta. A continuacién la dieta
se distribuy6 en copas (25 copas para cada dosis). Después de que |a dieta se solidific,
se dejo reposar por 2 horas y se les transfirid una larva de D. saccharalis de 2 dias de
edad a cada copa, las cuales se taparon. Las 25 copas se depositaron en una bolsa de
papel y se incubaron a 30°c y 80% de H. R. Un total de 75 larvas se probaron por cada
dosis para cada formulacion. La mortalidad se registré a los 7 dias. Como controles se
utilizaron copas con dieta artificial sin formulacién de B. thuningiensis. Ademas fueron
evaluadas a las dosis antes mencionadas, una formulacion comercial a base de 8.
thuringiensis var. kurstaki al 15%, de nombre Lepinox ® y otra formulacidén bioquimica a
base de acidos grasos saponificables de soya al 15%, de nombre Biodux ®,
comercializados por Abott Labs. y Duxon APS respectivaments. La mortalidad se

registrd a los 7 dias y fueron analizados mediante un ANOVA.
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EVALUACION DE LOS FORMULADOS A
NIVEL DE INVERNADERO.

Para evaluar los formulados en el invemadero se usaron plantas de maiz var.
hualahuises de 15-25 dias de edad. Las semillas fueron plantadas en recipientss
plasticos de 2 It de capacidad, y sometidas a regimenes de riego cada tercer dia. Una
vez que las plantas presentaron la 6® hoja, se realizé el bioensayo. Para evaluar la
eficacia de los formulados granulares y/o asperjables de B. thuringiensis desarrollados
para el control de D. saccharalis, las formulaciones granulares fueron aplicadas en el
cogollo a razén de 100 mg del formulado/ planta, mientras que las formulaciones
asperjables se aplicaron por aspersiéon cubriendo de manera homogénea todo el follaje.
Los tratamientos se infestaron de manera artificial mediante la colocacién de 10 larvas de
Diatraea saccharalis de 2 dias de edad. Los tratamientos evaluados los conformaron 12
lotes de 15 plantas cada uno: 2 formulaciones granulares y 2 asperjables de B.
thuringiensis, 2 formulaciones granulares y 2 asperjables sin B. thuringiensis, una
formulacién comercial de B. thuringiensis var. kurstaki al 15% de nombre Lepinox ®
aplicado en forma granular y por aspersion, una formulacién bioquimica a base de acidos
grasos saponificables de soya al 15% de nombre Biodux ®, comercializados por Abott
Labs. y Duxon APS respectivamente y un lote control sin tratar. El dafio se evalu6 por la
longitud de los tineles que D. saccharalis hizo en los tallos de maiz, para 1o que se
cortaron desde la base las 15 plantas de cada tratamiento.(M. McGuire et al. 1994).
Ademas se determino el % de infestacion, % de intensidad e indice de infestacion,
determinando en la muestra el nimero de tallos afectados, numero de tallos totales,
entrenudos totales y entrenudos afectados; ademas se registré la medida de los tallos y

su estado fisiologico (verde o seca).



Para ello utilizamos la férmula recomendada por el INICA.

% infestacion=A C
B
Donde:

A = Tallos afectados
B = Tallos totales

C=100

% de intensidad=D C
E
Donde:

D = Entrenudos afectados
E = Entrenudos totales

C=100

indice de Infestacion (1. 1.)

. ). =% Inf. X % Int.
100
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Para categorizar las plantas tratadas segin su grado de resistencia utilizamos la escala

de Noda y col (1983).

% Intensidad | Grado de intensidad

0 0 Altamente resistente
0,01-5 1

5-10 2 Resistente
10.01-15 3

15.01-20 4

20.01-25 |5 Moderadamente resistente
25.01-30 |6

3001-35 |7
35.01-40 |8 Susceptible

40.01 -mas |9 Altamente susceptible

Ademas, se realizaron analisis de varianzas simples para comprobar que tratamiento
es mas efactivo, el efecto de los formulados blanco contra los formulados con ingredientes
activo, el efecto del tipo de formulado (granular o asperjable), y el efecto de los

formulados con ingrediente activo.



RESULTADOS

ESTABLECIMIENTO DE LA CRIA MASIVA DE Diatraea saccharalis
A NIVEL DE LABORATORIO.

Inicialmente realizamos una comparacion baséandonos en la composicién de las dietas
para la cria especifica de D. saccharalis como las reportadas por Pan, Y. S. 1961;
Wongsiri, T. 1962; Miskiem, G. W. 1965; Salama, H. S. 1967; Bailey, D. L. 1968; Hensley,
S. D. 1968; Dinther, J. B. 1970 y Mihm, J. A. 1984, con la dieta artificial de Shorey.
Soportandose en esta comparacién encontramos que todas las fuentes nutrimentales
basicas las poseian tanto las dietas especificas como la de Shorey, y solamente 2 de los
componentes de las dietas especificas se encontraban en mayor proporcion; estos
componentes son la sacarosa y el agar, los cuales son [a fuente de azucares necesarios
para el insecto y la }ueMe que le da mayor consistencia a la dieta, lo que facilita que el

insecto la barrene durante su fase larvaria. Estos dos camponentes se incrementaron de

13 a 25 gramos y de 14 a 20 gramos respectivamente.

La cria fue implementada en nuestro laboratorio a partir del estadio pupal. Con ellas se
formé la colonia lograndose obtener una 1* generacién foormada de 10 machos y 16
hembras, cuyo peso en promedio fue de 0.0719 % 0.0127 y 0.1182 & 0.01206 gr
respectivamente. Con la finalidad de comparar los pesos de las pupas obtenidos al inicio
del establecimiento, se monitoreo los pesos de las mismas en |la 5* generacion, una vez
que se adecuaron las condiciones operacionales, nutrimentales y ambientales del
establecimiento y que se tenia la colonia establecida para continuar con el desarrollo del
proyecto, donde se obtuvieron 228 machos y 261 hembras, cuyos pesos promedios

fueron de 0.0756 £ 0.0165 y 0.1238 £ 0.0287 gr.
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Para el establecimiento de la cria, iniciaimente las pupas fueron sexadas y colocadas
en cubetas en base al sexo g1 Posteriormente conforme los adultos fueron
eclosionando a partir del estadio pupal, se formé la colonia de adultos colocandolos en
una proporcién de 30 hembras y 20 machos en botes de 4 Its. de capacidad recubiertos
con un soporte plastico para la ovoposicion gg2 y como tapa se utilizé una cubierta de
gasa. Dentro de las cubetas, los adultos son alimentados con una solucién azucarada al
10% proporcionada en botecillos con un algodén saturado con la solucidn rg3, la cual se
recubre con una pelicula de polietileno con 4 perforaciones periféricas y una central de
2mm de diametro cada una, a través del cual se extraen pequefios mechones de los

cuales se alimentan.

Posteriormente los soportes son recambiados cada 24 horas, el cual es lavado con una
solucién de hipoclorito de sodio al 2.5 % y enjuagado con agua potable. Una vez lavados
los soportes con los huevecillos, se dejan secar por aspacio de 2 horas, para después ser
desprendidos de los soportes de ovoposicion. @ge LOS huevecillos colectados se
colocan en copas pequeias de 4 por 1 cm g5, que a su vez son colocadas en copas de
7.5 por 5 cm conteniendo 2/3 partes de su capacidad con la dieta del insecto iy las
cuales son cubiertas con una tapa de cartén. De esta manera los huevecillos son
incubados bajo una atmésfera aproximada de 80% de humedad relativa favoreciendo su
desamrollo a traves de sus fases y permmitiéndonos aumentar la cantidad de larvas
obtenidas. @y.7.9. LOS huevecillos al momento de ser colectados exhiben una coloracién
crema, los cuales a las 48 horas de incubacidn presentan un cambio en la pigmentacién al
cambiar a una coloracibn marrén; posteriormente a las 96 horas los husvecillos
presentan la caracteristica de cabeza negra, etapa en la cual se hace un recambio de
tapa por una plastica, evitando el escape de larvas al momento de eclosionar al 5° dia.

Una vez que las larvas empiezan a eclosionar de los huevecillos, estas pasan
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directamente a alimentarse a la dieta artificial de la copa gg10. A continuacién al cumplir
dos dias de eclosionadas las larvas, se prepara la dieta artificial y esta es vertida en
copas de 7.5 por 4 cm a 2/3 de su capacidad, se deja enfriar por espacio de 3 horas y se

forma una colonia de insectos de aproximadamente 750 a 1000 ejemplares (g.19).

A la mitad del ciclo larval, las larvas son transferidas a copas con dieta nueva para
seguir y terminar con su desarrollo larval. Una vez terminado el ciclo larval, inicia el
proceso de la pupacion de larvas en el interior de la dieta gg.12, por 10 que se procede
a recolectarias del interior de |a dieta, sexarlas, separarias y formar las colonias de pupas

para continuar un nuevo ciclo.

El ciclo del insacto criado bajo las condiciones de 26-27°c, 70- 80% de H. R. y un
fotoperiodo de 12/ 12h, es de 36 a 40 dias, correspondientes a 5 dias para el paso del
estadio de huevecillo a larva, 20 a 24 dias del paso de larva a pupa, de 7- 9 dias del paso

de pupa a adulto y 3 dias como adultos (g, 1)-

EVALUACION PREELIMINAR DEL EFECTO TOXICO DE EXTRACTOS
ESPORA- CRISTAL DE Baciflus thuringiensis

Una vez establecida la cria de Diatraea saccharalis por cinco generaciones se
procedié a probar el efecto téxico de 12 cepas de Bacillus thuringiensis, de las cuales 3
son cepas nativas y 9 de la coleccion H.D. Entre las cepas ensayadas estuvieron la GM
7, GM 10, GM 34, HD2, HD 9, HD 29, HD 37, HD 59, HD73, HD133, HD137 y HD551, las
que fueron seleccionadas en base a su toxicidad contra lepid6pteros y el contenido de
proteinas Cry reportadas en la literatura. Estas cepas se probaron mediante un
bioensayo preeliminar para medir su efecto toxico contra larvas de Diatraea saccharalis
de 2 dias, a las dosis de 50 y 500 pg de B. thuningiensis/ ml. causando porcentajes de
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mortalidad bajo la dosis de 50 ug de B. thuringiensis/ ml de 62, 69, 77, 37, 11, 57, 43, 41,

51, 71, 59 y 87% respectivamente . 2.

Con la finalidad de comprobar estadisticamente que cepas son las mas tdxicas se
realiza un andlisis de varianza donde se compara el efecto de las variables tipo de cepa
contra mortalidad causada por la dosis de 50 ug/ ml, aprecidndose la existencia de una
alta diferencia significativa entre las dos variables (F= 13.4688, g.l.= 11, p< 0.05).
Mediante una comparacién miltiple de medias de Tuckey, se comobora la alta diferencia
significativa existente entre las dos variables, relacionando los tratamientos en 3 grupos
con niveles de significancia diferentes rame 2, donde en el primer grupo con la mas alta
toxicidad quedan asociadas en un mismo nivel de significancia, las cepas GM34, HD133,
HD 551, GM10 y GM7. Posteriomnente cuando se compara las variables tipo de cepa
contra mortalidad causada por la dosis de 500 ug/ ml mediante un analisis de varianza, se
observa la existencia de una alta diferencia significativa entre las dos variables (F=
30.454, g.1.= 11, p< 0.095), lo cual se reafirma después mediante una comparacion multiple
de medias de Tuckey, agrupandonos los tratamientos en 3 niveles de significancia
diferentes qaw z-  Finalmente se realiz6 un tercer analisis de varianza donde se
comparan las variables dosis contra mortalidad, indicAndonos la existencia de una alta
diferencia significativa entre las dos variables (F= 46.394, g.|.= 2, p< 0.05) Posteriormente
mediante la prueba de comparacién multiple de medias de Tuckey, esta nos separ® los 3

tratamientos en 3 grupos significativamente diferentes rawa 3.

Mediante los resultados del preeliminar del efecto toxico de Bacillus thuringiensis

contra Diatraea saccharalis, se escogieron aquellas cepas que mostraron tener un efecto
toxico por arriba del 60% de mortalidad bajo la dosis de 50 ug/ ml; siendo estas las cepas

GM34, HD 133, HD 551, GM10 y GM 7 (Grafica 2-
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DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (LDs) DE
Bacillus thuringlensis CONTRA D. saccharalls.

Una vez seleccionadas las cepas de Bacillus thuningiensis mas téxicas contra Diatraea
saccharalis, se procedi6 a llevar a cabo la determinacién de la dosis letal media (LDso)
para las cepas GM7, GM10, GM34, HD133, HD551 y para las combinaciones equimolares
de las cepas GM10/ GM34 y HD133/ HD551. Para ello se realizd un bicensayo de
incorporacion a la dieta, donde el extracto espora- cristal de las cepas mas téxicas se

incorporaron a las dosis de 10, 25, 35, 55, 65, 75, 85y 100 pg/ mi.

