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RESUMEN

En la actualidad una varedad de Insecticidas microbianos estan disponibles
comercialmente para el control de plagas agricolas, forestales y vectores de enfermedades.
Aun asi, los productos microbianos en uso constituyen solamente el 1% del total mundial y de
osle porcentaje Bacillus thuringrensis representa el 0.6%. Varios faclores son responsables
del uso limitado de las insecticidas biologicos como: rango especifico de hospederos, falta de
actividad residual y persistencia en el ambiente. Con la finalidad de desarmvllar formulaciones
de B. thunngiensis con mejor persistencia en el ambiente se elaboraron 22 formulados con
polimeros como quitina, gelatina, pectina, almidon y alginato, de estos formulados se
seleccionaron 8, a los cuales se les determind los siguientes parametros: Sobrevivencia y
retencion de la actividad toxica de B. thunngiensis en los formulados; Estabilidad de los
formulados en almacenamientc a ismperatura ambiente; Propiedades de adherencia a
portaabjstos y hojas de algadon; Aceptacion de los formulados por T.nv. Se demostrd que la
viabilidad de B. thuringiensis no se afactd por los procesos de formulackin utilizados, La
actividad toxica contra larvas neonatas de 7. no se alterd y se mantuvo en los bioensayos
con incorporacion de los formulados a |a dieta en dos dosis y en forma granufada. En (os
estudios de estabilidad en almacanamiento se observo perdida en la viabilidad despues de 12
meses a temperatura ambiente para la mayoria de los formulados, excepto para los
formulados GL y Al (gelatina y almidon respectivamente), sin embargo la actividad insecticida
no se afectd por el almacenamienio, excepto para ol formulado de alginato. En los
experimentos de adherencia a portaobjeios y hojas de algodon, se encontrd que ks
formulados a base de gelatina y pectina presentan las mejores propiedades de adherencia.
En lo que respecta al bioensayo para determinar preferencia de alimentacion con larvas de
T.ni, se encontrd que después de tejido de lechuga las farvas prefieren alimentarse con los
formulados de gelatina y pectina, los formulados de quitina y alginato fueron rechazados por
las larvas de 7. ni. En base a los resultadas de laboratorio se seleccionaron los formulados
GL (gelatina), Po (pectina) y Al (almidan) para evaluar su eficacia en invemadero y campa,
Estos soportes fueron utilizados para desamcliar formulados granulares con B. thuningiensis
al 1%, sin protector de luz UV y formulados con B. thuringiensis al 1% y rojo congo al 1%
como protector de luz UV. Las resultados obtenidos en invernadero con plantas de algodon,
mostraron que en general los tres soportes son efeclivos, pero los formulados sin rojo congo
fueron mejores, posiblemente debido a que el mjo congo afecld la adherencia de los
polimeros, también se observé que el extracio libre de B. thunngiensis cepa GM-7, bajé
considerablemente su eficacia después de los 14 dias de iigacion. En los bioensayos can
plantas de maiz en invemadero con larvas de S. frugiperda, los tres soportes fueron efeclivos,
no se encontro diferencia significativa entre los formulados con rojo congo y sin rojo congoe,
posiblemente por que en el maiz la adherencia no es un factor determinante. En lo que
respecta al experimento de campa can maiz, solo se ancontrd diferancia significativa entre el
formulado de pectina can 8 thuringiensis y rajo congo y el resta de las formulados. En los
estudios con el simulador solar, sé demostra que la actividad toxica de 8. thunngiensis se
afecta en forma significativa después de 2 horas de exposicion al simulador solar, los
formulados con rojo congo conservan el 83% de su aclividad en comparacion con los
formulados sin rojo congo que conservan el 68 %. Sin smbargo a (as 8 h de exposicion os
formulados con rjo congo conservan solamente el 52% de su actividad y los formuladas sin
rojo congoe solo el 35% de su actividad inicial.



