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RESUMEN

Se caracterizaron y prabaron gcho cepas de Baciflus thuringiensis (Bt), cuatro cepas
mexicanas y cuatro de la coleccion clave HD. Las ocho cepas e seleccionaron por ser toxicas
contra lepiddpteros y dos ceontra coledpteros. El trabajo se basd en los lineamientos
recomendadas por la EPA de los EUA para BL De acuerdo al antigeno-flagelar se encontrd que
las cepas C4 y C-9 pertenecen a la seravariedad kumomatoensis; GM-7 y GM-10 a aizawai;
HD-187 y HD-263 a kurstahi; HD-193 a gallerize y la HD-530 a morrisoni. Las cepags C-4 y C-9
mostraron citotoxicidad (liceras abiertas) en ratones BalbiC, sumilar a la cepa control
(productora de la §-exotoxina). La inmunodeteccién de las PCl revelé que las cepas thxicas a
lepidopteros dieran reaccion positiva can un antisuero policlonal antiCrylAb en una banda de
proteina de ca. 120130 KDa. Las cepas C-9 y HD-193 produjeron una proteina de ca. 120 y 70
KDa que mostraron reaccion con un antisuero poficional antiCrylAc, Sdlo las cepas T4 y C-9
desarrollaron toxicidad contra larvas de Epilachna varivestis. A partir de los bicensayos a nivel
de laboratorio, se procedid a elabarar dos tipos de formulados para ser evaluadas en campo.
Con el complejo esporacristales se elaboraron formulados granulados y microcapsulados,
ambos & base de harina de maiz nixtamalizado. Mediante bioensayos se comprobd que la
actividad téxica de las cepas en los granulados se conservd (martalidad del 100%, con 50ug/ml,
después de dos afios de preparado). La evaluaciin de los granulares se realizd en cultivos de
maiz en dos periodos de siembra, usando formuladog al 2 y 4% de |A en 1994; y 3% del (A en
1995, Los resultados se evaluaron tomando en cuenta el rendimiento de grano de maiz (Kg/ha).
En 1994, con GM-10 se obtuvieron rendimientog de 7,948.8 y §,825.5, al 2 y 4% respectivamente,
comparahle al obtenido con la cepa HD-263 (8,972.2 al 4%), ¥ con el Insecticida quimico se
alcanzd un rendimiente de 8,616.7, y superd al bioldégico comercial Dipel® (5,628.6). En 1995 se
prabaron formulaciones al 3% de |A y, nuevamente, el rendimiento con las cepas GM-10 y HD-262
fue muy similar, alcanzando produccion de 6,344.6 y §5,583.3, regpectivamente; ain y cuando los
formuiados tenian dos afios de haber sido producidos. Lo anterior indica que ambas cepas
aisladas son efectivas en campo, es posible usar harina de maiz nixtamalizado para producir
formulados granulares economicos y el producto propueste tiene una aceptable vida de anaquel.
Con respecto a las microcapsulas, éstas se produieron con diferentes matrices (distintos tipos
de almidén y harina de trigo; tres agentes antioxidantes y protectores solares) y dos tipos de
secado. Los microcapsulados se evaluaron contra larvas de Ostrinia nubilalis, Heliothis
virescens, Helicoverpa zea, Spodoptera exigua y Trichoplusia ni y se realizaron pruebhas de
estabilidad a rayos solares y lavado por lluvia. Los resultados indicaron que es posible
microcapsular Bt con esta técnica; se pueden adicionar hasta el 50% del |A sin pérdida de
actividad; es factible su aplicacion por aspersion y el productu es 35% mas econdmico que el
praducto actual en el mercado. Los microcapsuladas con (a cepa C-9 se aplicaran por aspersian
en cultivo de frijol en 1994 en Vicente Gro, Dgo.; y en 1995 en Bermwjillo, Dgo., sin observarse
ataque de la plaga o diferencias en rendimiento de grano. Solo se abservd reduccién en nimero
de farvas (de B0 a menos de 10). Ensayos de persistencia, realizando infestaciones artificiales
semanales, comprobaron estabilidad de Bt formuladoe de ca. una semana.