Las dosis letales medias obtenidas fueron de 95,99 pg/ ml para la GM7, 104.99 pg/
ml para la GM10, 33.21pg/ ml para la GM34, 85.63 pg/ ml para la HD133, 67.22 pg/ mi
para la HD551, 65.91 pg/ ml para la combinacion GM10/GM34 y 67.68 ug/ ml para la
combinacién HD133/HD551 cnna3. Basandose en estos resultados la cepa GM34 de B.
thuningiensis fue seleccionada ya que resultd ser la mas toxica, dado que se requiere de

una dosis baja para matar el 50% de la poblacion.

DETERMINACION DEL TIEMPO LETAL MEDIO (TLso)

Una vez seleccionada la cepa GM 34 de Bacillus thuningiensis como la mas téxica
contra Diatraea saccharalis, se procedié a determinar su tiempo letal medio contra este
insecto plaga. Para ello se llevd a cabo 2 determinaciones por friplicado de este
parametro, siendo estos tiempos letales medios de 3.9, 3.6, 4.7, 4.7, 5.4 y 5.0 dias,

resultando como TlLs promedio 4.55 + 0.667d para esta cepa contra D. saccharalis (raia 4
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BIOENSAYO DE PREFERENCIA ALIMENTICIA

Posteriormente teniendo |a cepa de Bacillus thuringiensis mas toxica y sus parametros
de toxicidad como lo son la dosis letal media y tiempo letal medio, continuamos con la
bisqueda de una adecuado soporte para el entomopatégeno para desamollar un

formulado, el cual tenga un efecto fagoestimulante.

Se elaboraron 20 soportes diferentes compuestos de una matriz polimérica sola y/o
combinada con un aditivo fagoestimulante e 0. 1). Mediante bioensayos de preferencia
alimenticia se procedi6 a seleccionar un soporte 6ptimo para formular a Bacillus
thuringiensis GM34, el cual tuviese un efecto fagoestimulante para D. saccharalis,
probando ademas la preferencia que tiene por ellos contra trozos de caifa de azicar.
Cuando se analiza el grado de preferencia presentado por las larvas contra los 20
soportes de formulacion y los trozos de cana de az(car en relacién al nimero de larvas
atraidas mediante un ANOVA, ello nos amoja la existencia de una alta diferencia
significativa (F= 40.385, g.l.= 20, P< 0.05). Consecutivamente mediante la prueba de
Tuckey, nos confirma la alta diferencia significativa existente en relacion con la
preferencia alimenticia, agrupandonos los 21 tratamientos (20 soportes y 1 cafia de
azucar) en 11 grupos de significancia distintos mave 5. De estos los tratamientos
mayormente aceptados son los compuestos de gelatina panoja (Glpan) en primer lugar, y

la caiia de azicar y gelatina melaza (GI- mel) en segundo, presentando como Medias 1 D.

Std. 4.59+1.99, 3.851:1.90 y 3.14 + 1.85 larvas atraidas respectivamente. @rncs 4

Por otra parte se realiza un segundo andlisis con la finalidad de comprobar el efecto
que tienen los soportes con fagoestimulantes y los que carecen de ellos, evaluando como
parametro de comparacion con trozos de cafa de azucar. Para ello se analiza el efecto
de preferencia hacia los soportes con o sin fagoestimulantes y la caila de aziicar contra

el nimero de larvas atraidas, indicAndonos la existencia de una alta diferencia
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significativa (F= 129.88, g.1.=2, P<0.05); a continuacién mediante la prueba de Tuckey nos
confima la existencia de la diferencia significativa en relacion con la preferencia,
agrupandonos los tratamientos en 2 grupos con niveles de significancia diferentes . -
Los tratamientos primeramente aceptados son la cana de azicar y los soportes con
fagoestimulantes y en segundo lugar se agrupan los soportes sin fagoestimulantes,
presentando como medias de atraccién 3.85 + 1.80, 2.23 + 1.76 y 1.10 £ 1.23 larvas
respectivamente (grafica 5).

Una vez encontrado el efecto que provoca la presencia de fagoestimulantes en los
soportes de formulacion, se procede a comprobar el efecto que induce cada uno de los
fagoestimulantes probados. Para ello un tercer analisis realizado fue un ANOVA en
donde se analizaron [as variables tipo de fagoestimulante contra el nimero de larvas
atraidas, el cual nos indica la existencia de una alta diferencia significativa entre las
variables (F= 98.394, g.l= 5, P<0.05). Posteriomente mediante la prueba de
comparacion multiple de Tuckey, nos confirma la existencia de una alta diferencia
significativa, agrupandonos los 6 fratamientos en 5 niveles de significativamente
diferentesgrana - LOS tratamientos mayormente aceptados son la cafia de azicar en
primer lugar, la panoja en segundo y la melaza en tercero, presentando como medias 3.85

+1.90, 3.15+1.93y 2.26 + 1.70 larvas atraidas respectivamente (grfica ).

Comprobado el efecto que provocan los soportes con aditivos y sin ellos, asi como
cada uno de los aditivos probados, a continuacién con el propésito de comprobar el efecto
que provoca cada una de las matrices encapsulantes en relacién a la preferencia
alimenticia de D. saccharalis se realizé un analisis de varianza de las variables tipo de
matriz encapsulante sin aditivo contra el nimero de larvas atraidas, demostrandonos la
existencia de una alta diferencia significativa entre ambas variables (F= 63.835, g.|.= 4,

P<0.05). Después mediante la prueba de comparacién multiple de medias de Tuckey nos
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reafima la existencia de la alta diferencia significativa existente en la relacion de las
variables tipo de matriz encapsulante y nimero de larvas atraidas, agrupandonos los 5
tratamientos en 3 niveles de significancia diferentes rums. LOs tratamientos mayormente
aceptadas son la cafia de azlicar en primer lugar y la gelatina en segundo, presentando

como medias 3.85 + 1.90 y 2.73 1 2.07 larvas atraidas respectivamenteranca 7)-

Finaimente se realizaron algunos anélisis de varianza donde se analizaron las
variables tipo soporte a base de cada matnz encapsulante contra el nimero de larvas
atraidas, con la finalidad de ver el efecto de los soportes compuestos a partir de una
misma matriz encapsulante en relacion a la preferencia. En primer lugar se analizaron
las variables tipo de soporte a base de gelatina contra el numero de larvas atraidas, el
cual nos indica la existencia de una alta diferencia significativa entre ambas variables (F=
48.554, g.|.= 5, P<0.05). Posteriormente mediante la prueba de comparacién maltiple de
Tuckey, nos confima la existencia de la alta diferencia significativa, agrupandonos los 6
tratamientos en 4 niveles de significativamente diferentesr.wg. L0S soportes a base de
gelatina mayormente aceptados son gelatina panoja (Gl-pan) en primer lugar, y la cafia de
azicar y gelatina melaza (Gl-mel) en segundo lugar, los cuales comparten el mismo nivel
de significancia, presentando como medias 4.59 + 1.99, 3.85+1.90y 3.14 + 1.85 larvas
atraidas respectivamente Grfag. EN segundo lugar se analizaron las variables tipo de
soporte a base de pectina contra el nimero de larvas atraidas, el cual nos indica la
existencia de una alta diferencia significativa entre las variables (F= 62.294, g.l.= 5,
P<0.05). Consecutivamente mediante la prueba de comparacién muitiple de Tuckey nos
confirma la existencia de una alta diferencia significativa, agrupandonos los 6 tratamientos
en 4 niveles de significativamente diferenteSraa 100 LOS tratamientos mayormente
aceptados son la cafia de azucar en primer lugar y la pectina panoja (Po-pan) en

segundo, presentando como medias 3.85 + 1.90 y 262 + 1.73 larvas atraidas



respectivamente caaa®. EN tercer lugar se analizaron las variables tipo soporte a partir
de gelatina: pectina en proporcion 1:1 contra el nimero de larvas atraidas, el cual nos
indica la existencia de una alta diferencia significativa entre ambas variables (F= 39.506,
g.1.= 5, P<0.05); enseguida mediante la prueba de comparacion multiple de Tuckey, se
confirma la existencia de una alta diferencia significativa, agrupandonos los 6 tratamientos
en 5 niveles de significativamente diferentesqgane 11). LOS tratamientos mayormente
aceptados son la caiia de azucar en primer lugar, y gelatina: pectina 1:1 panoja (Gl:Po
1:1-pan) y gelatina: pectina 1:1 melaza (Gl:Po 1:1-mel) en segundo lugar, los cuales
comparten un mismo nivel de significancia, presentando como medias 3.85 £ 1.90, 2.59 +
1.62 y 2.18 + 1.62 larvas atraidas respectivamente (s 19- Y COmo cuarto lugar se
analizaron las variables tipo soporte a base de gelatina: pectina en proporcion 1:2 contra
el numero de larvas atraidas, el cual nos indica la existencia de una alta diferencia
significativa entre las variables (F= 41.176, g.1.= 5, P<0.05), lo cual se confirma mediante
la prueba de comparacion multiple de Tuckey, agrupandonos los 6 tratamientos en 4
niveles de significativamente diferentesraus 12. Los tratamientos mayormente aceptados
son la cafia de azdcar en primera instancia y gelatina: pectina 1:2 panoja (Gl:Po 1:2-pan)
en segundo, los cuales presentaron como medias 3.85 + 1.90 y 2.81 £+ 1.62 larvas

atraidas respectivamente Gufica 11)-

FORMULACION DE Baclilus thuringlensis.

Una vez teniendo seleccionada la cepa mas toxica de Bacillus thuringiensis y los

soportes de formulacién mas aceptados mediante preferencia alimenticia, se procedié a
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elaborar las formulaciones, el cual consistid en hacer fa mezcla de la matriz encapsulante, del

aditivo fagoestimulante al 4% y del extracto espora- cristal de B. thuringiensis al 7%.

En la elaboracién de las formulaciones granulares se utilizaron los soportes compuestos
de gelatina- panoja y gelatina- melaza. Las formulaciones desamolladas fueron cuatro,
estando constituidas de gelatina panoja y gelatina- melaza como formulaciones blanco, y de

gelatina- panoja B. ¢ 7% y Gelatina melaza B. £7% como formulaciones con ingrediente
activo para el biocontrol.

La manera en que se produjeron las formulaciones consistio en llevar a cabo el tamizado
de los componentes sblidos de la formulacidn para asegurar la homogeneidad de los
componentes dentro del formulado. Posteriormente todos los constituyentes son integrados

con la minima cantidad de agua destilada necesaria para formar una pasta.

Los componentes que conformaron las formulaciones se presentan en la siguiente tabla:

Después de la integracion de los componentes, la pasta se deja reposar por
espacio de 1- 2 horas. Transcurrido el tiempo de reposo, la pasta se hace pasar a
través de un tamiz malla No.20 mediante la aplicacién de presion, haciendo la funcién
de una extrusion.

El material obtenido en forma de hebras se recupera en un tamiz

de malla No.6, en el cual se le aplica una accién rotatoria para cortar las hebras y

obtener granulos pequefios de tamafdo homogéneo. EI formulado producido se
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recupera y es secado dentro de una campana de flujo laminar por 18 horas, para

finalmente ser aimacenado en frascos plasticos rotulados.

Para la elaboracién de las formulaciones asperjables de Bacillus thunngiensis se
utilizaron los soportes compuestos de gelatina- panoja y gelatina- melaza, con los cuales
se produjeron cuatro formulaciones. Las formulaciones gelatina- panoja y gelatina-
melaza son utilizadas como blanco, mientras que las formulaciones gelatina- panoja- B. {.

7% y gelatina melaza B.t.7% contienen el ingrediente activo a evaluar.

Para la produccién de los formulados asperjables, se procedié a preparar 750 ml de

formulacion donde la matriz encapsulante estaba al 2%, el aditivo fagoestimulante al 4%y
el ingrediente activo al 7%.

Los componentes que conformaron las formulaciones se presentan en la siguiente

tabla:
MPONENTES DE LAS FORMULACIONES ASPERJABLE
i ‘"*ﬂ'*%""ﬁ‘“reé‘ '"m-v"s,*z%-m _,..9,55

FORMULACION gsE_LATmA | FAGOESTIMULANTE : |~
BRI W | KO Nt || ol O

Gl-pan-Bco. - | 159 30g

Glpan-B. ¢, 159 30g

GkmelBoo - | 15@ 300

e o 18 09 5259 750 mi

Una vez preparadas las soluciones se procede a secarlas mediante aspersion. Para
ello el secador por aspersion es encendido, activando a la vez 6 resistencias de
calentamiento y dejando transcurrir 10 minutos antes de iniciar el proceso del secado. Se
coloca en la base del ciclone, una jara o frasco para la recuperacion del polvo seco.
Posteriormente se activa la entrada de aire a la turbina aspersora a una presion de 3,600

a 4,200 kPa/ cm? y se inyecta agua a la turbina aspersora a un flujo de 8 mV min. La
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temperatura de la cAmara de secado se regula a 135°C y la temperatura del aire de salida
de 80 a 90°C. Una vez reguladas las condiciones Optimas para el secado de las
formulaciones, se inicia la inyeccion de la formulacién asperjable, la cual se encuentra

bajo agitacion ligera durante el transcurso del proceso.

EVALUACION DE LOS FORMULADOS
A NIVEL DE LABORATORIO.