ABSTRACT

Nowadays a variety of microbial insecticides are commaercially available {0 control crap
and faorestry plague and disease vectors. Even so, the microbial preducts in use constitute only
1% of the world total and of this perceniage Bacillus thunngiensis represents the 0.6%.
Several factors are responsibie for the reduced employment of bioiogical insecticides, like their
narrow activity spectrum, their limited residual activty and their poor environmental
persistence. In order to develop Bacillus thuningiensis formula with better environmenial
persistenca, 22 formulations were manufactured with the palymers chitin, gelatin, pectin,
starch and alginate. Eight of them were selected to determine: survival and retention of toxic
activity of 8. thunngiensis in the formulation; stability of formulations in storage at room
temperature; properties of adherence to slides and cotton leaves and acceplance of tha
formulations by T.ni larvae. Results indicate that viability of 8. thunngiensis wasn't affected by
the process of manufacture emplayed. The toxic activity against neonate larvae of T. ni wasn'
affected and was kept in the bioassays of incorporation of the formulatians to the diet in twa
dases and in those in granulate form. In the studies of storage stability at room temparature, it
was observed lost of viability after 12 months for mast of the formulations, except for GL and
AL (gelatin and starch respectively), nevertheless insecticide activity wasn't affected by
storage except for the alginate formulations. In the experiments of adherence to slides and
cotton leaves, it was found that formutations with pectin and gelatin showead the best properties
of adherence. The results of the bicassay with T. ni to determine feeding preferencs Indicate
that after the lettuce tissua, the larvae prefer to feed on the gelatin and pectin formulations; the
chitin and alginate formuiations wers rejected by the 7. ni larvae. Accordingly to the laboratory
results the GL (gelatin). Po (pectin) and Al (starch) formulations were selected to evaluate their
greenhouse and field efficiency. These suppors were used to manufacture granular
formulations with 1% B. thunngiensis and 1% congo red as UV light protectar, The greenhouse
results with cotton plants demonstrated that in general the three supports are effeclive, bul the
formulaticns without congo red were better, maybe because congo red affected the adherence
of polymers, it also was observed a considerable reduction in the efficiency of the extract
without B. thunngiensis strain GM-7, after 14 days of imigation. In the greenhouse biocassays
with com plants and S. frugiperda larvae the three supports were elfective, there were not
significative difference between the formulations with and withaut congo red, possibly because
in the comn the adherence is not a determinant factor. Respect to the field experiments with
com, it was found significative difference only between the pectin formulation with B.
thuringiensis and congo red and the resl of the formulations. In the solar simulatar studies, it
was demonstrated that the toxic activity of 8. thuringiensis is affected in a significative way
after Z hours of exposition (o solar simulator, the congo red formulations relain 83% of their
activity against the formulations without congo red which retain 68% howevar at 8 h aof
exposition the congo red farmulations retain anly 52% of their activity and the formulations
without cango red only 35% of thair initial activity.



INTRODUCCION

Se considera que los plaguicidas hacen una significativa contribucion para mantener la
produccion de alimentos en el mundo, aplicandase anualmente 2.5 millones de toneladas de
astos productas quimicos. La creciente concientizacian hacia los problemas de contaminacion
ambiental y el uso de agentes quimicos innecesariamente peligrasos ha resultado en una
praoliferacion de leyes en toda el mundo para reducir la cantidad de productos quimicos
autorizades para ser utilizados en la produccion de alimemtos (Hall, 1990). En general, se
eslima que por cada dolar invertido sn control de plagas éste es devuelta en
apraximadamente cuatro dolares de cosechas salvadas. Sin embargo, muchos de los
beneficios de usar productos gquimicos para el control de plagas son basados Unicamente
sobre su efecto directo en los cultivos y tales afirmaciones no incluyen el costo indirecto
ambiental y economico asociado con el uso de estos compuestos. Hace mas de una decada
la agencia de proteccidn ambiental (EPA), de Estados Unidos, puntualizo la necesidad de
efectuar investigaciones mas realss sabre el costo/beneficio del uso de producias quimicos
para el control de plagas (Pimentel ot. al, 1992).