ABSTRACT

Eight Bacillus thuringiensis (Bt} strains were characterized, four Mexican Bt strains and
four HD strains. These strains were selected for high toxicity against lepidopteran andior
coleopteran larvae. This work was done according to the Environmental Protection Agency
{US-EPA, 1988) published a guidelines for those strains. By the antigen-flagellar test GM-7 and
GM-10 were identified as the serotype aizawai, HD-187 and HD-262 as kursfaki, C4 and C-9 as
kumamotoensis, HD-193 as galleriae and HD-530 as morrisoni. Moregver, C-4 and C-9 showed
cytatoxicity in mlce (ulcers) similar to the f-exotaxin control. Immunoblot of insecticidal crystal
proteins (ICP's) showed that strains killing lepidopteran larvae crossreacted with a polyclonal
antiCrylAb antiserum In a 120-130 KDa protein band, but the HD-193 produced one 70 KDa
protein that crossreacted with an antiCrylAc antiserum. However, only the C-4, and C-9 strains
were toxic against the coleopteran Epifachna vanivestis larvae. From these results were prepared
formulations by field trials, Microencapsulated and granular formulations were prepared using
the spore-crystal complex as active ingredient (Al) and nixtamglized corn as matrix, The
granules were used for lepidopteran pest control on corn plots (Zea mays). The field experiment
was performed in a semi-arid region in central Mexico in two years, using Al at 2 and 4 % (1994)
and 3% (1995), respectively. Bioassays indicated that Bt survived in the gelatinized starch matrix
complex {100% mortality with 50ug/ml, two years after preparation). Field results (yield, Kg/ha)
were similar (7,948.8 and 8,925.5, 2 and 4% GM-10 respectively) to carbaryl (8616.7), and higher
than Dipel {5,628.6). In both periods, the highest yields of corn were obtained with strain HD-263
{8,972.3, at 4% in 1994, and 6,344.6 at 3% in 1995) which had originally shown the highest efficacy
in hioassays, also by using the strain GM-10 {5,583.3 at 3% in 1895 versus 4,720.3 <onftrol); the
latter as a two year ald formuiation. All this suggestad that strains of Bt isolated In Mexico are as
toxic as the HD strains; it is possible to use nixtamalized flour and the proposed product has an
acceptable shelf-life. The matrices for microcapsuies were both comstarch and nixtamalized
comn flour. The stability to artificial solar and rain of Bt in the microcapsules were tested in
bicassays with lepidopteran larvae of Ostrinia nubilalis, Heliothis virescens, Helicoverpa zea,
Spodoptera exigua, and Trichoplusia ni. Microcapsules were produced also using several starch
types and wheat flour; variable percentages of Al; three antioxidant agewits; and solar
protectants. Toxic activity was compared before and after the spray dry process. Maoisture
content in each microcapsule was measured as an indication of shelf-life for commercialization.
The results obtained shown that it is possible microencapsulate Bt using spray dry technique.
The Al can be used at a percentage of 50% without loosing activity. It is possible to be sprayable
on any crop, and the product is 35% less expensive than the actual market products.
Microencapsulated C-9 was field tested on beans infested with E. varivestis in bath 1994 and
1995, After applications, damaye by this pest was notl observed, and no difference in yield was
observed. Differences were observed in larvae number after application anly (80 to below 10
afler application). Persistency assays were conducted through infestation each week
demonstrate the longer residuality of microencapsulated Bt.



INTRODUCCION

Un problema principal que limitan la produccién agricola y la calidad de las
cosechas lo constituyen [as plagas, las cuales atacan cultivos en pre y post-cosecha.
Existen numerosos agentes que atacan los cultivos, los danos mas severos son
causadas por insectos, tanto por su diversidad como por su nimero, ademas de la
extensa cantidad de cuitivos que pueden dafar (Falcon, 1971). Tradicionalmente, el
control de dichos insectos se lleva a cabo con inseclicidas de origen quimico
(Byerly-Murphy y Bujanos-Muiiiz, 1995). De hecho, en 1990 en los Estados Unidos
se invirtieron alrededor de 400 millones de dolares en insecticidas a base de
carbamatos y organofosforados (Goldburg y Tjaden, 1990). Los inconvenientes que
presentan tales productos son su baja o nula especificidad, la rapida aparicién de
resistencia, alta toxicidad al hombre y animales, Ia potenciacién de los residuos y la
contaminacion de suelos y mantos friaticos (Cunningham, 1988).

Debido a estos inconvenientes, hoy en dia existe mucho interés en encontrar
alternativas para evitar el uso excesivo de insecticidas quimicos en favor del biocontrol
(Payne, 1988; Simone, 1991). EIl biocontrol es un método mas especifico y seguro
para el amkiente, ademas de reducir la aparicion de resistencia por los insectos (Fox,
1989).

Control bioldgico en ei Manejo Integrado de plagas

El concepto de manejo integrado de plagas (MIP) se origind en el area de
entomologia agricola, como consecuencia de los efectos contaminantes de los
plaguicidas quimicos y aparicion de plagas secundarias. Para el inicio de los 70's, el
empleo del MIP se fue ampliando, y la aceptacion del mismo ocurrio hasta que el
empleo indiscriminado de guimicos ocasiono el desastre de algunos cultivos, como el
algodonero, debido a ia resistencia desarrollada por los insectos plaga (Flint y van der
Bosch, 1981). Entre las alternativas de MIP se utilizan organismos entoméfagos y
entomopatdégenos. Para el primer tipe de control sobresale la utilizacion de insectos
como enemigos naturales de la plaga a controlar y en entomopatdégenos taies como
bacterias, hongos, virus, nematodos y protozoarios (Daoust, 1990).

Se conoce como biocontrol al uso de organismos, genes o producto de genes,
naturales o modificados, para reducir las poblaciones de organismos indeseables en
favor de organismos benéficos (Gabriel y Cook, 1987). El control bicldgico ha venido



incrementandose en nuestro pais a finales de los 70's y existen muchos programas de
investigacion en muy diferentes areas (Valenzuela, 1987). Un ejempio de ello se inicid
en la regian del bajio guanajuatense, donde se utilizd un pfoducto a base de Bacillus
thuringiensis (Bt) para controlar la "palomilla dorso de diamante" Plutella xyllostella en
cultivos de calabaza, obteniéndose proteccion comparable a la proporcionada por
insecticidas quimicos (Biever, 1995). Existe una gran cantidad de organismos
entomopatogenos, y de ellos sobresalen las bacterias formadoras de endoesporas
entre las que destaca Bt.