Una vez elaboradas las formulaciones granulares: 2 a partir de B. thuringiensis y 2
Blanco, estas fueron evaluadas utilizando 2 formulaciones comerciales como parametro
de comparacién; una formulacion biolégica a partir de B. thuringiensis var. kurstaki
(Lepinox ®) y una formulacién bioquimica a base de acidos grasos saponificables de

semillas de soya (Biodux ®).

Cuando se realiza un analisis de varianza a las variables tipo de formulado contra el
numero de larvas muertas a las 24 horas, este nos indica la existencia de una alta
diferencia significativa existente al relacionar ambas variables (F= 33.302, g.l.= 5,
P<0.05). A continuacién al realizar la prueba de comparacién mditiple de medias de
Tuckey, esta nos asocia los 6 tratamientos en 3 grupos diferentes que comparten el
mismo nivel de significancia (repe 13- Los tratamientos que produjeron la mas alta
mortalidad son la formulacién Gelatina- panoja- B. t. en primer lugar, y gelatina- melaza- B.
t. y lepinox ® en segundo, produciendo una mortalidad de 8.00+ 1.41, 6401+ 1.34 y §.20
+ 2.77 larvas muertas respectivamentegrica 12). LOS porcentajes de mortalidad generados
por los tratamientos a las 24 horas son relativamente bajos, pero estos se incrementan

de manera considerable para los tratamientos en los que el ingrediente activo es Bacillus

thuringiensis, no sucediendo asi para los tratamientos blanco y el Biodux ®. La mortalidad
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generada a las 24 horas por los tratamientos Gelatina- panoja- B.t., Gelatina- melaza- B.t.
y lepinox ® es de 40, 32 y 26% de mortalidad, incrementandose a los 7 dias a 100%, 92%
y 88% de mortalidad, mientras que la mortalidad ocasionada por el tratamiento Biodux ®

se incrementa solamente del 2% a las 24 horas a 8% a los 7 dias (raia 13-

Por otra parte se comprobo el efecto que posen las formulaciones slaboradas de B.
thuringiensis contra cada una de las formulaciones comerciales. Mediante el andlisis de
varianza realizado a las variables tipo de formulado (Blancos, elaborados abase de B. 1. y
lepinox ®) contra el nimero de larvas muertas a las 24 hrs., este nos demuestra la
existencia de una alta diferencia significativa entre las variables (F= 56.562, g.1.=2, P<0-
05), lo cual se reafiima mediante la prueba de comparaciones multiples de Tuckey,

asociandonos los 3 tratamientos en 2 grupos significativamente diferentes (raws 14. Tanto
las formulaciones elaboradas y el lepinox ® comparten el mismo nivel de significancia
produciendo una mortalidad de 7.20 + 1.55 y 5.20 + 2.77 larvas respectivamente (Grasica 13-
Otro analisis de varianza se realiza a las vanables tipo de formulado (Blancos, elaborados
a base de B. { y Biodux ®) contra el numero de larvas muertas a las 24 hrs,,
sefalandonos la existencia de una alta diferencia significativa entre ambas variables(F=
144.814, g..=2, P<0.05), lo cual se confirna mediante la prueba de comparacién multiple

de Tuckey, asociandonos los 3 tratamientos dentro de 2 grupos con niveles de

significancia diferentesaus 15. Las formulaciones elaboradas a base de B. thuningiensis
resultaron ser las mas efectivas generando una mortalidad de 7.20 t 1.55 larvas. Dentro
del segundo grupo de significancia, quedan asociadas la formulacion a base de acidos
grasos saponificables de soya (Biodux ®) y las formulaciones blanco, produciendo

una mortalidad de 0.40 + 0.55 y 0.00 + 0.00 larvas respectivamente. rafica 14)-

Con la finalidad de comprobar el efecto téxico generado solamente por las

formulaciones que contenian B. thuringiensis contra Diatraea saccharalis, finaimente se
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analizaron mediante un ANOVA las variables tipo de formulado a base de 8. thuringiensis
contra el numero de larvas muertas a las 24 horas, indicandonos que no existe diferencia
significativa entre las variables (F= 2.574, g.l.= 2, P< 0.05), lo cual se reafirma mediants la
prueba de comparacion miitiple de Tuckey, asociandonos los tres tratamientos dentro de
un mismo nivel de significanciagea 19- La mortalidad generada por las formulaciones
Gelatina- panoja- B. £, gelatina- melaza- B. . y Lepinox ® fueron de 8.00+ 1.41, 640+

1.34 y 5.20+2.77 larvas respectivamente grusce 15)-

Por otra parte ademas fueron elaboradas formulaciones asperjables a base de los
mismos soportes de formulacién: 2 formulaciones blanco, dos formulaciones a base de
Bacillus thuringiensis GM 34, Estas formulaciones fueron evaluadas como referencia con

una formulacién comercial a base de Baciflus thuringiensis var. kurstaki (Lepinox ®) y una

formulacion bioquimica a base de acidos grasos saponificables de soya (Biodux ®).

Las formulaciones asperjables fueron evaluadas mediante bioensayos de
incorporacion a la dieta, donde los formulados se incorporaron a las dosis de 50 y 500 ug
de B. t/ ml de dieta. Un total de 11 tratamientos fueron evaluados: 2 formulaciones

blanco, 2 formulaciones de B. thuringiensis a 50 ug/ ml y 500ug/ ml, Lepinox ® a 50 pg/
ml y 500ug/ ml, Biodux ® a 50 ng/ ml y 500pg/ ml y un control.

Con la finalidad de evaluar la toxicidad de la totalidad de los tratamientos asperjables
mediante una ANOVA simple, fueron analizados las variables tipo de tratamiento y el
numero de larvas muertas, indicandonos la existencia de una alta diferencia significativa
entre las variables analizadas ( F= 54.451; g.1.= 10; P<0.05). Posteriormente mediante la
prueba de comparacién multiple de Tuckey se confirma la diferencia, asociandonos los 11
tratamientos en 3 grupos que compartes el mismo nivel de significanciaga 17. L&
mortalidad mas alta la produjeron todos los tratamientos donde el ingrediente activo es

Bacillus thuringiensis independientemente de la dosis, generando una mortalidad que
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oscila de 24.22 + 0.58 a 25.00 + 0.00 larvas, equivalentes del 87 al 100% de larvas
muertas. Grics 18).

Con el objeto de deducir el efecto de los formulados desarrollados a base de
Bacillus thuringiensis y los formulados comerciales, los tratamientos fueron reagrupados
debido a que la dosis no provoca ningun efecto en la evaluacién, donde los 2 tratamientos
de lepinox ®, de biodux ® y los 2 formulados blanco son asociados en un tratamiento
respectivamente y los 4 formulados slaborados que contienen B. thuningiensis en otro (2
formulados desarrollados de B. thuringiensis a dos dosis). Una vez reorganizados los
tratamientos se realiza un anélisis de varianza para ver el efecto de los formulados
blanco, los formulados a base de B. thuringiensis desamollados y los formulados
comerciales contra la mortalidad generada, sefialandonos la existencia de una alta
diferencia significativa entre ambas variables (F= 70.776; g..= 4; P<0.05), hecho que se
reafirma mediante la prueba de Tuckey, la cual nos asocia los 5 tratamientos en 3 grupos
con diferente nivel de significancia qae 15 L8 mortalidad mas alta es generada por los
formulados a base de B. thuningiensis y lepinox ®, compartiendo el mismo nivel de

significancia, los cuales provocaron un 99% de mortalidad. crfics 17):

Finalmente otros anélisis fueron realizados, en donde se compara el efecto que tienen
los formulados blanco y los formulados con B. thuningiensis a las dosis de 50 y 500ug/ mi,
y que a su vez presentan un soporte encapsulante en comun, con la finalidad de analizar
el efecto de las dosis para un mismo tipo de formulado. Primero se analizaron mediante
un ANOVA, las variables tipo de formulacién a partir de gelatina- panoja contra el nimero
de larvas muertas, indicandonos |a existencia de una alta diferencia significativa entre
ambas variables (F= 164.171; g.l.= 3; P<0.05), la cual se confirna mediante la prueba de
Tuckey, ya que nos asocia los 4 tratamientos en 2 grupos significativamente

diferentes e 19 La mortalidad més alta la causan las formulaciones Gelatina panoja B.
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t(50ug/ ml) y Gelatina panoja B. t(500ug/ mi), compartiendo el mismo nivel de
significancia y provocando respectivamente 99 y 100% de mortalidadomice 19)-
Posteriormente se analizaron mediante un ANOVA, las variables tipo de formulacién a
partir de gelatina- melaza contra el nimero de larvas muertas, revelandonos la existencia
de una alta diferencia significativa (F= 758.333; g.l.= 3; P<0.05). A continuacién mediante
la prueba de Tuckey se reafirma la diferencia significativa, asociando los tratamientos en 2
niveles de significanciagapie 200 L@ mayor mortalidad la causaron las formulaciones
Gelatina melaza B. t. (50ug/ ml) y gelatina melaza B. t. (500pg/ mi), los cuales comparten
el mismo nivel de significancia, provocando respectivamente 97 y 100% de

mortalidad.m 19)-

EVALUACION DE LOS FORMULADOS
A NIVEL DE INVERNADERO.

A continuacion con la finalidad de corroborar la eficiencia de los formulados a nivel de
laboratorio, los formulados ademas fueron evaluados en el invernadero utilizando plantas
de maiz de la variedad hualahuises. Fueron evaluados 12 tratamientos: 4 formulados
granulares (2 blanco y 2 con B. thuringiensis), 4 formulados asperjables (2 blanco y 2 con
B. thunngiensis), Biodux ®, Lepinox ® asperjable, Lepinox ® granular y un control.
Diversos parametros se monitorearon para cada tratamiento como los nimeros de tallos
totales, de tallos afectados, de entrenudos totales y de entrenudos afectados, para a
continuacién calcular con ellos el porcentaje de infestacion, el porcentaje de intensidad e
indice de infestacion. Con lo que respecta al nimero de tallos y entrenudos afectados,
los tratamientos gelatina- melaza- B.f.- asperjable, gelatina- panoja- B.t.- asperjable y

Lepinox ®- asperjable son los menos dafados, asi como también estos mismos
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tratamientos fueron los que presentaron el mayor ndmero de entrenudos totales, por lo
que se reflej6 en un mayor desamolio de la planta.crae 21, EN l0 que se refiere a los
porcentajes de infestacion, los tratamientos gelatina- melaza- B.t - asperjable y gelatina-
panoja- B.t- aspertjable presentaron el méas alto grado de proteccion, provocando solo un
0 y 7 % de tallos infestados respectivamente rasia - Por otro lado los tratamientos
gelatina- melaza- B.f.- asperjable, gelatina- panoja- B.t- asperjable y Lepinox ®-
asperjable mostraron los mas bajos indices de infestacion, siendo estos de 0,0,y 2
respectivamente. rava 22)

El parametro grado de intensidad nos refieja el grado de proteccion o resistencia que
sufren las plantas por accion de algun factor, en este caso la formulacion, en donde los
tratamientos gelatina- melaza- B.t- asperjable y gelatina- pancja- B. {- aspetjable no
presentaron daiio alguno (0); ademas el tratamiento Lepinox ® asperjable exhibid bajo nivel
de dario, presentando un grado de intensidad de 2. g 22

Ademas de los parametros evaluados, se realizaron algunos anélisis mediante un
ANOVA simple. En primer lugar se analizaron las variables tipo de tratamiento contra la
variable No. de entrenudos afectados para determinar que tratamientos fueron los menos
afectados, y ello nos amojd la existencia de una alta diferencia significativa entre ambas
variables (F= 18.04, g.l.= 11, P< 0.05), hecho que se reafima mediante la prueba de
comparacion multiple de medias de Tuckey, asociandonos los 12 tratamientos en 3
grupos que comparten el mismo nivel de significancia ree 2.  LOS tratamientos menos
afectados debido a la proteccién producida por los formulados son el de gelatina- melaza-
B. t.- asperjable, gelatina- panoja- B. {.- asperjable, Lepinox ®- asperjable y Gelatina-
panoja- B. t.- granular presentando 0.00 + 0.00, 0.06 + 0.26, 0.87 + 1.68 y 1.73 £ 2.34
entrenudos afectados respectivamente, comespondiéndoles el 0, 1, 13 y 27% de

entrenudos afectados rscano. 20-
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Un segundo andlisis se efectia para determinar el mejor tratamiento asperjable. Para
ello, se analizan mediante ANOVA simple las variables tipo de tratamiento asperjable
contra la variable nimero de entrenudos afectados, indicandonos la existencia de una alta
diferencia significativa entre las variables (F= 25.275, g.|.= 6, P< 0.05), lo cual se confirma
mediante la prueba de comparacion multiple de medias de Tuckey, agrupandonos los 7
tratamientos en 3 grupos que comparten el mismo nivel de significancia. e 29. LOS
tratamientos asperjables mas efectivos en [a proteccién de las plantas son Gelatina-
melaza- B. 1.- asperjable, Gelatina- panoja- B. t.- asperjable y Lepinox ®- asperjable, los
cuales comparten el mas alto nivel de significancia, presentando 0.00 +0.00, 0.06 +0.26 y
0.87 + 1.68 entrenudos afectados respectivamente cormespondiéndoles &l 0, 1y 13% guazy