Control Biolégice Como Alternativa

El hombre se ha preocupado por ampliar su campo de accion a fin de enconirar
métodos de combate igual o mas efeclivas que los productos quimicos. El control
microbioldgico es una alternativa, ya que les microorganismos constituyen una amplia gama
de agenies patogenos para ks insectos. Los insecticidas microbianos san micreorganismas
vivas, coma hongos, bacterias, virus, protozoarios y nemétodos asi como sus metabolitos. El
cracienta interés en los agentas de control microblologico se debe a que son seguros, no
contaminan, algunas veces san mas efeclivas que los quimicos y con menos posibilidades de
que el insecto desarolle resistencia.

Para gue un microorganismo entomopatégeno o su producto sea considerado como un
agente potencial para utilizarse en control biologico debe cumplir con los siguientes atributos
1.- Efeclive y especifico contra el insecto blanco y consistente en la supresion de las
poblaciones de la plaga
2 - Disponibilidad y factibilidad de una tecnologia de produccion continua
3.- Estar disponible en formulaciones que posean und vida de anaquel larga, ser estables en
¢l habitat del insecto blanco y diseminarse bien para maximizar el cantactc con el insecto
blanco



4 - No ser infeccioso para el humano y su efecto en la flora y faura no blanco debe ser
minimo

5.- Poseer potencial de desarrollo de mercado y de produccion.(Azawa, 1974; Granados,
1981; Ignoffo, 1979; Khachatourianus, 1986; Magnas, 1963).

Actualmente, se conocen mas de 100,000 aspecies de microorganismos, de los cuales
alrededor de 2,000 son patdgenos de Insectos; destacdndose como entomopatagenas
alrededor de 750 especies de hongos, 700 de virus, 300 de protozoarios y cerca de 100
especies de bacterias. La mayoria de €stos microarganismos Son poco conocikdos, mientras
que algunas variedades de 8. fhuringiensis y virus han sido estudiadas con mas detalle
(Galan Wong. 1993). Las propiedades entomopatogénicas de B. thuringiensis son muy
variables. En afios recientes se han realzado extensivas investigaciones para obtener
nuevas cepas con diferentes espectros de accion. Bacilus thuringiensis ha sido clasificado sn
un total de 55 serolipos basados en sus propiedades bioguimicas y los antigencs flagelares o
antigenos H (Lecadet 1994, Charles, 1996). Esta clasificacion no reflgja el patotipo de la
bacteria, el cual es debido esencialmente a un cristal glicoproteico formado por varios
polipéptidos denominados &-endotoxina, Estas proteinas insecticidas son sintetizadas
después de el astado Il de espaniacin (ir-1;) y se acumulan en la célula madre coma un
cristal el cual puede representar mas del 25% del peso seco de la célula. Algunas cepas de
Baciilus thuningiensis pueden sintetizar mas de un cristal, 8l cual puede estar formado por
diferentes d-endatoxinas. Dependiendo de la composicién da la d-endatoxina, el cristal puede
tener varias formas (Lereclus et. al, 1983). Hofte Y Whiteley, 1989 propusieron un sistema de
nomenclatura basado en sus propiedades insecticidas. Su especiro de accion incluye
principaimente larvas de insectos lepiddpteros, colegpteros y dipteros; aunque recientemente
se han reportado toxinas activas contra acaros (Payne, et. a/, 1992), nematodas (Meadows,
6t. a/, 1990) platelmintos y protozoarios (Feiteison, ef. a/ 1992). Hasta la facha se han dividido
en seois clases y varias subcfases de S-endatoxinas en base a su estructura primaria y
espectro de hospedero (Cry 1, (I, 1ll. IV V y V1). Ademds de la gran variedad de proteinas
cristalinas insecticidas (3-endotoxina y citalisina), algunas cepas de B. thuringiensis sintetizan
una toxina estable al calor denominada [-exotoxina. Estos compuestos son analogos a
nucledtidos cuya actividad insecticida podria ser debida a inhibicidn de la ARN polimerasa por
competencia con ATP (Lareclus et. al, 1993),