Empleo de Bt para control de insectos

Bt se encuentra distribuido en los suelos de todo el munde, aunque se han
encontrado en mayor proporcion en suelos de Asia {(Martin y Travers, 1989). Bt es un
bacilo Gram positivo, con flagelos peritricos a excepcion de un biotipo, esporulado,
fase durante la cual sintetiza un cuerpo paraesporal de naturaleza proteica (cristal) de
forma variable, ya sea bipiramidal, redonda, triangular, amorfa, ovoide, cuadrada o
rectangular (Insell, 1983). A los péptidos que forman este. cristal se les ha llamado
proteinas del cristai insecticida (PCl). El cristal sintetizado por Bt puede estar formado
por una o diferentes d-endotoxinas, mismas que pueden causar paralisis intestinal y
muerte al insecto. Se ha demostrado que esta toxina es inocua para el hombre y
animales superiores, y desarrolla alta especificidad contra larvas de diferentes ordenes
de insectas, principalmente Lepidopteros, Coledpteros y Dipteros (Ignoffo, 1973).

Existen diversas formas de identificar las cepas de Bt, donde destaca la
clasificacion seroldgica en base al antigeno flagelar {H). De esta manera, se han
logrado identificar 54 diferentes serotipos (Lecadet. 1994). Dentro de todos los
serotipos de Bt, solamente ciertas cepas se producen a nivel comercial donde
sohresalen las pertenecientes a las serovariedades kursiaki y aizawai para el control
de lepidopteros; israelensis para dipteros y las subespecies “san diego" Yy "tenebrionis"
contra coledpteros (Frankenhuysen et al, 1992).

Con respecto al empleo de bisinsecticidas, se han estipuiado algunos criterios
importantes para comercializar un agente microbiano, tales como:

1. Elevada patogenicidad e infeccion del insecto preferentemente por dentro,
por ingestion del bioinsecticida, excepto en el caso de {os hongas.
2. Efecto reproducible en condiciones de campo.



3. Efectivo aun a baja densidad de poblacion y amplio espectro de accian.
. Controlar la plaga y evitar el dafo econdmico a los cultivos.
5. Seguro a |a vida silvestre, animales domesticos, a otros insectos y a

S

humanos.

6. Capacidad de crecer en un medio simple, en cultivos sumergidos y
econdmicos de producir en escala masiva a nivel comercial,

7. Persistencia despues de la aplicacion en el habitat natural y faciles de usar.

o1}

. Capaces de reducir o eliminar la necesidad de un tratamiento quimico.

9. Ofrecer una ventaja sobre los quimicos, ya sea en el precio g en la
liberacion de regulacion gubernamental sobre los residuos.

10. Resistencia para los rayos solares y otros factores ambientales,

11. Cepas libres de fagos y resistencia a bacteriéfagos.

12. Manipulable y estable genéticamente.

13. Transpontable a cualquier lugar del mundo.

Barack et a/ (1988), Debabov et a/ (1984). (Dulmage. 1967).

La implementacicn de programas permanentes de aislamiento y seleccion de
cepas nativas de Bt, ha resultado en la obtencion de cepas con mayor toxicidad y/é
especificidad, alcanzandose mas de 400 patentes en EUA. Asi mismo, el empleo de
herramientas de biologia molecular e ingenieria genética en Bt, han permitido conocer
a nivel molecular la toxina y los genes que la sintetizan, movilizar estos genes hacia
ofras bacterias y plantas, alterando las caracteristicas originales; hechas que
promovieron el registra de 22 patentes de cepas Bt transformadas (Feitelson et al,
1992; Benedict et al, 1992; Gasser y Fraley, 1992; Warren et al, 1992; Koziel ef a/,
1990).

Caracterizacion de cepas de Bt

Las cepas de Bt que hayan mostrado aita toxicidad y/d especificidad en ensayos
a nivel de laboratorio, se deben someter a diversos tipos de caracterizaciones, donde
sobresalen la caracterizacion bioquimica, serologica, espectro de accion, tipo de
toxina, aspectos de bioseguridad, etc. Por lo anterior, para las autoridades reguladoras
como la EPA, a través de FIFRA (Acta Federal de Insecticidas, Fungicidas y
Rodenticidas) en EUA, es prioridad el considerar ios posibles impactos del plaguicida
sobre la salud publica y el amhbiente. En el caso de arganismos no blanco, estos
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coexisten de forma natural con las plagas y las aplicaciones a gran escala de
organismos desarrollados industrialmente, pueden cambiar el balance natural de los
agentes de control hioldgico y arganismos residentes. Las requerimientos normativos
para su registro y uso experimental como plaguicidas microbianos naturalmente
encontrados, incluyen informacion de cinco grandes areas: analisis del producto,
analisis de residuos, toxicologia, efectos ecologicos y destino ambiental (Betz et aJ,
1990).

Con fines de seguridad, para evitar posibles contaminaciones con productos
elaborados a base de Bt, los EUA piden que los mismos se regularicen de la siguiente
manera;

1. El organismo usado debera ser una ¢cepa autentica de Bt.

2. Metodos de cuitivo puro deberan ser usados con control adecuado para evitar
cualquier cambio en las caracteristicas de la cepa original o
contaminacion con otros organismos.