Un tercer andlisis se realiza para determinar el mejor tratamiento granular, en donde
se analizan mediante ANOVA simple las variables tipo de tratamiento granular contra el
nimero de entrenudos afectados, estableciendo la existencia de una alta diferencia
significativa entre ambas variables (F=5.798, g.l.= 8, P< 0.05), resultado que se confirma
mediante la prueba de con;paracién multiple de medias de Tuckey, asociandonos los 7
tratamientos en 2 grupos que comparten el mismo nivel de significancia e 25. LOS
tratamientos granulares més efectivos en la proteccion de las plantas son Gelatina-
panoja B. t- granular, Gelatina- melaza- B. t.- granular y Biodux ® presentando
respectivamente 1.73 + 2.34, 3.80 + 281 y 3.87 + 426 entrenudos afectados,
correspondiéndoles un 27, 59 y 60% de entrenudos afectados grafice 22)-

Un cuarto analisis se efectud con el objetivo de determinar cual de los tratamientos es
el mas efectivo segun su tipo de aplicacién (granular o asperjable), para ello fueron
reagrupados los tratamientos en base al tipo de formulado, ya sea granular o asperjable
con/ sin ingrediente activo, donde por ejemplo los 2 tratamientos blanco sin B.

thuringiensis son reagrupados en un tratamiento, ejemplo de ello son los tratamientos



gelatina- panoja- bco- asperjable y gelatina- melaza- bco- asperjable, que son
reagrupados como gelatina- bco- asperjable. Se analizaron mediante ANOVA simple las
variables tipo de tratamiento contra el nimero de entrenudos afectados, indicandonos la
existencia de una alta diferencia significativa entre ambas variables (F=25.762, g.l.= 7, P<
0.05), hecho que se reafima mediante la prueba de Tuckey, donde nos agrupa los 8
tratamientos en 4 niveles significativamente diferentes raiano. 26). LOS tratamientos menos
afectados debido a la proteccion producida por los formulados son Gelatina- B. t.-
asperjables y Lepinox ®- asperjable, generando 0.03 £+ 0.18 y 0.87 + 1.68 entrenudos
afectados respectivamente, comespondiéndoles el 1 y 14% de entrenudos
afectados. Grfica 23)-

Un ultimo analisis se realizo, con el fin de determinar el o los tratamientos con
ingrediente activo mas efectivos, en donde se analizan las variables tipo de tratamiento
contra el numero de entrenudos afectados, indicandonos la existencia de una alta
diferencia significativa entre ambas variables (F= 14.591, g.l.= 7, P< 0.05), hecho que se
reafima mediante la prueba de Tuckey, agrupando los 8 tratamientos en 3 niveles
significativamente diferentes gaw 27. LOS tratamientos menos afectados debido a la
protecciéon producida por los formulados son gelatina- mel- B. t.- asperjables, gelatina-

pan- B. t- asperjable y Lepinox ®- asperjable, encontrandose en el mismo nivel de

significancia los cuales generaron 0.00 + 0.00, 0.06 + 0.27 y 0.87 £ 1.68 entrenudos

afectados respectivamente, cormespondientes al 0, 1 y 14% de entrenudos afectados.

(Grafica 24)-
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Tabla No. 2.- Ensayo preeliminar del efecto téxico de cepas de
Bacillus thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

. pt o del Nimero de larvas + o dei Ndmero de larvas % DE
CEPA. muertas bajo la dosis muertas bajo la dosis MORTALIDAD®
de 50 ug de B. t./ ml. de 500 pg de B. £./ ml.

GM7 10.67 + 2.08ab 20.33 + 1.15abc 62
GM 10 13.33 + 2.08ab 21.00 + 1.00ab 67
GM M4 17.33+2.08a 21.33 1 3.06ab 7

HD 2 267 + 1.53¢ 15.67 £ 1.15¢ 37

HD9S 233+153¢ 3.33+1.53¢ 1"
HD 29 8.33 £ 2.52bc 22.00 + 0.00ab 57

HD37 2.67 + 0.58¢ 18.67 + 0.58abc 43

HD59 267+1.53¢ 18.00 + 0.00bc 41

HD73 7.00 1 0.00bc 18.33 + 2.88bc 51
HD 133 12.33 + 2.08ab 23.331+208a 7
HD137 8.00 + 2.00bc 21.33 1+ 2.08ab 59
HDS551 1233+ 5.77ab 21.33 £ 0.58ab 67
control 0.00 + 0.00c 0.00 + 0.00c 0

N= 1800 larvas, n= 75, a= mortalidad ocasionada por la dosis de B. thuringiensis de 50ug/mi; valores seguidos por
letras iguales, no son diferentes significativamente; letras an rojo corresponden al anélisis de las variables No. de
larvas muerstas bajo la dosis de bajo la dosis de 50 ug de B. 1./ mi y tipo de cepa; letras en verde comesponden al
andlisis de las variables No. de larvas muertas bajo la dosis de bajo la dosis de 500 pg de 8. £/ ml y tipo de cepa.
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Tabla No. 3. Ensayo preeliminar del efecto de la dosis de Baciilus
thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

(Pgogs;_‘? ) B ’-“;’::; ':\‘:‘mde % DE MORTALIDAD
o™ 0.00 + 0.00¢ 0
50 ™ 814+ 5.29b 33
500 ™ 18.72 +531a 75

N= 1825 larvas, n' = 900, n“= 25; valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente;
letras en rojo cotresponden al andlisis de las variables No. de larvas muertas y dosis de B. thuningiensis.

Tabla 4.- DETERMINACION DEL TLg DE Bacillus thuringiensis
contra Diatraea saccharalis

TLsp DEL EXTRACTO ESPORA- CRISTAL
DE Bagiilus thuringiensis GM34

REPETICION " TLso EN DIiAS
ke 39
28 36
3 47
4 a7
5° 5.4
6° 50
nts 4.55 +0.667

N= 180, n= 30; TLso= tiempo letal medio.
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Tabla 5.- SELECCION DE SOPORTES DE FORMULACION PARA Bacillus
thuringiensis CON CARACTER FAGOESTIMULANTE PARA Diatraea

saccharalis.
SOPORTE" ptodelNo. R.P. SOPORTE" ptocdelNo. R.P.
larvas atraidas larvas atraidas
Gl Pan 4.59+ 1.99a 1° Gl Coa 1.72+ 1.43ghij o
Cafa 3.85+ 1.90ab 1° GkPo 1:2Zan  1.53% 1.27ghijk Y &l
Gi Mel 3.14+ 1.85bc 2° Po Coa 1.51+ 1.47ghijk 7 i
Gl Zan 2.85¢ 1.75¢d 3° Po Mel 1.58% 1.25ghijk [
GtPo1.2Pan  2.81f 1.62¢cd 3° Gl:Po 1:1 Coa 1.51% 1.23ghijk 7
GlPo 1:1Pan  2.59% 1.62cdef 3° Gl 1.371 1.60hijk 8
Po Pan 2.62+ 1.73cde 3° Gl:Po 1:1 1.14+ 1.22jk 9
GlPo 1:2 Mel 2.1311.67defgh 4° Po Zan 1.11x 1.03ijk - o
GlPo 1:1 Mel 2.18% 1.62defg 4° Gl:Po 1:2 1.054 1.03jk 10°
Gi:Po 1:2 Coa 1.91+ 1.55efgh §° Po 0.83+ 0.90k 1”m°
Gl:Po 1:1 Zan 1.841 1.45fghi 6°

N= 2100 comparacicnes, n= 100 comparaciones, valores seguidos por letras iguales no son diferentes significativamente;
letras en rojo corresponden al anéfisis de las variables tipo de soporte contra niimero de larvas afraidas; R. P.= rango de
preferencia; Po= pectina, Gl= geitina, Gl:Po= gelatina- pectina, pan= panoja, mel= melaza, coa=coax, zan= zanahoria.
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Tabla 6.- Efecto de la presencia o ausencia de fagoestimulantes en los
soportes de formulacion para B. thuringiensis contra D. saccharalis.

ORORTE RIS e
Cafa de aza"’ 3.85+ —-‘——— 1°
Soporte ¢/ fagoestimulantes ™ 223+1.76a 1*
Soporte s/ fagoestimulantes ™ 1.10+1.23 b pof

N= 2100 comparaciones, n'= 100, n’= 1600, nt= 400; valores seguidos por letras iguales, no son

diferentes significativamente; letras en verde corresponden al anélisis de las variables soporte con/ sin
fagoestimuiante contra ndmero de larvas atraidas.

Tabla 7.- Efecto de los fagoestimulantes en los soportes de
formulacién para Bacillus thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

i + o del No. de RANGO DE

SOPORTE larvas atraidas PREFERENCIA
Caria de azucar ™' 3.85+ 1.90a 1¢
Panoja ™ 3.15+1.93b 2
Melaza © 226 + 1.70¢ 3°
Zanahoria " 1.83 + 154d 4°
Coax ™ 1.66 + 1.464 4°
Sin fagoestimutante @ 1.10 £+ 1.23e 5e

N= 600 comparaciones, n'= 100 comparaciones, n‘= 400 comparaciones; valores seguidos por lefras iguales, no son
diferentes significativamente; letras en azul corresponden al andlisis de las variables tipo de fagosstimulante contra nimero

de larvas atraidas.
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Tabla 8.- Efecto de las matrices encapsulantes en los soportes de
formulacién para Bacillus thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

SOPORTE® haptih PREFERENGIA
Cafa de azucar 3.85+ 1.90a 1*
Gelatina 273+2.07b o
Gelatina: Pectina 1:2 1.89 + 1.58¢ *
Gelatina: Pectina 1:1 1.85 +1.52¢ 3
Pectina 1.53 + 1.44¢ 3

N= 500 comparaciones, n= 100 comparaciones; valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente;
letras en azul corresponden al analisis de las variables tipo de matriz encapsulante contra nimero de larvas atraidas.

Tabla 9.- Efecto de los soportes a base de gelatina para la
formulacion de Bacillus thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

n i + ¢ del No. de RANGO DE
SOPORTE larvas atraidas PREFERENCIA
___ __ _ _ ___________ __ — — _ __ ___ ~— — — ]

Gelatina panoja 459 +1.99a 1¢
Cana de azucar 3.85+180b
Gelatina melaza 3.14 + 1.85b¢
Gelatina zanahoria 2.85+1.75¢ 3°
Gelatina coax 1.72 + 1.43d 4¢
Gelatina 1.37 + 1.60d 4

N= 600 comparaciones, n= 100 comparaciones; valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente;
letras en ezuk corresponden ai andlisis de las vanables tipo de soporte a base de gelatina contra numeso de larvas atraidas.



Tabla 10.- Efecto de los soportes a base de pectina para la
formulacién de Bacillus thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

) i 1 £ ¢ del No. de " RANGH DE
SOPORTE larvas atraidas PREFERENCIA
Cafia de azucar 3.85+1.90a 1°
Pectina panoja 262+1.73b 2
Pectina melaza 1.58 + 1.25¢ 3¢
Pectina coax 151 +1.47¢ 3
Pectina zanahornia 1.11+1.03cd
Pectina 0.83 +0.90d 4°

N= 600 comparaciones, n= 100 comparaciones, valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente;
letras en azul corresponden al andlisis de las variabies tipo de soporie a base de pectina contra nimero de larvas atraidas

Tabla 11.- Efecto de los soportes a base de Gelatina: pectina 1:1
para la formulacién de B. thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

n i + ¢ del No. de RANGO DE
SOPORTE larvas atraldas PREFERENCIA
GlPo 1:1 panoja 2.59+1.62b 2*
Gi:Po 1:1 melaza 2.18 £+ 1.62bc 2¢
Gl:Po 1:1 zanahoria 1.84 + 1.45cd 3*
Gl:Po 1:1 coax 1.51 + 1.23de 4°
GlPo 1:1 1.14 + 1.22e g*

N= 600 comparaciones, n= 100 comparaciones; valores seguidos por ietras iguales, no son diferentes
significativamente; letras en azul corresponden al analisis de las variables tipo de soporte a base de Gelatina:
pectina 1:1 contra numero de larvas atraidas; Gl.Po = Gelatina: Pectina.



Tabla 12.- Efecto de los soportes a base de Gelatina: pectina 1:2
para la formulacién de B. thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

SOPORTE " arves sirides PREFERENCIA
Caiia de azucar 3.85+ 1.90a L
Gl:Po 1:2 panoja 2.811+1.62b 2°
Gl:Po 1:2 melaza 213 +1.67¢c 3°
Gl:Po 1:2 coax 1.91+£1.65¢c 3
Gl:Po 1:2 zanahoria 1.53 + 1.27¢d 3°
Gh:Po 1:2 1.05+1.03d 4°

N= 600 comparaciones, n= 100 comparaciones; valores seguidos por letras iguales, no son diferentes
significativamente; letras en azul corresponden al andlisis de las variables tipo de soporte a base de
Gelatina: pectina 1:2 contra nimero de larvas atraldas; Gh:Po = Gelatina: pectina.