IMPORTANCIA

B. thuningiensis destaca entre los plaguicidas microbianos de mayor éxito comercial ya
que representa el 90% de los bioplaguicidas usados actualmente y se espera que ocurra un
incremento en su utitzacion en los aiios venidenos. Las ventajas comerciales que presentarn
las formulaciones a base de B. thunngiensis son. los bajos coslos de desarrollo in vitro, la
ausencia de toxicidad para animaies y el hombre, (a foxicidad especifica para el insecto
blanco, la accidn rapida, la facilidad de formulacion, larga vida de anaquel, y |a aplicacion por
métodas convencionales. Sin embargo existen dos aspeciaos que reducen su valor comercial,
la baja persistencia de las toxinas en el ambiente y la alta diseminacion de esparas (cerca de
10" por hectarea), este (ltimo se toma en cusnta considerando que en algunos paises no
@sta autorizada la presencia de esporas viables en los productos (Meadows, 1993). Entre las
estrategias actualmente utilizadas para alcanzar 8l mayor potencial de estos productos se
involucran el desamolio de formulaciones ambientales mas estables con tecnologia de
liberacion lenta o microcapsulacian el cual es un sistema muy versatil ya que penmite |a
elabeoracion de capsulados solidos o asperjables ademas, facimente se pueden incorporar
fotoprotectores para extender la actividad insecticida, fagoestimulantes para hacer mas
atractivo el bioinsecticida para el inseclo blanco, agentes de adherencia que evitan la perdida
del insecticida por lavado del follaje etc. Olras estrategias que se utilizan son: el aislamiento
de cepas mas polentes, la bisqusda de nuevos patotipos, asi como el uso de métodos
clasicos y modemos de manipulacion geneética para cblener productos comercialmente mas
competitivos. Este trabajo esta dirigido al desamollo de formulados granulares que prolanguen
la actividad residual de Bacilfus thuringiensis. La originalidad de esta trabajo radica en que los
palimeros utiizados na se han empleada anteriormente como material soporie para la
elaboracion de formulados granulares de 8. thuringiensis var. gizawai cepa GM-7, a excepcion
del almidon que ha sido usadc para microcapsular &.thuringiensis var. kurstaki con buenos
resutiados y por lo tanto en este trabajo se usa para comparar contra @l (0s resultados con los
otros polimeros. Se propone la siguiente hipotesis y objetivos.



HIPOTESIS

Es posible atrapar en diversos polimeros como quitina, gelatina, pectina y alginato de

calcio a Bavillus thuringiensis sin restarle su actividad toxica e incrementando su resistencia a

las condiciones ambientales.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso potencial de diversos polimeros (alginato de calcio, quitina, pectina y

gelatina) coma soportes para la elaboracion de un formulado granular de Bacillus thuringiensis

var. aizawai cepa GM-7.

OBJETIVOS PARTICULARES

A cada uno de los formulados determinar:

Sobrevivencia y retencion de la actividad insecticida de 8. thuningiensis en el
formutado.

Estabilidad en almacenamienio a temperatura ambiente.

Efectuar un estudio de preferencia de alimentacion por parte del insaecto pruaba.
Adherencia a portaobjetos y hojas de algodon.

Efectuar una evaluacién de la efectividad en invemadero y campo, con los formulados
saleccionados.Evaluar el efecto de la luz solar directa sobre la actividad insecticida de
los formulados sin protector de luz UV y usando rojo congo como protectar.

Evaluar el efecto de la luz solar sobre la actividad insecticida de los formuladaos, sin
protector de luz UV y usando rojo congo como protector,



ANTECEDENTES

1.- Desarrollo Histérico de Bacillus thuringiensis:

La historia de Bacillus thuringiensis inicia, cuando un bacteridlogo japonés (Ishawata,
1901) aislo un bacilo de un gusano de seda enfermo. Una década despues en 1911 Berlinier
aiskd un microorganismo similar de Anagasta kuehniella en Alemania. Berliner, kb llamd
Bacillus thuringiensis (Bediner, 1911; 1915). Los primeros intentos para ulilizar a 8
thunngiensis para el control de insectos se dieron a finales de 1920 y en ks inicics de 1930
contra el gusano Eurcpeo de maiz Ostrinia nubitalis.. E| primer producto comercial Hlamado
Sporaine estuva disponible en 1938 en Francia (Weiser, 1986). Durante ks afios §Q, la
produccion comercial de B. thunngiensis se desamolky mas extensivamente en varios paises,
incluyendo la URSS, Czechoslovakia, Francia y Alemania. Para 1954, cuatro produclos se
tenian disponibles a base de 8. thuringiensis var. thuringiensis :
Bakthane L-69 (PH y Polvo) producido por Rohm y Haas.
Biotrol BTB (PH y Polvo) producido por Productos Nultrilite,
Parasporin (PH y Polvo)producido por Grain Procasing Inc.
Thuricide {PH y Polvo) producido par Intemacional de Minerales y Quimicos.

En general los resultados abtenidos con estos productos fusron favorables contra :
Fiens rapae (gusanc del repollo), Plutelfa xylostella (palomilla del dorso de diamante),
Trichoplusia ni (gusano falsc medidor) y Colias eurytheme (oruga de la alfalfa), sin embargo
los resultados en campo eran inconsistentes, debido a la falta de estandarzacion. Durante los
afos siguienles se expenmentd con el uso de aspersores y adherentes para incrementar la
eficacia da B.thuningiensis en campo (Couch, 1978, Jacques y Fox, 1960). A mediados de
1960, decrece el numeroc de manufactureras de B.thuringiensis y solo quedaron dos Biotrol y
Thuricide. En 1966 Franklin y Cantwell en 1967 describen el efecto ds la luz UV sabre las
esporas de 8. thunngiensis, 0 que se considerd comoa la razdn primana de la débil actividad
residual de B. thunngiensis en el campo. Dos sucesos en 1960 fueron de particular
significancia para mejorar la eficacia en campo y acslerar la comercializacion de B.
thunngiensis. El primero fue el descubrimiento de la cepa HD-1 kurstaki por Dulmage
(Dulmage, 1970), un aislado de 2 a 200 vecas mas aclivo contra las plagas agricolas claves
en comparacion con los otros praductas comerciales a base de Bacilfus thuringiensis y el
segundo fue sl establecimiento de un sistema intemacional para sstandarizar la potencia de
los productos comerciales. Los productos originaimente eran estandarizados en base a la



cuentia de esporas, pero se& ha encontrado que a&sia no se relaciona con la actividad
insecticida (Krieg, 1965; Dulmage y Rhodes, 1971). Actualmente se expresan en unidades
internacionales determinadas mediante bioensayos contra T. ni usando la cepa HD-1 coma
estandar (Dulmage e! a! 1971)}. La introduccion de formulacionas estandarizadas basadas en
la cepa HD-1 en general mejoraran la eficacia de las pruabas de campo. Durmante 1970 se
llevaron a cabo numerosas pruebas de campo para determinar equipo, sincronizacion,
frecuencia de tratamiento, rangos de dosis y volimenes da aplicacion. La efectividad de 5.
thuringiensis mostrd una marcada mejora durante estas pruebas, paro l0s resuttados aun eran
incansistentes y los costos mucho mas elevados comparados con los insecticidas quimicos. El
costo-efectividad se empezdé a mejorar cuando las formulaciones se hicieron mas
concentradas y para finas de 1970, B. thunngiansis era considarado coma una aftemativa
operacional a los insecticidas quimicos. A principios de 1980 los esfuerzos se encaminaron a
reducir los costos de produccion y allanaron gl camine para un Incremento en el uso de 8.
thuningiensis (Frankenhuyzen, 1993). La produccion comercial y el uso mundial de 8.
thuringiensis se establecié a principios de 1980, el mercado estaba dominado por productos
basados en la cepa HD-1 de la subespecie kurstaki. Nueves mercados se abrieron con el
descubrimiento en 1976 de la subespecie israelensis para el control de mosca negma y
mosquitos . A mediados de 1980 {as ventas globales de 8. thunngiansis fueron estimadas en
cerca de 50 millones de ddlares representando menos del 1% del mercado mundial de
insecticidas. A pesar de la amplia aplicacion de B. thuringiensis comprende sglo una
pequefia parte del mercado debido a varios factores que limitan su uso en la proteccién de
cultivos. Un factor limitante es su estrecho espectro de actividad insecticida. Un alto grado de
especificidad hacia el insecto blanco hacen a B. thuringiensis una altemativa deseable desde
un punto de vista ambiental pero limita su mercado potencial. Otra limitarte es que su eficacia
tiende a ser mas variable que la de los insecticidas quimicos debido a que 8. thuringiensis
debe ser ingerido, por lo gus se requieren condiciones que promuevan la alimentacion, y esto
es agudizado aun mas por la limitada actividad residual debido a lavado por lluvia e
inactivacion de esporas y cristales por a luz solar. Por consiguiente la transmision de la
enfermedad de insectos enfermos a los sanos es pobre o no existe y se requiere de repetidas
aplicaciones incrementando el costo. Sin embargo con el creciente reconocimiento de 8.
thunngiensis como agente potencial para el control de insectos, durante |os afos 80, y el