3. Antes de cualquier otra adicion, cada lote debera ser probado a través def
usa de inyecciones subcutaneas de por lo menaos un milidn de esporas,
en 5 ratones que tengan pesos de entre 17 a 23 g, no debera producir
evidencias de infeccidn o dafios después de 7 dias.

(Betz et al, 1990)

Los dates requeridos que ha implementado la EPA de los EUA (US-EPA,
1988), en Diciembre de 1988, para el registro de cepas de Bt incluye lo siguiente:

. Datos morfolagicos y bioquimicos.

. Analisis del serotipo.

- Historia de la cepa.

. Patron de resistencia a antibioticos.

. Descripcion de las toxinas insecticidas producidas.

. Perfil de plasmidos.

. Descripcion morfologica de la proteina cristalina.

. Bioensayos para diversos tipos de insectos.

. Pruebas de toxicidad intraperitoneal en raton para la B-exotoxina.

@ 0~ W oh N -
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Dentro de la caracterizacion, la prueba de toxicidad intraperitoneal en ratones
para la B-exotoxina es importante, ya que estudios de seguridad realizados can dicha
toxina demuestran que !a misma provoca la muerte en ratas después de inyeccion
intraperitonial (Faust, 1973). Cabe destacar que solg algunas cepas de Bt producen
este metaholito, v su formacion se produce cuando el bacilo se encuentra en su estado
de crecimiento vegetativo, liberandola al medio de cultive. El efecto bioinsecticida de
esta toxina se ha evaluado principaimente en control de Musca domestica, pero debido
a que se ha comprobado que puede inhibir la ARN polimerasa su uso es restringido
(Johnson, 1978).

Bt toxico a lepidopteros

Desde que Berliner dic una descripcion de Bt en 1911, cuando 10 descubrid
infectando larvas de lepidopteros en un cultive de trigo en Alemania, liegd a la
conclusian de que este microorganismo tenia potencial como control del insecto plaga.
Paco después, en 1935, en Francia, se desarralld un praducto piloto a base de Bt para
el control de lepidapteros en granos almacenados. El desarrollo industrial real vino al
final de los 50's con el empleo de fermentaciones liquidas, mediante las cuales se
inicid el estudio de produccion masiva y eficiente de Bt. Para alentar la produccion del
mismo, se realizo un experimenta de campo para el control de |la oruga de la alfalfa.
Esto fue lo que mativd el interés industrial en los EUA, y se realizd una conferencia
para persuadir a muchas firmas de industriales americanos, para producir Bt a nivel de
planta pilota. En fechas recientes, en paises europeos, Canada y los EUA, es una
recomendacion rutinaria el emples de este bioinsecticida en los invernaderos, en
almacigos de tomate, cultivo de flores y otros vegetales para el control de Trichoplusia
ni, Plutella xylosteiia y Fieris rapae (Lambert y Pefergen, 1982).

La clave del MIP es permitir el desarrollo durante la primavera de los enemigos
naturales de otras plagas, asi como su permanencia y aumentar el desarrollo, hasta
tener un maxima de poblacion para el otofio. En lugares donde {(as plagas se han
vuelto resistentes a la mayoria de los quimicos el emplec del MIP es la unica solucion
(Byerly-Murphy y Bujanos-Muidiz, 1995). Los productos a base de Bt gque se usan
para control de lepidopteros representan alrededor de la mitad del mercado actual, y
solo dos se elabaran camo formulados granulares, tal y como se muestra en la Tabla
1.
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Tabla 1. Productos comerciales de B. thuringiensis para control de lepiddpteros.

Nombre Compaiia Tipo de formulade Empleo

[Bactaspefna 16P8 Duphar Polvo humectable Agricultura
Bactospeine 85FLO  |Duphar Pasta /Agricultura
Bactospeine Duphar Palvo humectable Agricuttura

Paolvo asperjable Plantas onamentales
[Bactucide-P Ricerca chim |Polvo humeactabie Agric. Salud, C. golf, Forestal
lalctucide-s Ricerca chim [Liquido concentrado  |Agric., Arbales, C. de Golf
Beman Bt Bactec Palve humectable Agricultura

Polvo asperjable Alimentos almacenados

Granulos Lepiddpteros
Cutlas Ecogen Polvo humectable Vegetales
Delfin Sandoz Microgranulos Agric. Forestal, Jardineria
Dipel Abbott Polvo humectable Agricultura, Arboles, Jardin
Dipel ES Abbott Susp.emulsificante Agricuitura
Dipel 2X Abbalt Polve humectable Tabaco, girasol, cacahuate
Dipel 4L Abbott Susp.emulsificante Agric_Hortic., Invernadero
Dipel 6L Abbott Susp . emuisificante Agric.,Hortic., Forestal
Novo Biobit 328 Naovo Concentrado acuoso
Nove Biobit 16K Novo Polvo humectable Agric. C, de golf, Forestal
Novo Foray Novo Concentradgo acuoso  |Agric. C. de golf, Forestal
Thuricide 32B Sandoz Concentrado acuosa  |Agricultura, Forestal
Thuricide 32LB Sandoz Concentrado acuosa  |Campos de Golf, Forestal
Thuricide HP Sandoz Polvo humectatle Agric. C. de golf, Forestal
Thuricide SGC Sandoz Concentrado acuosa  [Agric. C. de golf, Forestal
Thuricide 48LV Sandoz Cancentrado acuoso [Campos de Golf, Forestal
Thuricide HPC Sandaz Concentrado acuosa|Agric. C. de golf, Forestal
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Bt téxico a colebpteros