Tabla 13.- Evaluacidon a nivel laboratorio de la actividad téxica
de las formulaciones granulares de B. thuringiensis
contra Diatraea saccharalis.

24 horas | 7 dias
sororte et Loag Rl LORRISE Rt
e R By e—— R e T —— T ——

Gelatina-panoja-B. t. 8.00+1.41a 40% 1° 100% 1
Gelating-melaza-8.t. 640 1 1.34ab 2% 1° 92% &
Lepinox ® 520+2.77b 26% o 3% 3
Biodux ® 0.40 £+ 0.55¢ 2% * 8% 4
Getatina-panoja-Beo. 0.00 + 0.00c 0% 3 0% g
Gelatina-melaza-Bco. 0.00 +0.00c 0% » 0% 5

N= 600, n'= 100, n'= 25, valores seguidos por letras iguales, no son diferenies significativamente, letras en azul

corresponden al andksis de las vanables tipo de formulacidn contra nUmero de larvas muertas; R. de T.= rango de
M“ .
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Tabla 14.- Evaluacion de la actividad toxica a las 24 horas de las formulaciones
granulares con/ sin B. thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

I n + o del No. de
S AUERDS larvas muertas  MORTALIDAD _ TOXICIDAD

Formulaciones con 8. £ ™ 7.20 + 1.55a 36 % 1°
Lepinox ®™ 520+277a 26 % 1e
Formulaciones Bco. ™ 0.00 + 0.00b 0% 2

N= 500 larvas, n'= 200, n= 100; valcres seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente;
letras en azul corresponden al analisis de las variables tipo de formulacién granular con/ sin B.
thuringiensis contra nlmero de larvas muertas.

Tabla 15.- Evaluacion de la actividad toxica a las 24 horas de las formulaciones
granulares con/ sin B. thuningiensis contra Diatraea saccharalis.

i + o del No. de PORCIENTODE  RANGO DE

FORMULA larvas muertas MORTALIDAD TOXICIDAD
Farmulaciones con B. I.™ 7.20 + 1.55a 36 % 1°
Biodux ®" 0.40 + 0.55b 2% 2°
Formulacionas Beo. ™ 0.00 + 0.00b 0% 29

N= 500, n'= 200, n=100; valores seguidos por lefras iguales, no son diferentes signficativamente, letras en azul
comesponden al andlisis de kas variables tipo de formulacion granutar con sin B. thuninglensss contra nimero de larvas
muertas.
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Tabla 16.- Evaluacioén de la actividad toxica a las 24 horas de las formulaciones
granulares con B. thuringiensis contra Diatraea saccharalis.

it £ ¢ del No. de PORCIENTODE RANGODE

FORMULAOG larvas muertas  MORTALIDAD  TOXICIDAD

Gelatina-panoja-B. ¢ 8.00 + 1.41a 40 % ™
Gelatina-melaza-B. 1. 6.40 + 1.34a 32 % 1™
Lepinox ® 520+2.77a 26% 10

N= 300, n= 100, valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente; letras en aawl
corresponden al analisis de las variables tipo de formulacion granular con B. thunngiénsis contra numero
de larvas muertas.

Tabla 17.- Evaluacion de la actividad téxica de [as formulaciones
asperjables de B. thuringiensis contra Diatraea saccharalls.

FORMULADO p + oDEL No. PORCIENTO DE RANGOQ DE
LARVAS MUERTAS  MORTALIDAD TOXICIDAD
Gl pan- bco 333+351c 13 Ky
G mel- bco 1.33+153¢ 5 3°
GI- pan- B.t. 50 2467 +0.58 ab 99 1° 2°
G mel- B.t. 50 24331058 ab 97 1° &
Gk pan- B.t 500 2500+0.00 a 100 1°
Gl- mel- B.t. 500 25001000 a 100 1°
Biodux ® 50 700+361¢ 28 3°
Biodux ® 500 17.33+6.35b 69 2°
Lepinox ® 50 2500+000a 100 t°
Lepinox ® 500 2422 +1.15 ab 97 1* 2°
Contral 033+058¢ 1 3

N= 775, n= 75, valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente; lelras en azul
corresponden al analisis de las vanables tipa de formulaciGn contra numero de larvas muertas.
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Tabla 18.- Evaluacion de la actividad téxica de las formulaciones
asperjables de B. thuringiensis desarrolladas y comerciales
contra Diatraea saccharalis a nivel laboratorio.

%
FORMULADO + ¢DEL No. PORCIENTO DE RANGO DE
LARVAS MUERTAS  MORTALIDAD TOXICIDAD
#
Control 0.331058¢c 1 3
Formuiados Blanco™ 233 + 2 686¢ 9 3°
Biodux ®™ 12.17+7.31b 49 2°
Lepinox ®™ 24.67 +0.82a 99 r
Formulados B. ¢ ™ 2473+ 0.47a 99 1°

N= 775, m= 25, n>= 180, ns= 75, ne= 300; valores seguidos por letras iguales, no son diferentes

significativamente; letras en gzul corresponden al andlisis de las variables tipo de formulacién contra
numero de larvas muertas

Tabla 19.- Evaluacién de la actividad toxica de las formulaciones
asperjables a partir de Gelatina panoja como soporte
contra Diatraea saccharalis a nivel laboratorio.

FORMULADO +aDELNo. __ PORGIENTO ~ RANGO DE
LARVAS MUERTAS MORTALIDAD TOXICIDAD
Control 0.33 £ 0.58b 1 2°
Gel- pan- blanco 3.33+351 13 2°
Gei- pan- B.L. 50 2467 + 0.58a 98 1°
Gel- pan- B.t. 500 25.00 £ 0.00a 100 1°

N= 825, n= 75, valares seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente; letras en azwl
corresponden al analisis de Ias variables tipo de formulacién contra numero de larvas musrtas
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Tabla 20.- Evaluacién de la actividad t6xica de las formulaciones asperjables
a partir de Gelatina melaza como soporte contra
Diatraea saccharalis a nivel laboratorio.

FORMULADO u + oDEL No. PORCIENTO DE RANGQ DE
LARVAS MUERTAS MORTALIDAD TOXICIDAD
Control 033+058b 1 2°
Gel- mel blanco 1.33+153h 13 2*
Gel mel- B.t 50 2433+0.58 a 97 L
Gel- mel- B 1. 500 25.00+0.00a 100 1"

N= 825, n= 75; valoras seguides por ietras iguales, no son diferentes significativamente; letras en azui
corresponden al anélisis de las vanables tipo de formulacidn contra numero de larvas muertas

Tabla 21.- Medicién de parametros estimados de la evaluacién de la actividad
téxica a nivel de invermadero de las formulaciones desamrolladas y

comerciales contra Diatraea saccharalis.

No. de No.de No. de No. de
FORMULADOM  TALLOS TALLOS ENTRENUDOS ENTRENUDOS
TOTALES" AFECTADOS TOTALES  AFECTADOS

By SID 15 15 118 85

GI- pan- Bco.- A 15 15 120 97
Gl mel- Bco- A 15 15 115 84
Gl pan- Bco.- G 15 15 90 74
Gl- mel Beo.- G 15 15 116 97
Lepinox ®- G 15 14 128 71
Gl- pan- B. t- A 15 1 169 1
Gk mel- B. - A 15 0 160 0
Gl pan-B.t-G 15 9 146 26
Gl- mel-B. t.-G 15 12 121 57
Biodux ® 15 9 135 58
Lepinox ® A 15 4 162 13

N=180; n=15.
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Tabla 22.- Parametros calculados de la evaluacion de la actividad toxica a nivel
de invemadero de las formulaciones desarrolladas y comerciales contra
Diatraea saccharalis.

PORCIENTO PORCIENTO INDICE DE GRADO DE

FORMULADO " DE DE
INFESTACION INTENSIDAD NFESTACION  INTENSIDAD

Control. 100 82 82 9

Gl pan- Bco.- A 100 81 a1 9
GI- mel- Bco.- A 100 73 73 9
Gl pan- Bco.- G 100 82 82 9
Gl- mel Beo.- G 100 84 84 8
Lepinox ®- G a3 55 51 9
Gl pan-B. t-A 7 1 0 o
Gk mek B t-A 4] ¥ 0 0
Gl pan-B.t-G 60 18 11 4
Gl mel-B.t-G 80 47 38 9
Biodux ® 60 43 26 9
Lepinox &- A 27 8 2 2

N= 180, n= 15.
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Tabla 23.- Evaluacion a nivel invernadero de la actividad toéxica
de las formulaciones contra Diatraea saccharalis.

p * g del No. de PORCIENTO RANGO DE
, N
FORMULADON entrenudos DE DARO

afectados

PROTECCION

Gel-mel-8.¢.-Asp. 0.00 + 0.00a 0% 1°

Getpan-B.t-Asp. 0.07 £ 0.26a 1% 1
Lepinox ®-Asp. 0.87 + 1.68a 13% 1*
Gel-pan-B.L.-Gran. 1.73+2.34ab 27% 1%, 2°
Gel-mel-8.t-Gran. 3.80£2.81bc 59% 2°, 3

Biodux ® 3.87 £ 4.26bc 60% 2Ly
Lepinox ®-Gran. 473 +2.34¢ 73% K
Gel-pan-Bco.-Gran. 493+1.62c 76% 3
Gel-mel-Bco.-Asp. 5.60 +2.20¢c 8% 3
Controt 6.33+2.29¢ 98% K
Gl-pan-Bco.-Asp. 6.47 +2.23c 100% 3
Gl-mel-Bco.-Gran. 6.47 + 1.85¢ 100% 3°

N= 180, n= 15, valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente; letras en azuf
corresponden al analisis de 1as variables tipo de formulacion granular con B. thuringiensis contra numero
de larvas muertas.

Tabla 24.- Evaluacion a nivel invemadero de la actividad toxica
de las formulaciones asperjables contra Diatraea saccharalis.

u t o del No. de PORCIENTO  RANGODE
n
FORMULADO" entrenudos DE DANO PROTECCION

afectados

Gel-mel-B.t.-Asp. 0.00 + 0.00a 0% 1%

Gel-pan-8.t.-Asp. 0.07 + 0.26a 1% 1°

Lepinox ®-Asp. 0.87 + 1.68a 13% 1°

Biodux ®, 3.87 +4.26b 60% 2°
Get-mel-Bco.- Asp. 560+ 2.20bc 87% 2°, 3°
Control 6.33 +2.29b¢ 98% 2%, 8

Gel-pan-Bco.-Asp. 6.47 +2.23¢ 100% 3°

N= 105, n=15; valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente; letras en azul
corresponden al andlisis de las variables tipo de formulacién granular con B. thuringéensis contra nimero
de larvas muertas.
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Tabla 25.- Evaluacién a nivel invermadero de la actividad toxica
de las formulaciones granulares contra Diatraea saccharalis.

i + o del No. de PORCIENTO RANGO DE
& n .
FORMULADOQO entrenudos DE DANO PROTECCION

Get-pan-B.1.-Gran. 1.731+2.34a 27% 1°

Gel-mel-B.t.-Gran, 3.80+281ab 59% 1.2

Biodux ®. 3.87 +4.26ab 60% 1° 2°
Lepinox ®- Gran. 4.73+234b 73% 2°
Gel-pan-Bco.-Gran. 4.93 +1.62b 76% 2*
Control 6.33+2.29b 98% r
Gel-mel-Beo.-Gran. 6.47 + 1.85b 100% 2°

N= 105, n= 15, valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente; letras en azuf
corresponden al analisis de las variables lipo de formulacion granular con B. thuringéensis contra numero
de larvas muertas.

Tabla 26.- Eficiencia de las formulaciones granulares o asperjables contra
Diatraea saccharalis a nivel invemadero.

u + o del No. de PORCIENTO RANGO DE

FORMULADO™ jrslroreg DEDANO  PROTECCION

Gel-B.t- Asp.™ 0.0310.18a 1% 1*
Lepinox ®- Asp.™ 0.87 +1.68a 14% ™~
Gel- B.t.- Gran,™ 277 £2.75h 44% 2°

Biodux ® ™ 3.87 £ 4.26bc 61% .

Lepinox ® Gran.™ 4.73 £ 2.34cd 75% KM

GekBco.- Gran.™ 5.70 + 1.88¢d 90% 3, 4°
Gel-Bco.- Asp.™ 6.03 £ 2.22d 95% 4°
Control ™ 6.33+2.29d 100% 4

N= 180, n"= 15, n"= 30; valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente; letras en
axul corresponden al andlisis de las variables tipo de formulaciéon granular con B. thunngiensis contra
namero de larvas muertas.
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Tabla 27.- Determinacién de la actividad toxica de las formulaciones con
ingrediente activo contra Diatraea saccharalis a nivel de invemadero.

u £ o del No. de

PORCIENTO RANGO DE
FORMULADO™™ entrenudos c
alctadan DE DANO PROTECCION
Gelmel-B.t - Asp. 0.00 £ 0.00a 0% 1*
Gel pan-B.t- Asp. 0.07 £+ 0.26a 2% 1
Lepinox ®- Asp. 0.87 £ 1.68a 14% 1
Gel-pan.-B.1.- Gran. 1.731+2.348b 27% .2
Gel-mel-B.t.- Gran. 3.80+2.81bc 60% 2°, 3
Biodux ®. 3.87 + 4.26hc 61% 2°,.3°
Lepinox ®- Gran. 473 +2.34c 75% 3
Control 6.33+2.29¢c 100% K

N= 120, n= 15; valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente, letras en azul
corresponden al analisis de las variables tipo de formulacién granular con B. thunngiensis contra namero
de larvas muertas.
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Fig. 1.- Contenedores con pupas de
Diatraea saccharalis.