descubrimiento de la subespecie tensbrionis, con actividad contra coledpteros el optimismo
crecio y los esfuerzos se enfocaron a reducir estas limitaciones.
Investigacidn en Cuanto al Modo de Aceidn

Las investigaciones en cuanta a la caracterizacion y el entendimiento general del modo
de accion se retrasaron y se realizaron después del desamollo comercial. Aunquae el cristal fue
descrito por Berlinier en 1915 fue hasta 1950 que se identificd como un cristal de proteina
(Hannay, 1853). En 1954 Angus establece que el cristal juega el mayor papel en la patogenia
de 8. thunngiensis, las investigaciones en los siguientes 20 afios, se enfocan hacia la
estructura, bioquimica del cristal y biogénesis durante la esporulacion y modo general de
accion en larvas de lepidopteros. Ef conocimiento disponible para inicios de 1980 puede ser
resumido como sigue : El cristal esta compuesto par una protoxina protéica con un peso
molecuiar de cerca de 130 kDa y se solubiliza a pH altas en sl intesting de la larva, para dar
origen 4 la foxina que es una proteina de 60-70 kDa generada por hidrolisis enzimatica en el
inestino medio, resistente a proteasa, la toxina actia directameme sobre las cslulas
epileliales de la membrana del intastino medio, causando un incremento gradual en la
permeabilidad de la membrana seguido por lisis de las células, la intaxicacidn se asocia con
una inhibicion inmediata de la alimentacion, pérdida de iones del intestino a la hemalinfa
causando un desbalance idnico, paralisis y muerte, en otros casos esta condicion permite una
prapagacion vegetativa de B. thuringiensis resultando una septicemia que contribuye a causar
la muerte. Con el incremento de la importancia comercial de 8. thuringiensis y nuevos
gislados, se hizo necesario un método de clasificacién. En 1962 de Barjac y Bonnefoi
establecen un sistema de clasificacion basado en el andlisis serologico de la célula vegetativa,
se utilizd el antigeno flagetar H combinado con las caracteristicas bioquimicas. Se hicieron
refinamientos al incluir patrones electroforéticos de eslearasas producidas por las cslulas
vegelativas (Nomis, 1964) y serologia de cristalas (Krywienczyk ef. s/, 1978). A (a fecha, son
conocidas 55 serovariedades.(de Barjac y Frachon, 1990; Lereclus ef. a/, 1993). Muchos de
los pragresos en las investigacones de genetlica molecular y modo de accikin se han obtenido
a partir de 1980.