La toxicidad de Bt a coleapteros inicialmente se damostré contra el escarabajo
colorado de la papa Leptinotarsa decemlineata (Krieg el al, 1984), por 1a subespecie
"tenebrionis”, A partir de entonces se tienen mas reportes con la misma variedad
contra otros coleopteros (Robert et al, 1994). Otra subespecie reportada es la "san
diego”, ambas pertenecientes a la serovariedad morrisoni, Los trabajos realizados a
nivel de campao con esta subespecie cantra el escarahajo ya mencicnade solo dieron
resultados positivos hasta que se emplearon formulaciones microcapsuladas (Zehder
et al, 1992). Recientemente se ha reportado la presencia de las serovariedades
mexicanensis, marrisoni, neolonensis y thuringiensis en Lasioderma sericorne (F.),
cuyas larvas atacan tabaco almacenado. Los resultados mostraran que con excepcion
de la mexicanensis, presentaban homologia serologica con la subsp. tenebrionis. La
variedad thuringiensis mastro homologia con la serovar. kurstaki (Kaelin et al, 1994).

Con respecto al insecto ya mencionado, el escarabajo colorado de la papa
(L. decemlineata), los resultados obtenidos con cepas de Bt mostraron que son una
buena altemativa de contral, al ser inactivo frente a otros insectos benéficos (Ferro y
Gelernter, 1989). Posteriormente, empleando fa formulacidn denominada M-ONE en
cuitivo de papa, se abservd en general lo mismo que para el control de lepidopteras;
que las larvas de los primeros estadios son mas susceptibles a este tipo de
bioinsecticidas que los Gltimos estadios o los adultos, y el resultado de su empleo
aumenta significativamente el rendimiento del cultivo (Zehnder y Gelernter, 1989).

En el Noreste de Meéxico los cultivas de frijol son severamente danados por la
conchuela del frijo! (Epilachna varivestis, Mulsant; Coleoptera: Coccinellidae)
principalmente (INIFAP, 1992). Las perdidas econdmicas por esta plaga ha motivado
la implementacion de un programa de control por medio de insecticidas quimicos y
control bioldgico. E! empleo de insecticidas quimicos ha tenido algunas dificultades
debido a 1a gran cantidad de los mismos requerido para un control adecuado. En el
control bialogico, se estan valorando dos estrategias: cultivo de variedades resistentes
(INIFAP, 1992), v liberaciones de parasitoides naturales, cama la avispita Pediobius
foveofatus (C.), la cual es parasita de las pupas de la conchuela (Garcia-Gutierrez et
al, 1993). Una tercera alternativa dentro del control biologico es el empleo de cepas
de Bt especificas a este insecto. Los reportes que existen a este respecta indican una
actividad debil de la variedad tenebrionis a eslte insecto, y también se menciona la
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susceptibilidad del mismo a la f-exotoxina (Keller y Langenbruch, 1983). A este
respecto, aunque se desconocen reportes de toxicidad contra ellos par fa seravariedad
kumomatoensis, una cepa de Bt nativa de México de esta misma variedad ha mostrado
ser upa posibilidad como bioplaguicida contra este coledptero (Medrano-Raldan,
comunicacion personal). Por lo anterior es necesario realizar una caracterizacion
mas amplia para definir el espectro de accion y nivel de actividad toxica y su
seguridad.

Formulaciones a base de Bt

Un insecticida puede introducirse en el mercado en varias formas, y es
necesario tomar en cuenta: a) el ambiente del insecto que va a ser controlado, b) el
método de aplicacion preferido, y c) el uso de formulaciones. Los tipos de aplicacion
de Bt a cultivos, se ha modificado notablemente en los ultimos afios. Iniciaimente y
hasta fechas recientes, se realiza la aplicacion del ingrediente activo en farma liquida
por aspersion (Lambert y Pefercen, 1992), mediante el uso del complejo
espora-cristal mezclado con agua y otros emolientes o aditivos, basado principaimente
en los empleados para los insecticidas quimicos, aplicade directamente sobre |a planta
(Angus y Liithy, 1971). El mercado de productos a base de Bt se ha incrementacio
notablemente en los ultimos arnos, y aunque solo representa alrededar del 0.1% del
mercado actual de pesticidas, las ventajas del producto sobre los quimicos con
respecto al bajo impacto en el deterioro de la ecologia muestran un alto crecimiento
anualmente. Actualmente en el mercado se encuentran alrededor de 50 productos a
base de Bt, destacando en numero los polvos humectables, seguidas de los
concentrados acuosos {(Morales-Ramos, 1994). En cuanto al insecto banco, la mitad
de los productos tienen como insecto blanco a lepidaopteros, seguido por dipteros y
coledpteros. Aungue |os polvos humectables los mas comercializados, tienen la
desventaja que el ingrediente activo queda expuesto al ambiente, y su inactivacion es
rapidos (su actividad toxica disminuye a la mitad en 24 haras). Es por este maotivo
principalmente que se han buscado alternativas para aumentar la estabilidad y
residualidad de los productos a base de Bt, principalmente aquellos que se van a
aplicar en campo.
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Formulados granulares