Fig. 4.- Colecta de huevecillos del
soporte de ovoposicion.

Fig. 2.- Contenedores con la colonia de
adultos de Diatraea saccharalis.

Fig. 5.- Copa con huevecillos
colectados.

Fig. 3.- Copas con solucién azucarada
para alimentar los adultos de Diatraea
saccharalis.

Fig. 6.- Incubacién de huevecillos
dentro de una copa con dieta

107




Fig. 7.- 22 Etapa de desarrollo de los
huevecillos

Fig. 10.- Larvas de D. saccharalis
dirigiéndose a alimentar.

Fig.8.- 3* Etapa de desarrollo de los
huevecillos o etapa de cabeza negra.

Fig. 11.- Formacién de colonia de
larvas.

Fig. 9.- Eclosién de los huevecillos

Fig. 12.- Inicio de la pupacién de
Diatraea saccharalis.
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Fig. 13.- Incubacion de huevecillos de
Diatraea saccharalis en papel
encerado dentro de bolas de polietileno

Fig. 16.- Aplicacion de formulados
asperjables

Fig. 14.- Plantas de maiz para la
evaluacion de formulados en
invemnadero

Fig. 17.- Corte sagital del tallo de maiz
afectado en el bioensayo

Fig. 15.- Aplicacion de formulados
Jranulares

Fig. 18.- Corte sagital del tallo de maiz
afectado en un preeliminar.
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Fig. 19.- Tallo de maiz con multiples
orificios de salida

Fig. 21.- Distribucion de plantas de
maiz en el bioensayo de invemadero

Fig. 20.- Tallo de maiz afectado de un
preeliminar.

Fig. 22.- Estado de plantas al momento
de la evaluacion a nivel invernadero
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DISCUSIONES

La implementacién de la cria masiva de un insecto plaga a nivel de laboratorio
forma parte importante dentro de los proyectos de entomopatégenos para el
biocontrol de un insecto plaga, ya que una vez establecida, es posible llevar a cabo

la evaluacién de la actividad téxica del agente entomopatégeno.

El proceso llevado a cabo para establecer la cria en el laboratorio tuvo varias
modificaciones conforme a |la marcha. Estas modificaciones realizadas abarcan
desde la dieta, el uso de recipientes para la cria de larvas, los soportes de

ovopaosicion, la manera de incubar los huevecillos y la infestacién de |a dieta.

Dentro de las modificaciones hechas a |a dieta meridica de Shorey utilizada para
la cria de lepidopteros tomando como referencia las dietas especificas para D.
saccharalis reportadas por Pan, Y. S. 1961; Wongsiri, T. 1962; Miskiem, G. W.
1965; Salama, H. S. 1967, Bailey, D. L. 1968; Hensley, S. D. 1968; Dinther, J. B.
1970; Mihm, J. A. 1984, esta el incremento de la concentracion de sacarosa y
agar. El incremento de estos dos componentes es debido a que el insecto
en cuestion requiere de una mayor cantidad de azucares por lo que se
aumento la concentracion de azucar de 13 a 25 gr, tomando como referencias los
siguientes reportes en donde la dieta de George, B. W., 1960, utiliza 35 gr./ L; Pan,
Y. S., 1961, utiliza 30 gr/ L, mientras que Miskiem, G. W., 1965, no la utiliza
directamente sino que lo proporciona como trozos de cafa de azucar, donde los
adiciona a una concentracién de 450 gr/ L; Hensley, S. D., 1968 utiliza 57.8 gr/L, y
el resto de las dietas proporcionan los carbohidratos en forma de polvos de planta
de maiz, de olote y de zanahoria. El incremento en la concentracién de agar

de 14 a 20 gr. se hace con la finalidad de dar una mayor consistencia a la dieta, lo
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que facilita que el insecto la barrene, creando tineles al interior de ella. Dentro de las
dietas reportadas, George, B. W., 1960, utiliza el agar a una concentracién de 22 gr./ L;
Pan, Y. S., 1981, lo utiliza a 28 gr./ L; Salama, H. S., 1967, lo utiliza a 20 gr./ L; Hensley,
S. D., 1968, lo utiliza a 23 gr./ Ly Dinther, J. B., 1970, lo utiliza a 15 gr./ L.

Con lo que respecta a los recipientes para la cria de larvas, inicialmente se usaron
copas plasticas pequeiias de 3 cm de diametro por 4 cm de profundidad, en las cuales se
colocaba la dieta y eran infestadas con 3 larvas por copa. Pero una vez que estaba por
iniciar el ciclo pupal las larvas realizaban un orificio en la copa y escapaban, por tal razén,
se cambio el tipo de recipiente por una copa plastica cristalina de mayor dureza, la cual no
perforaban y donde se colocaban 12 larvas. Este es un aspecto del instinto propio de
insecto en la naturaleza, ya que una vez que esta por terminar el estadio larval para pasar
el estadio de pupa, estos crean un orificio en los tallos antes de pupar, por donde salen
para pupar en el suelo, o bien pupar dentro del tallo y mas tarde se de la salida en su fase

de adutto.

Diferentes soportes de ovoposicion fueron utilizados como el papel encerado y un
plastico negro rugosos de polipropileno, los cuales fueron cambiados por plastico de
polietileno, dado que el uso del papel encerado provocaba que los huevecillos se
deshidrataran y el porciento de eclosion de larvas fuera muy bajo. Esta problematica
posteriormente se encuentra que ya se habia presentado en el CIMMYT, donde
mencionan * Guthrie et al., 1965 y Davis, 1982 utilizan un papel encerado Kraft 30/45
decolorado para la ovoposicion de los adultos y la emergencia de huevecillos, sin
embargo en México, hemaos observado una reduccion en la emergencia de larvas de las
masas de huevos, cuando se uso papel encerado comercial como sustrato para la puesta
de huevos.” Cuando se utilizé el plastico de polipropileno el porcentaje de eclosion se
incremento considerablemente, pero la adhesion de los huevecillos hacia el soporte era

baja y se liberaban durante el lavado, los cuales se podian retener en una cubeta y
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recuperar con la ayuda de un cedazo fino, donde los huevecillos quedaban aglomerados,

por lo que su secado se dificultaba mas y favorecia la aparicion de hongos al incubarse.

Por otra parte, los huevecillos iniciaimente eran incubados en bolsas de papel destraza
# 6, pero debido al alto grado de deshidratacion de los huevecillos ovopositados sobre el
papel encerado, estas fueron sustituidas por bolsas plésﬁcas de polietileno, selladas con
cinta adhesiva. ¢ 13 De esta manera el porciento de eclosion se incrementd, aunque
un nuevo problema surge, dado que la recuperacion de las larvas se dificultaba, ya que
las bolsas plasticas adquirian cargas electrostaticas, lo que hacia que las larvas se

inmovilizaran y murieran, ademas de dificultar su colecta al formar la colonia larval.

Debido a esto es que se decidié colectar los huevecillos del soporte de ovoposicion y
colocarlos en una copa pequena, la' cual a su vez es colocada dentro de una copa mayor
conteniendo la dieta artificial del insecto, con ello solucionandose 2 problemas, por un
lado la deshidratacion de los huevecillos y por otro la muerte larval, ya que las
condiciones 'favorecieron mucho, de tal manera que al eclosionar las larvas, estas se
dirigian a |a dieta y al instante se alimentaban, lo cual se reflej6 marcadamente en el

numero de ejemplares larvales vivos g 10).

Con lo que respecta a la manera de infestar |la dieta, Mihm (1984), formula una dieta
especifica para la cria de D. saccharalis, la cual utiliza gran cantidad de antimicrobianos
para manteneria en buenas condiciones debido a lo prolongado del ciclo larval, con lo cual
evita la contaminacién por hongos, en donde utiliza 3 gr./ L de aureomicinay 2.88 gr./ L.
de metil p-hidroxibenzoato, mientras que la dieta de Shorey, solo utiliza 0.17 gr./ L de
aureomicina y 1.6 gr./ L de metil p- hidroxibenzoato. Dadas las condiciones ambientales
que imperan en la region, el incrementar la concentracion de antimicrobianos a la dieta
resulta ser innecesario, ya que a la mitad del ciclo vital larval la dieta pierde alrededor de
un 45 de humedad, lo cual incrementa la duracién del ciclo. Es por eso, que entonces se
decidié hacer un recambio de [a dieta a la mitad del ciclo vital larval, para no afectar el

ciclo del insecto, el cual se alargaria al llevarse a ¢cabo la deshidratacion de la dieta.
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Un parametro determinado como comparacion del establecimiento de la cria, consisti6
en llevar a cabo el registro de los pesos de las pupas obtenidas y comprario con los pesos
generados en el establecimiento de este insecto en otros laboratorios. Con ellas se formé
la colonia, logréndose obtener una 1° generacién formada de 10 machos y 16 hembras
cuyos pesos promedios fueron de 0.0719 = 0.0127 y 0.1182 & 0.01206 gr.
respectivaments. Asi también una vez que se establecieron todas las condiciones
6ptimas para la cria, se llevo a cabo el registro del peso de las pupas de la 5* generacién,
lograndose obtener 228 machos y 261 hembras, cuyos pesos promedios fueron de 0.0758
+ 0.0165 y 0.1238 + 0.0287 gr., donde se aprecia que los pesos promedios se
incrementaron un 5% en el peso de los machos y hembras. Como un parametro de
comparacién fueron considerados, los pesos estandar publicados por Pan, Y. S., 1961,
donde el peso promedio obtenido para las pupas machos y hembra son de 0.0403 y
0.0756 gr respectivamente, los cuales estan muy por debajo de los obtenidos en nuestro

laboratorio.

La cria fue inicialmente establecida a partir del estadio pupal, las cuales fueron
proporcionadas de una colonia previamente establecida en la Estacién agricola

experimental de Texas (T. A. E. S.) de la Universidad Texas A & M.

Diatraea saccharalis es un insecto de la orden Pyralidae, el cual presenta un ciclo de
desamollo completo, pasando por las fases de adulto, huevecillo, farva y pupa. La
colonia fue mantenida bajo las condiciones de laboratorio de 26- 27°C, una humedad
relativa del 70- 80% y un fotoperiodo de 12 horas luz, en el cual el insecto presentd un
ciclo vital de 36- 40 dias, donde del paso de pupa hacia la fase adulta transcurrieron de 7
a 9 dias, y ya en la fase de adulto estos permanecen viables por 3- 4 dias donde al 2° dia
las hembras llevan a cabo el inicio de la ovoposicion. Posteriormente transcurrido el
quinto dia después de la ovoposicion se da |a eclosion de las larvas y finalmente el paso
del estadio larval a pupa transcurre después de un periodo de 20- 24 dias(gmfcs 1)-

Analizando el tiempo en que transcume una generacion de Diatraea saccharalis se
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observa que la duracién del ciclo se acortd, ya que segun Wongsir, T., 1962, el ciclo
completo del insecto transcurre en aproximadamente 42- 56 dias bajo las condiciones de
incubacién de 22°C, correspondiéndoles 5 a 8 dias del paso de huevecillo a larva, 22 a 38
dias de larva a pupa, 6 a 10 dias del paso de pupa a adulto y como adultos fértiles de 3 a
8 dias. Cabe también mencionar algunos reportes, los cuales mencionan la ventaja de
utilizar dietas artificiales en lugar de dietas naturales. Pan, Y. S., 1861, lo comprueba al
criar a D. saccharalis sobre una dieta natural, sobre una dieta artificial reportada por Beck,
S. D, 1950 vy sobre la misma dieta mejorada, con lo cual demuestra que cuando se
utiliza una dieta natural para la cria de D. saccharalis se requiere de 15 gramos de
alimento durante la etapa larval, mientras que cuando se alimenta con una dieta artificial

se requiere de 7.5 gramos.

La cria se mantuvo por 5 generaciones, el cual es el tiempo minimo que debe tener a
nivel de laboratorio para poder probar la accion de algun entomopatégeno o cualquier otro

4

agente de control.