2 - Formulados de Bacillus thuringiensis Disponibles:

En la actualidad una variedad de inseclicidas microbianos estan disponibles
comerciaimente para el control de una amplia variedad de plagas agricolas, forestales y
vectores de anfermedades (TABLA 1). Durante los 1980's la convergencia de nuevas técnicas



especialmente las producidas por iecnologia de DNA recombinante y e! cambio en las
actitudes paliticas y publicas con respecte al uso de plaguicidas, precipitaron en un dramético
incremento en la investigacikn por la industria , gobiemo y las universidades. El costo
relativamente bajo de desarrollo junto con la alta diversidad de cepas y toxinas buenos
prospectos de manipulacion genética han sentado las bases para un actual esfuerzo para sl
desarrollo mundial de una nueva generacion de productos para el control de inseclos mas
efectivos y aceptables ambisentalments.
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TABLA 1. FORMULACIONES de Bacillus thuringiensis PRODUCTOS y su USO

R AR S S S e e s e P e e e s s s s T e e s ES

PRQDUCTO FORMULACION
Lt b it 3l Pttt £} 3
ACRQOBE™ Acuoss
AGREE™ Polva Humectable
BACTIMOS™? Paivo Humectable
Briqurtas
BACTIMOS PSE0™ Polvo Seco
BACTIMOQS™ ariqua; Flotante
BACTIS-G™* Grinulos
BACTISP Palvo Humectable
BACTIS-S™* Solucion Asperjable
BACTOSPEINE 16 PB™ Palva Humectable
BACTOSPEINE 85 FLO* Pasta
BAGTOSPEINE® Polve Humectable
Poivo Asperjable
BAGTUGIDE-P* Polvo Humectabie
BACTUCIDE-S** Liquido Concentrado
BERNAN BT Polvo Humectable
Polvo Asperjable
grinulas, Palvo
BIODART® Polve Humectable
GERTAN™ Sugpensidn Conc.
CONOOR®’ Palvo Humectable
curLass*’ Palvo Humectable
DELFIN*? Microgrinules
dispersables an agua
owPeL! Polvo Humectable
DIPEL ES*' Suspenaslén Emul,
DIPEL 2X*' Palvo Humectable
DIPEL 4L Suspension Emul.

uso

—— - 3+ T ]

Salud Miblica, Contra Mosquitos.
Agriculhura, Contra Lepidapteraa
Area de poco movim lento de
agua,Conira Mosguitos.

Canales, Salud Publica, Contra
Mosquitos.

Canales, Salixi Pibllca, Contra
Mosquitos,

Salud Pdblica, Contra Mosquitog
Salud Pdblica, Contra Masquitos
Salud Publica, Contra Mosquites.
Agricuttura, Contra Lepidopteros.
Agricuitura, Contra Lepidapteras.
Agricultury, Invernadero,
Ornamentales, Contra
Lepiddpteros

$3lud Piblica, Agricultura,
Farestal, Jardin, Contra
Lepkiopteroa,

Salud PUbiica, Agricyuftura,Campo
de Gol, arioles, ANmentos
Aimacenados, Contra
Lepidopteros,

Agricultura, Invernadero,
Alimenics Amacenadas, Contra
Lepidapteros,

Agricuttura,Contra Lepldopteros.
Canira Gafleria meltanella
Forestal, Conira Lepidoptercs.
Sobre Vegetales, Contra
Lopidapteros.

Agriculturs, Jardineria, Forestal,
Contra Lepidopterce.

Agricultura, Jerdineria, Arboles,
Plantas Omamentales, Contra
Lepiidpteros.

Proteccion de Cuftivos , Contra
Lepldopteros.

Cultivos como Tabaca, Girasol,
Cacahuate,Contra Lepldopteros.

Agricultua, Invernadero,
Horticutura, Contrs
Lepidopteros.
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TABLA 1. Continuacién

PRODUCTO

CWPEL 6L

DIPEL SAF"'

FUTURA®
FLORBAC”
FOILY Y2+¢

JAVELIN®
M-QNE™**

M-ONE PLUS™"
mve"

NOVQ Bl0BIT 328*°
NOVO BIOBIT 16K**

NOVO FORAY "