Los tipos de aplicacion de Bt a cultivos, se ha modificado notablemente en los
ultimos anos, en un intento de aumentar la toxicidad, el namero de insectos blanco y la
residuatidad del misma. Hasta fechas recientes se realiza la aplicacion del ingrediente
activo en forma liquida par aspersidon (Borgatti y Guyer, 1963), cuya formulado estaba
compuesto del complejo espora-cristal mezclado con agua y algln otro emoliente o
aditivo, basado principalmente en los empleadas para los insecticidas quimicas, y la
aplicacion se efectuaba directamente sobre la planta por aspersion (Angus y Lithy,
1971). Este método, tiene como desventaja que el ingrediente activo queda expuesto
y su actividad insecticida disminuye drasticamente en poco tiempo (Ignoffa y Garcia,
1978). Par esto se pensd en formular en forma de granulos los bioinsecticidas
elaborados a base de Bt Los formulados granulares fueron probados exitosamente
para Bt (Creigton et al, 1961), y fueron comercializados como Biotral 2.5%.
Posteriormente, Raun y Jackson en 1966 (citados por Ignoffo y Bailzer, 1871),
utilizaron este método para formular insecticidas y mantener la viabilidad de ias
esporas de Bt en granulos de talco, confirmandose su eficacia tanto en laboratorio
cama en campo. &l empleo de harina de maiz como matriz del granulado se realizd
con excelentes resultados en Georgia, sabre el cultivo de algoddn (Cannerday et al,
1975).

La baja estabilidad y persistencia del Bt en el ambiente es un factor indeseable
en las formulaciones. Como ya se menciond, los factores climaticos, especialmente la
intensidad de ia (uz solar, son destructivos debido a que afectan la persistencia de
insecticidas microbianos. Diferentes estudios revelaron la inactivacion de Bt despues
de 24 horas de exposicidn a luz solar simulada debido a la generacion de radicales
peroxido en Jos aminoacidos (Ignoffo y Garcia, 1978). Esto propicio la adicionar
agentes de potenciacion, estabilizadores o adherentes. Los resultados positivos
fueron observados con cebos de harina de maiz, o adherentes, de los cuales se
emplearon algunos carbohidratos, entre los que destacd ia sacarosa (Norris, 1978).
Levinson (1988), desarrollo un bioplaguicida a base de una mezcla de la toxina de Bt,
un compuesto que liga taninos, tales coma: poliamida sintética, suero, gelatina,
polietilenglicol, un borato o urea y un soporte que puede ser agua o un solido como
piedra pomez. El compuesto que liga taninos asegura (a permanencia del insecticida
por mayor tiempo sobre la planta sin desnaturalizarse. También se han realizado
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prucbas de campao con protectores como: Adjuvante San-285% Melazas Pj/yack
Lufilm®, Triton X-100% y ADWNP 66R, carbon activado y colorantes como rojo congo;
verde de malaquita, etc.; y también polimeros sintéticos que ademas de funcionar
como protectores solares minimizan la desecacidon (Couch, 1978). De los mas
empleados en campo esta el rojo congo, Al usar este o acido félico en formulaciones
granulares se obtiene una estabilidad de 12 dias {contra dos dias sin capsular), con el
50% de la actividad ariginal (Dunkle y Shasha, 1989), y la melanina en
concentraciones liquidas para control de mosquitos (Liu ef al, 1993).

Para incrementar el consumo por parte del insecto, una alternativa es el empleo
de fagoestimulantes y/o atrayentes sexuales. De los primeros, el mas comercializada
es quiza el Coax®, ya que actiia como atrayente alimenticio y muestra cierto efecta
protector contra los rayos UV, (Moffat, 1990; McGuire et al, 1990); obteniendo
resultados similares al disminuir en un 75% la cantidad de ingrediente activo mediante
su empleo en formulaciones granulares (Bartelt et al, 1990). Ademas de flos
granulados ya mencionados a base de harina o almidén de maiz, otra forma de poder
conservar varios agentes potenciadores en una sola matriz, es mediante alginatos
arcillasos (Frave! et al/, 1985; Bashan, 1986); llegandose a utilizar incluso alginatoé
bacterianos en formulaciones de biocontrol (De Lucca et a/, 1989). Una de las
formulaciones granulares que se puede usar en cultivos de gramineas y pastos, €s en
la que se utiliza como matriz almidon de maiz en estado pregelatinizade (Dunkle y
Shasha, 1988; McGuire et al, 1990; McGuire ef al, 1991). La desventaja que tiene
este tipo de matrices se debe a su forma (como panal de abeja), peso y volumen;
facilmente se precipitan al suelo durante su aplicacion, recomendandase solo en los
cultivos antes mencionados, puesto que la emergencia de la hoja permiten que el
granulo quede retenido, y en ese sitio se establecen las piagas a controlar. Ademas
se ha capsulado la protoxina {cristal) de Bt (Lereclus et al, 1995).