Una vez estando bien establecida la cria de Diatraea saccharalis en el laboratorio para
llevar a cabo el ensayo preeliminar de la actividad téxica de Bacillus thurningiensis, se
llevd a cabo la seleccién de cepas del entomopatigeno con posible toxicidad hacia el
insecto. Partiendo de la carencia de reportes sobre la actividad téxica especifica de
alguna cepa de Bacillus thuringiensis contra Diatraea saccharalis, partimos de un reporte
de Aranda, E. & Bravo, A., 1998, donde reportan la presencia de susceptibilidad de D.
grandiosella a toxinas CrylAc, CrylAb, CrylC y CrylAa de B. thuringiensis mediante
bioensayos in vitro de unién especifica a receptores en disecciones de intestino medio del
insecto, donde presentaron como CLsy 2000, 1705, 460 y 255 ng/ cm? respectivamente.
Con esto las proteinas CrylAc, CrylAb y CrylC resultaron ser las mas téxicas, ya que se

unen en mayor cantidad a los cortes histoldgicos.

Basandonos en este reporte y en publicaciones anteriores donde se reporta la

actividad toxica de B. thuringiensis contra insectos como Ostrinia nubilalis, Galleria
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mellonella,. Plodia interpunctella, Anagasta kuehniella, los cuales pertenecen a la Familia
Pyralidae al igual Diatraea saccharalis, supusimos que este insecto podria ser susceptible
a la accion toxica de Bacillus thuringiensis, por lo que nos dimos a la tarea de hacer una
bisqueda bibliogréfica en la que se reporte los perfiles de genes Cry para cepas de
Bacillus thuringiensis y con ello seleccionar las cepas a probar. Las siguientes cepas de
B. thuringiensis fueron seleccionadas debido a que en reportes previos se publica la
presencia de genes Cry de nuestro interés, donde se rner!ciona el gen presente y quien lo
publica: la cepa HD2 de fue seleccionada ya que Hofte (1989) reporta la presencia de
CrylAb; la cepa HD29 presenta CrylC segun Kalman (1993); la cepa HD133 presenta
CrylAb y CryIC segun Hofte (1989) y Aranson (1995). Las cepas HD9, HD59 y GM34
fueron elegidas en base a reportes de Lorence y Quintero (1996) y Aranda et al. (1997); y
las cepas GM7 y GM10 fueron seleccionadas basandonos en la alta toxicidad que
presentan estas cepas hacia la clase lepidéptera, la cual ha sido comprobada en nuestro
laboratorio.

Las cepas de B. thunngiensis seleccionadas para probar su efecto téxico contra
Diatraesa saccharalis son la HD2, HD9, HD29, HD37, HD59, HD73, HD133, HD137,
HD551, GM7, GM10 y GM34, de las cuales 9 pertenecen a la coleccion H.D. y 3 son
cepas nativas. Estas mismas cepas se utilizaron para probar su toxicidad contra D.
saccharalis mediante un bioensayo preeliminar, donde los extractos espora- cristal de
cada cepa son integrados a la dieta artificial del insecto a las dosis de 50 y 500pg/ ml. La
mortalidad generada por las cepas bajo la dosis de 50 ug/ ml son de 62% para la cepa
GM7, 69% para la GM10, 77% para la GM34, 37% para la HD2, 11% para la HD9, 57%
para la HD29, 43% para la HD37, 41% para la HD59, 51% para la HD73, 71% para la
HD133, 59% para la HD137 y 67 % para las cepa HD551. De estos porcentajes las
cepas seleccionadas son aquellas que causan mas del 60% de mortalidad, y en base a
ello, las cepas mas téxicas por orden de intensidad son la GM34, HD133, GM10, HD551 y
GM7.
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Asi mismo estadisticamente estas cepas son las que causan la mas alta mortalidad
cuando se analizan las variables mortalidad a la dosis de 50ug/ mi contra tipo de cepa,

compartiendo el nivel mas alto de significancia.

Una vez seleccionadas las cepas mas toxicas, se procede a determinar la dosis letal
media (DLs)) de las cepas seleccionadas anteriormente, asi como el de las
combinaciones 1.1 de las cepas GM7/ GM34 y de las cepas HD133/ HD551, donde los
respectivos extractos son incorporados a las dosis de 10, 25, 35, 55, 65, 75, 85 y 100 pg/
ml de dieta, y mediante el analisis probit nos da como DLsg, 33.21 pg/ ml para la cepa
GM34, 67.22 pgl ml para la cepa HD551, 85.63 pg/ mi para la cepa HD133, 85.63 pg/ ml
para la cepa HD133, 95.99 ug/ ml para la cepa GM7, 104.99 pg/ ml para la cepa GM10,
65.91 pg/ ml para la cepa GM10/ GM34 y 67.68 ng/ mi para la cepa HD133/ HD551.
Con esto la cepa mas téxica resulta ser la cepa GM34 de Bacillus thuringiensis, ya que

requiere de una dosis baja para controlar el 50% de la poblacion de insectos.

Por otro lado, ademas fue determinado el tiempo letal medio (TLso) para la cepa GM34
contra Diatraea saccharalis, donde el extracto de B. thuningiensis se incorpord a la dieta

artificial del insecto a una DLsg resultando un TLso promedio de 4.55 + 0.67 dias.

Teniendo caracterizada toxicolégicamente la cepa méas efectiva para el control de
Diatraea saccharalis, la siguiente estrategia consiste en seleccionar mediante bioensayos
de preferencia alimenticia el mejor soporte para formular a B. thuningiensis. Un soporte
de formulacién para entomopatdgenos es el componente que se encuentra en mayor
proporcion y que ademas sirve como vehiculo y proteccion del ingrediente activo. La
combinacion de una matriz, de aditivos, disolventes y del ingrediente activo, conforma lo
que vendria siendo una formulacién, la cual es una combinacién comrecta de ingredientes,
de tal manera que el ingrediente activo, junto con los demas componentaes forme un
producto estable, seguro, aplicable para su uso y facil de aplicar. Del disefio de un buen

soporte para la formulacién de un entomopatégeno dependera en gran medida el éxito
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para generar un producto biolégico para el control de insectos. Con el objeto de crear
soportes de formulacion de entomopatégenos 100% biodegradables, son ufilizados
diversas matrices biopoliméricas, que ademas de servir como vehiculo y encapsulante del
ingrediente activo, da al soporte de formulacion otras propiedades penéﬁcas para el
formulado desarrollado, como el mejorar la adherencia del formulado sobre el cultivo, ligar

taninos del follaje, etc.

Un total de 20 soportes fueron disefiados, a partir de gelatina, pectina, gelatina; pectina
1:11 y 1:2 como matrices encapsulantes solas o en combinacién con un aditivo
fagoestimulante como el polvo de panoja de maiz, polvo de zanahoria, melaza y coax, los
cuales se analiza su preferencia alimenticia contra tozos de cafia de azGcar de 0.25 cm®
como un parametro de comparacién. Al analizar las variables tipo de soporte y el
nimero de larvas atraidas, los tratamientos mayormente aceptados son gelatina-panoja
en pnimer lugar, la cana de azucar compartiendo el primero y segundo lugar de
preferencia y gelatina- melaza en segundo lugar, cuyas p+ o son 4.59 +1.99, 3.85+ 190
y 3.14 £ 1.85 larvas atraidas, apreciandose claramente que el soporte gelatina- panoja
es mas aceptado que los trozos de cana de azucar y que acepta al mismo nivel al soporte
gelatina- melaza. Ademas al probar el efecto que poseen los soportes que poseen
fagoestimulantes, los que carecen de eilos y los trozos de caina de azucar con relacion a
las larvas atraidas, se observa que los soportes que poseen los fagoestimulantes'
comparten el mismo grado de preferencia con los trozos de caria de azucar, el cual es el
alimento de la naturaleza, y los soportes sin fagoestimulante se ubican en un segundo
grado de preferencia, donde los trozos de cafia de azucar y los soportes con
fagoestimulante atraen 3.85 + 190 y 2.23 1t 1.76 larvas respectivamente. Con ello se
demuestra el efecto que produce un soporte bien disefiado, llegando a ser preferido mas
que su alimento natural. Comprobado el resultado positivo que poseen los soportes de
formulacion, procedimos a determinar el efecto que causan cada uno de los

fagoestimulantes probados con relacidn a las larvas atraidas; donde se comprueba que
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los trozos de cafa de azlcar presentan el primer lugar de preferencia, la panoja el
segundo, la melaza el tercero, la zanahoria y el coax en cuarto y en quinto lugar se ubican
los soportes sin fagoestimulantes, presentando como p + ¢ de atraccién 3.85 £ 1.90,
3.15+ 198, 2.26+1.70, 1.83+1.54, 1.66 + 1.46 y 1.10 £ 1.23 larvas respectivamente,
donde el fagoestimulante a probar mas aceptado es la panoja. Ademds se analizo el
efecto que provocan las matrices encapsulantes sin aditivos en la preferencia de las
larvas de Diatraea saccharalis, en donde los trozos de caria de aztcar presentan el primer
lugar de aceptacion, la gelatina en segundo y la gelatina; pectina 1:2, gelatina: pectina 1:1

y pectina el tercer lugar, presentando como p+ ¢ 3.85+1.90, 2.73 £ 2.07, 1.89 + 1.58,

1.85 + 1.52 y 1.53 £ 1.44 larvas atraidas respectivamente, apreciandose claramente que
los soportes que poseen pectina son preferidos en Glitimo lugar, donde los soportes que

presentan la gelatina y pectina combinadas se prefieren mas que el soporte de pectina

solo, deduciéndose que la pectina no ejerce un buen poder fagoestimulante a5y 9.

Asi tambiéane analizaron las variables tipo de soporte & partir de cada una de las-
matrices encapsulante contra el numero de larvas atraidas, apreciandose claramente

cuando se analizan los soportes a partir de gelatina, que el soporte gelatina- panoja es

primeramente aceptado, en comparacion con los trozos de cafia de azucar que se

encuentran en segundo lugar al igual que la gelatina- melaza, presentando como p t ¢
459 +1.99, 3.85+ 1.90y 3.14 + 1.85 larvas atraidas respectivamente.  Sin embargo

cuando se analizan por separado los demas tipos soportes a partir de gelatina: pectina

1:1, gelatina; pectina 1:2 y pectina, se aprecia que en primer lugar son aceptados los

trozos de cafa de aziicar y en segundo lugar el respectivo soporte que posee como

aditivo a la panoja.

Teniendo caracterizada la cepa mas toxica de Bacillus thuningiensis para llevar a cabo
el control de Diatraea saccharalis, asi como el mejor soporte para encapsular a este
entomopatégeno, la siguiente estrategia a seguir es llevar a cabo la formulacion de

Bacillus thuningiensis, en donde los soportes de encapsulacion utilizados son la gelatina-
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panoja y la gelatina- melaza. @ Se desarrollaron cuatro formulaciones granulares
siguiéndo la técnica de elaboracién reportada por Morales Ramos, L. H., 2000, donde las
formulaciones elaboradas son gelatina- panoja- blanco, gelatina- melaza- blanco, gelatina
panoja- B.t. y gelatina- melaza- B.t., las cuales estan constituidas de una matriz
polimérica, de un aditivo fagoestimulante al 4% y del ingrediente activo al 7%. Ademas
también fueron desarrolladas cuatro formulaciones asperjables segun la técnica descrita
por De |una Santillana, E. J., 1998, donde las formulaciones elaboradas son gelatina-
panoja- blanco, gelatina- melaza- blanco, gelatina panoja- B.t. y gelatina- melaza- B.t., las
cuales estan constituidas de una matriz polimérica al 2%, de un aditivo fagoestimulante al
4% y del ingrediente activo al 7%.

Generadas las formulaciones, a continuacion estas son evaluadas a nivel laboratorio
donde como parametro de comparacién son utilizadas dos formulaciones comerciales,
una formulacion biologica a partir de B. thuringiensis var. kurstaki de nombre comercial
Lepinox ® y ;na formulacién bioquimica a partir de acidos grasos saponificables de soya

de nombre Biodux ®, evaluandose en general 6 tratamientos.

Para iniciar se analizaron las formulaciones granulares, donde la formulacién mas
efectiva a las 24 horas de accion resuité ser la constituida de gelatina- panoja- B.t. en
primer lugar, la de gelatina- melaza- B.t. compartiendo el primer y segundo lugar, el
lepinox ® en segundo lugar, y el Biodux ® y los formulados blanco en tercer lugar
ocasionando un 40%, 32%, 26%, 2%, 0% y 0% porciento de mortalidad respectivamente.
Al analizar este efecto, se observa que los formulados desamollados que contienen B,
’thuringiensis ocasionan una mortalidad estadisticamente mas aita en comparacion con el
lepinox ®, el cual posee el doble del ingrediente activo, adjudicandose ese efecto a la
composicion del soporte encapsulante del formulado. Como se aprecia las mortalidades
previas son bajas, aunque a los 7 dias de accion estas se incrementan a 100%, 92%,
88%, 8%, 0% y 0% con relacién a las mortalidades anteriores, apreciandose claramente

que la mortalidad se incrementa considerablemente solo en aquellos tratamientos donde
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el ingrediente activo es B. thuringiensis. Este efecto en el incremento de la mortalidad a
los 7 dias se justifica, ya que en la caracterizacién de la cepa, se encontrd que el tiempo
letal medio de esta cepa contra Dialraea saccharalis es de 4.55 t 0.67 dias, por lo que la
mortalidad registrada a las 24 horas se justifica por tal motivo, en donde aunque no tuvo
un efecto terminal del insecto, se observd que las larvas a las 24 horas bajaron su
actividad considerablemente, dejando de alimentarse en aquellos tratamientos donde el
ingrediente activo era B. thuringiensis, lo cual se reflejé en un menor desarrollo de las
larvas en comparacion con sus respectivos tratamientos blanco y el control.
Posteriormente las dos formulaciones blanco y los dos formulados elaborados de B.
thuringiensis fueron reorganizadas como formulados con B.t. y como formulados blanco,
los cuales son analizados con cada uno de los dos formulados comerciales evaluados;
cuando se analizan los tratamientos desarrollados y ei formulado lepinox ® en relacién al
namero de larvas muertas, encontramos que los formulados con B. thuringiensis y lepinox
® son los que mayor eficiencia de control dan, compartiendo el primer lugar de eficiencia
y provocando un 36% y 26% de mortalidad respectivamente a [as 24 horas. Por otro lado
cuando se evaluan los tratamientos formulaciones blanco, formulaciones con 8.
thuringiensis y Biodux ®, encontramos que las formulaciones con B. thuringiensis son las
mas efectivas colocandose en primer lugar, provocando un 36% de mortalidad a las 24
horas, mientras que las formulaciones blanco y Biodux ® comparten el segundo lugar

originando un 2% y 0% de mortalidad respectivamente.