Sobre estos aspectos, los trabajos de investigacion realizados en el laboratorio
para la produccion de formulados granulares indican que la harina de maiz
nixtamalizada es un soporte del formulado eficaz, se polimeriza en friv y forma redes
matriciales adecuadas; y el verde de malaquita fue el mejor protector solar. Asi
también, el extracte de la planta Agave lechuguilla actiia come coadyuvante sinergico
con Bt, y el aceite vegetal evita la desecacidn y faveorece fa viscosidad dei materiai
(Castro-Franco, 1994).
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Formulados microcapsulados

Entre las estrategias actualmente utilizadas para alcanzar el mayor potencial de
bioinsecticidas se ha requerido el desarrollo de formulaciones mas estables, dentro de
los cuales la microcapsulacion es un sistema muy versatil, ya que permite la
elaboracion de capsulados sdlidos aspersables y facilmente se le pueden incorparar
fotoprotectores para extender la actividad insecticida, fagoestimulantes para atraer
mas al insecto blanco, agentes de adherencia que evitan la perdida del insecticida por
lavado del follaje etc. La microencapsulacion esta definida como la tecnologia de
empague de sdlidos, liquidos y gases en pequefios confenedores o capsulas; las
microcapsulas pueden liberar su contenida a rangos controlades, dentro de
condiciones especificas (Sparks, 1981). Esta tecnologia se usa para proteccion,
estabilizacion y liberacion lenta (Taylor, 1985; Youngs, 1986). Actuaimente es
aplicado en alimentos, saborizantes, resinas adhesivas y reactivas, drogas, perfumes,
insecticidas, etc. (Flinn y Nack, 1967). Los métodos de capsulacion incluyen secado
por aspersian, secado par caongelamiento, cubierta en base fluidizada, extrusion,
cg-cristalizacion, inclusion molecular y co-acervacién (Taylor, 1985; Youngs, 1986).

E! paso inicial en el proceso de microcapsulacion es la seleccion del material
adecuado, referido como la matriz de capsulacion. Los materiales comunmente
empleados son el almidon, derivados del almidon,--proteinas, gomas, lipidos ©
cualquier combinacion de elios. Estos materiales deben tener propiedades reologicas
importantes, tales como: viscosidad, fuerza de corte, tension cortante, capacidad de
dispersion, cubrir el material activo, etc. (Rao, 1992; Shahidi y Han, 1993). Los
materiales tipo polimeros no-ignicos, enriquecidos con otros agentes como la
albtumina, ayudan a mejorar la gravidez especifica {Baker ef al, 1989); microesferas
de este tipo (poliméricas) se han probado con éxito para formular herbicidas con
rangas de liberacion controlados (Tefft y Friend, 1993).

Las formulaciones aspersables de Bt estan basadas en mezclar el IA con
adyuvantes, y requiere de una cantidad determinada de materiales por unidad de
volumen requerido. El preducto final es el 1A atrapado dentre de pequefios granuios,
los cuales se pueden disalver en agua y aplicarse por aspersion (McGuire y Shasha,
1990). Estos microcapsulados elaborados a base de Bt son reflejo de formulados
granulares en cuanto a su canstitucidn (Dunkle y Shasha, 1988). Otro ejemplo lo
constituyen los alginatos arcillosaos y bacterianos que han servido como matriz o
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agente capsulante en formulaciones granulares, se han probado posteriormente para
la elaboracion de microcdpsulas (De Lucca y Bland, 1990). También se ha utilizado
un polimero llamado Eudragit® para elaborar microcapsulas suaves y digestibles.
Ademas se les pueden incorporar protectores para la luz solar como verde de
malaquita y pueden producirse con baculovirus o Bt como agentes insecticidas {Bohm
¥ Friend, 1988).

Por otra parte, se han utilizado microorganismos transformados con |a toxina de
Bt, a partir de los cuales se desarrollaron dos productos basados en el sistema
M-Cap®, que consiste en transferir el gen responsable de la produccion de la
d-endotoxina a Pseudomonas fluocrescens. Mediante el uso de esta tecnologia, al final
de la fase de crecimiento las celulas de Fseudormonas se inactivan con calor y un
tratamiento quimico. Posteriormente se emplea la pared celular como microcapsula
protectora que encierra la toxina de Bt Los dos productos obtenidos con esta
biotecnologia son el MVP® que poseen la 3-endotoxina de Bt serovar. kurstaki, y el
M-One®, que posee la d-endotoxina de Bt variedad "san diego" (Gelernter y Zehnder,
1989). De esta forma se incrementd la actividad residual de la toxina, como resultado
de la proteccibn de la cubierta celular (Frankenhuyzen y Ortiz, 1990; Gelernter,
1990). En 1990, la EPA, aproho el uso experimental de este bicinsecticida, el cual fue
desarrallado con tecnologia de ADN recombinante.

Finalmente cabe aclarar que aunque la maycria de estos formulados se
nombran como microcapsulados, en realidad su tamano de particula es de alrededor
de 0.5 - 1 mm, siendo quiza mas adecuado llamarlos microgranulos, como se indica en
el praducta camercial.

Evaluacioén de Bt en Campo

Las pruebas de campo son la ditima etapa en la evaluacion experimental de un
insecticida microbiana y generalmente se efectdan en forma simultanea con pruebas
de seguridad que se requieren para su registra. En los EUA se realizan pruebas a
escala pequefia (menos de 10 acres), cuando se utilizan cepas nativas. Estas se
pueden llevar a cabo sin natficar a la EPA.  En camhio, experimentos con
microarganismos mudificados geneticamente requieren de notificacion y permiso de
uso a nivel de campo por [a EPA, asi como las pruebas que exceden de 10 acres. La
informacion obtenida en este tipo de experimentos se utilizan como referencia para
establecer las instrucciones de uso de los productos, tiempo de aplicacién, rango de
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uso, instrucciones de mezclado, aplicacion, dosis recomendada en diferenfes tipos de
cultivos e insecto blanco {Daoust, 1990). Cabe aclarar que aumentar el uso
combinado de Bt con nuevas formulaciones e ingenieria genética para mejorar su
persistencia, sobre todo en lo que respecta a plantas transgénicas, podria traer como
resultado inducir resistencia. Actualmente, el empleo de Bt debe enfocarse a
programas de MIP. Lo anterior se demuestra por estudios con cultivos en apio y el
MIP con Bt que ha dado en California una ganancia neta de 1,047 ddlares/ha,
comparada con 393 ddlaresfha para un programa convencional de plaguicida.

Para finalizar, en la FCB-UANL se establecid un convenic con el INIFAP y el
ITD, el Departamento de Agricultura de los EUA (USDA; Peoria, lil.) para realizar
trabajos muitidisciptinarios. Por tal se ha propuesto realizar investigaciones a nivel de
campo con los cultivos que se siembran en mayor proparcion en el estadoc de Durango:
frijol (Phaseolus vuigaris, L) y maiz (Zea mays). La plaga a controlar en el primer
cultivo la causada por el coledptero E. varivestis (conchuela del frijol), la cual ocasiona
graves pérdidas (del 25 al 100%) en la region del Lfano de Ourango (INIFAP, 1992); y
en el segundo, las causadas par las lepidapteros de los géneros Heliothis virescens
(gusano barrenador) y Spaodoplera exigua {(gusano soldado) y Tnchoplusia ni (gusano
falso medidor). Las ventajas que ofrece Bt sobre control de plagas, como alta
especificidad, baja residualidad y por ende menor posibilidad de desarrollo de
resistencia por el insecto, asi como su bajo impacta en el deterioro del ambiente son
los principales motivos que nos llevaren a planear los trabajos de campo con este
microorganismo. De cualquier forma, la estabilidad de Bt es muy baja (en un dia su
potencia disminuye a la mitad), e incrementar la misma en una proporcion gue permita
mayar proteccion cultivo por el atague de plagas es un punto clave dentro de su
empleo comao efectiva cantrol bioldgico. Con respecto a esta nos preguntamaos: ¢ El
emplea de maiz nixtamalizado como matriz de formulados granulares ayudara a
aumentar la persistencia de Bt en campo? las cepas aisladas de México muestran
actividad toxica similar a la de los formulados comerciales a base de Bt a nivel de
campo? ¢Dichas Cepas son seguras para liberarse en campo? ¢ Hasta que punto fos
formulados microcapsulados protegen la protoxina de Bt de los rayes solares y la
lluvia? ¢Es el maiz nixtamalizado una buena matriz del microcapsulado o existen otras
opciones mas viables? ;Se refiejaran los resultados observados en bioensayos de
laboratorio en evaluaciones de campo? Para responder a estas preguntas planteamaos
lo siguiente.._.
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HIPOTESIS

Los formulados granulares y microcapsulados a base de maiz nixtamalizado
ayudarén a proteger [a protoxina de cepas nativas Bacillus thuringiensis de los factores
ambientales y aumentaran la persistencia del mismo al aplicarse en campo para
control efectivo de plagas, logranda tener un bioinsecticida que se pueda
comercializar, aplicarse en cualquier fipo de cuitivo y elaborado can materiales
seguros y de menor costa.

OBJETIVO GENERAL

Elaberar formulados granulares y microcapsulados de diferentes
serovariedades de Bacillus thuringiensis y evaluarios a nivel de laboratorio,
invernadero y campo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Caracterizar, en base a los lineamientos propuestos par |a EPA para Bt, ocho
cepas de (as serovars. aizawai, galfierie, kurnomatoensis, krustakiy morrisoni
para su uso seguro en pruebas a nivel de campo.

11} Evaluar a nivel de campo formulados granulares de diferentes
serovariedades de Bt para el control de plagas de lepiddpteros.

1) Elaborar formulados microcapsulados a base de matrices de harina

nixtamalizada y almidon de maiz, para su aplicacion por aspersion.

IV) Evaluar [a actividad toxica de los microcapsulados en pruebas de

invernadera y campa para el control del coledptero Epilachna varivesiis
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MATERIALES Y METODOS
La descripcion de la metodolegia se encuentra dentro de los articulos que se
generaran como resultado de la presente tesis. La forma en que se realizaron los
bioensayos se encuentra descrita en el capitulo del libro editado por la Academic
Press. Eil arden en que estos aparecen dentro del texto es el siguiente:

Articulos:

|. Characterization of Mexican strains of Bacillus thuringiensis taxic for
lepidopleran and coleopteran larvae

1. New granular formulations based on corn meal with different serovar. of
Bacillus thuringiensis

lli. Sprayable granule formulations for Bacillus thuringiensis

\V. Bacillus thuringiensis microencapsulated formutation for control of the

coleopteran Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinelidae)
Capitulo en Libro: Baciffus thuringiensis bioassays into artificial diets. 1996. in:
Manual of techniques in insect pathology. L. A. Lacey . (ed.). Academic

Press, England (en prensa).

Patente: Microcapsulacion de pesticidas (en tramite).