Asimismo son evaluadas a nivel de laboratorio las formulaciones asperjables, donde
como parametro de comparacion son utilizadas dos formulaciones comerciales, una
formulacion biolégica a partir de B. thuringiensis var. kurstaki con nombre comercial
Lepinox ®, y una formulacién bioquimica a partir de acidos grasos saponificables de soya
de nombre Biodux ®. Para ello, las formulaciones son integradas a la dieta artificial del

insecto a las dosis de 50 y 500 pg/ml, evaluandose de manera general 10 tratamientos y
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un control. Cuando se evaluan todos de los tratamientos, encontramos que los mejores
tratamientos son Lepinox ® 50 ug/ml, gelatina- panoja- B.t. 500 pg/ml y gelatina- melaza-
B.t. 500 pg/ml compartiendo el primer lugar de eficiencia con 100% de mortalidad cada
uno, y los tratamientos gelatina- panoja- B.t. 50 pg/ml, gelatina- melaza- B.t. 50 pg/ml y
lepinox ® 500ug/ml compartiendo el primer y segundo lugar de eficiencia con 99%, 97%,
y 97% de mortalidad respectivamente. @ En esta evaluacion se observa que los
tratamientos que poseen B. thunngiensis como ingrediente activo son los mas efectivos a
las dos dosis evaluadas, ocasionado una mortalidad que oscila del 97 al 100% de
mortalidad.

Nuevamente en estos analisis las formulaciones blanco y las de B. thurnngiensis
desamrolladas fueron reclasificadas como formulaciones con B. thuringiensis y
formulaciones blanco, y son analizadas junto con Jos tratamientos Lepinox ®, Biodux ® y
el control. Los tratamientos formulados con B. thuringiensis y lepinox ® comparten el
primer lugar de eficiencia, provocando en aﬁbos casos un 99% de mortalidad, por lo que’
al ser reorganizados las formulaciones gelatina- panoja- B.t. y gelatina- melaza- B.t. como
un tratamiento, el cual es igualmente efectivo que el lepinox ® se deduce que las dos

cepas de B. thunngiensis son téxicas a un mismo nivel.

Finaimente los formulados fueron evaluados a nivel invemadero, donde los
tratamientos evaluados son doce: un control, 2 formulados blanco asperjables, 2
formulados blanco granulares, 2 formulados con B. thuringiensis asperjables, 2
formulados con B. thuningiensis granulares, lepinox ® granular, lepinox ® asperjable y
Biodux ®. Los ejemplares utilizados en la evaluacién son plantas de maiz de la variedad
hualahuises, los cuales una vez que emerge la 6° hoja, se realiza la evaluacion de los
formulados, ;.14 donde los formulados granulares se aplican sobre el cogollo y las hojas
superiores (rig. 15y Mientras que los formulados asperjables sobre todo el follaje i 16

Dentro de (a evaluacién a nivel invemadero algunos parametros son registrados como el
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namero de tallos afectados y los totales, asi como el nimero de entrenudos afectados y
los entrenudos totales, con los cuales se calculan otros parametros como el porcentaje de
infestacion, el porcentaje de intensidad, el indice de infestacion y el grado de intensidad,
donde el porcentaje de infestacion nos dice el nimero de tallos afectados de 100 plantas,
mientras que el porcentaje de intensidad nos dice el nimero de entrenudos afectados de
un total de 100 entrenudos. Con lo que respecta al grado de intensidad este nos refleja el
nivel de resistencia que muestra una planta al ataque de Diatraea saccharalis debido a la
proteccién generada por el formulado.  El dafio generado en las plantas no protegidas
por la accion de formulaciones con B. thuringiensis se refleja con muerte apical de la
planta y barrenacion interna del tallo, Figs. 17.18y creando orificios a lo largo del mismo (i,
1920 LOs doce tratamientos se distribuyeron en 4 mesas conteniendo cada una 3
tratamientos de 15 repeticiones, donde dos mesas contenian el control y los formulados
blanco y las otras 2 mesas los tratamientos con ingrediente activo. (igs. 14y 21)- Al
momento de'ilevar a cabo la evaluacién a los 24 dias de la infestacion, las mesas con los
tratamientos con las formulaciones blanco y el control, se aprecié como todas sus plantas
se encontraron secas, mientras que en las otras dos mesas las plantas estaban verdes,
aunque no todas sin dano g 2. Los tratamientos que menor daiio presentaron en base al
namero de tallos y entrenudos afectados son los constituidos por gelatina- melaza- B.t.-
asperjable con 0 fallos y 0 entrenudos afectados, gelatina- panoja- B.t.- asperjable con 1 tallo
y 1 entrenudo afectado, y el Lepinox ® asperjable con 4 tallos y 13 entrenudos afectados. A
su vez estos mismos tratamientos presentaron un mayor nimero de entrenudos totales,
originando un mejor desarrollo de las plantas debido al menor grado de dafio. En el caso de
los porcentajes de infestacion el cual relaciona el nimero de tallos afectados y los totales, los
tratamientos menos afectados son el de gelatina- melaza- B.t .- asperjable y gelatina- panoja-
B.t .- asperjable con 0 y 7% respectivamente, mientras que en lo que respecta a los
porcentajes de intensidad el cual relaciona el nimero de entrenudos afectados y totales, los

tratamientcs menos afectados son el de gelatina- melaza- B.t .- asperjable, gelatina- panoja-
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B.t .- asperjable y Lepinox ® asperjable produciendo un 0, 1 y 8% de dafio respectivamente;
mientras que los tratamientos con menor grado de intensidad de dafio lo presentaron los
mismos tratamientos con un grado de dafio de 0, 1 y 2 respectivamente, indicandonos que
fueron altamente resistentes al ataque del insecto. El tratamiento gelatina- panoja- B.t-
granular presentd un grado de dario de 4, mieniras que el resto de los 8 tratamientos present
el grado maximo de daiio, el cual es 9, como en el caso del lepinox ® granular, Biodux ®,
gelatina- melaza- B.t. granular, los 4 tratamientos blanco y el control, los cuales fueron

altamente susceptibies al ataque del insecto.

Cuando se analizan estos datos estadisticamente se comprueba que los mejores
tratamientos son el de gelatina- melaza- B.t .- asperjable y gelatina- panoja- B.t.- asperjable,
compartiendo el primer lugar de efectividad, provocando un 0 y 1% de dafio cuando se
analizan todos los ftratamientos, asi como también cuando se analizan de manera
independiente solo los formulados asperjablesqae 24 ¥ SOlo los formulados que poseen
ingrediente activo.qaw 27 LOS tratamientos fueron reagrupados, donde los fratamientos
blanco y con ingrediente activo de un mismo tipo de aplicacién se agruparon como uno solo,
con el fin de tratar de comprobar el mejor tipo de aplicacion, resultando como los mejores
tratamientos los constituidos por gelatina- B.t.- asperjable y lepinox ®- asperjable conun 1% y
14% de daio respectivamente, comprobandose que la aplicacibn que ocasiona una mejor

proteccién del cultivo, se da con la aplicacion de los formulados de manera asperjable.
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Se logré implementar la cria de Diafraea saccharalis en el laboratorio, donde el ciclo

completo del insecto fue de 32 a 36 dias, bajo las condiciones de 26-27°c, 70-80% de
humedad y un fotoperiodo de 12/12 horas luz, comespondiendo 5 dias al estadio de
huevecillo, 20-24 dias al estadio de larva, 7-9 dias al estadio de pupa y 3 dias al

estadio de adulto.

Se adecu¢ la dieta artificial de Shorey, modificando la cantidad de azicar de la dieta
de 13 a 25 gr./ L y la cantidad de agar de 14 a 20 gr./ L de dieta.

Los pesos promedio de las pupas se incrementaron en un 5% para los machos y
hembras de una 1* generacién a la 5®* generacién, los cuales presentan un valor alto

en comparacion con los reportados.

Las cepas de Bacillus thuningiensis mas tdxicas contra Diatraea saccharalis, son la
GM34, HD133, GM10, HD551 y GM7, causando un 77%, 71%, 69%, 67% y 62% de
mortalidad respectivamente a la dosis de 50ug/ml

La dosis letal media de las cepas GM34, HD133, GM10, HD551, GM7, GM7/GM34 y
HD133/ HD551 son 33.21 pg/ml, 85.83 pg/ml, 104.99ug/ml, 67.22ug/ml , 95.99ug/ml,

65.91pg/ml y 67.68pg/ml respectivamente.

El tiempo letal medio para la cepa GM34 contra Diatraea saccharalis es de 4.55 +

0.67 dias.

Los soportes de formulacién que presentan el mas alto caracter fagoestimulante son
los constituidos de gelatina- panoja y gelatina melaza, presentando como Medias 1 D.

Std. 459+1.99y 3.14 + 1.85 larvas atraidas.
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10.

1.

12.

13.

14.

Los soportes mas aceptados en relacion a los que presentan o no fagoestimulantes
son los soportes que presentan fagoestimulantes, los cuales se encuentran al mismo
nivel de aceptacion que la cafia de azucar, presentando como medias de atraccion

2.23+1.76y 3.85 + 1.90 larvas atraidas respectivamente.

Los fagoestimulantes mas aceptados son |la panoja y la melaza presentando como

medias 3.15+1.93 y 2.26 + 1.70 larvas atraidas respectivamente.

La matriz encapsulante mas aceptada es la gelatina presentando como medias 2.73 +

2.07 larvas atraidas respectivamente.

Al analizar el efecto fagoestimulante para cada grupo donde los soportes poseen una
misma matriz encapsulante, cuando son analizados todos los soportes a base de
gelatina, el efecto fagoestimulante es mayor para el soporte gelatina- panoja que para
la caila de azicar, presentando como medias de atraccion 4.59 + 1.99y 3.85 + 1.90
larvas, mientras que para los grupos donde los soportes es la pectina, gelatina:
pectina 1:1 y gelatina: pectina 2:1, el efecto es mayor primero para la caiia de azdcar
que para el soporte que contiene panoja.

Las formulaciones granulares mas téxicas contra Diatraea saccharalis a nivel
laboratorio son las constituidas de gelatina- pancja- B.t,, gelatina- melaza- B.t. y
lepinox ®, causando un 40, 32, y 26% de mortalidad a las 24 horas,
incrementandose a 100, 92 y 88% de mortalidad a los 7 dias.

Las formulaciones asperjables mas toxicas contra Diatraea saccharalis se produjo
por los tratamientos donde el ingrediente activo es Bacillus thuringiensis,
indistintamente de la dosis, generando una mortalidad que oscila de 24.22 + 0.58 a

25.00 + 0.00 equivalentes al 97 a 100% de larvas muertas.

No existe una diferencia significativa en |la mortalidad provocada por las
formulaciones asperjables a las dosis de 50 y 500 pg/ml probadas a nivel laboratorio.
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15.

16.

17.

18.

19.

Los formulados mas efectivos a nivel invernadero, son las conformadas por gelatina-
melaza- B.t.- asperjable, gelatina- panoja- B.t — asperjable y lepinox ® asperjable,
produciendo el mener numero de tallos afectados y de entrenudos afectados, lo cual

se reflejé en un mayor desamollo de las plantas,

Los formulados gelatina- melaza- B.t.- asperjable y gelatina- panoja- B.t.- asperjable
generaron los mas bajos porcentajes de infestacién, de intensidad y grado de

intensidad.
Los tratamientos que mayor proteccion generaron a nivel invemadero son gelatina-
melaza- B.t.- asperjable y gelatina- panoja- B.t.- asperjable, generando soloun 0y

1% de entrenudos afectados.

Los mejores tratamientos para llevar a cabo un control efectivo lo conforman los
formulados asperjables, donde los formulados Gelatina- B.t.- asperjable resultaron ser

los mejores, produciendo un 1% de entrenudos afectados.

Las formulaciones comerciales utilizadas resultaron menos efectivas que las

desarrolladas.
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