NOVADOR™
SKEETAL*™

TEKNAR™

TEKNMAR G
TEKNAR KP-D™'
THURICIDE 328"
THURICIDE 32(8™

THURICIDE HP=*

THURICIDE SC*

THURICIDE 48 LV

FORMULACION

e —
s}t 2 L L L L L LT P 1P} E 4§ T L L 1 JEperep ey

Suspension Emul

Acucsa Aspesjable

Polvo Humectable
Polvo Humectabie
Acuosa Asperjable

Polve Humectatre
Encapsulado en
Psoudomonas
Encapsulado en
Pssudomonas

Encapsulado en Pseudomonas
Concentradao Asperfable

Polvo Hum ectable

Concentrado Acuoso

Asperjable
Concentrado Acuoso
Asperjable
Concentrado Acuoso

Suspenslon Acuosa
Concentrada

Granulos
Suspension Acuosa
Concentrada
Cancentrado Acuatd

cancentrade Acugeo

Potvo Humectable

Cancentrade Acucse

Cancentrad® Acudeo

Agricultura, Horticultura, Forestal,
Arboles y arbustos, Contra
Lepidopteras.

Aagricultura, Horticuttura,
Forestal, Arboles y arbustos,
Contra Lepkiépteros.
Agricultura,Contra Lepidépteros.
Agriculiura,Contra Lepkiopleros.
Agricultura,Contra Lepidopteros
y Coledpteros.
Agricuitura,Contra Lepidopteros.
Protecclin de Cuftivos, Foreetal,
Jardin, Cantra Coledpferos.
Protecoidn de Culttvos, Forestal,
Jardin, Contra Coledplevos.

Agricultura, Contra Lepiddpieros
Agricuitura, Forestal,Contra
Lepidapteros.

Agricyitura, Forestal,Contra
Lepidopteros.

Agricultura, Forestal, Campo de
Golf,

Agricultura, Contra Coledptercs.

Salud Publica, Contra Mosquitos
y Moecs Negra.
Salud Pibilca, Contra Mosgjuitos
¥y Mosca Negra.

Salud Piblica, Contra Mosquitos
Y Moaca Negra.

Salud Publica, Cantra Mosqultos
y Mosca Negra.

Agricuttura, Forestal, Contra
Lepkidpteras.

Forestal y Campo de Golf,
Contra LepidGpteros.
Agricufturs, Forestal, Campo de
Goft, Arboles, Contra
Lepldopteras.

Agriculfura, Forestal,Canpo de
Golf, Artoles, Contra
Lepidopteros.

Forestal, Campo de Golf,Contra
Lepidoptercs.
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TABLA 1. Continuacion

s e e D N S e e S T N T P T N e T e e e e e oy
R R a2 A 2 24 2 2 a2t a2 2

PRODUCTO FORMULACION uso

T e L S T T S T T T TS

THURICIDE HPC™® Cancentrado Acucso Agricutiura, Forestal, Campo de
Galf, Alimerntas Almacenados,
Contra Lepidopteros.

THURICIDE HP 1.58" Folvo Usado para Formular.

TRIOENT Concentrado Acuoso Agricutiura, Comtra Coledpteras.

VECTABAC AS™' Suspension Acuosa Estanques.Rios, Bosques,
Pasiizales, Contra Mosquiios.

VECTOBAC 12 AS™' ConraMosquiios y Magca Negra.

VECTOBAC G*™' Grinulos Estangues, Rios. Bosgques,
Fastizales, Contra Moaquitos y
Mosca Negra.

* B. thurnglensis var. kurstakl 1. Abbott S. Ciba-Geigy ©.Compagne ai

“* B. thuringieas’s var tsraelensis 2. SohayDuphar 6 IC| Ricercro Chim.

B thurngionsis var. tenednonis 3. Zeecor/Sandaz 7. Ecogon 10. Bactec

*e 8. thuningiensis va'. alzawai 4, Now 8 Mycogen

3.- Avances Recientes en al Desarrollo de Productos a Base de Bacillus thuringiensis
Aunque Bacillus thuringiensis fue comercialzado hace mas de 40 aras, su uso se ha
incrementado significativamente en los ultimos 10 arfios. Esto se debe, principalmente, a la
demanda publica del uso de plaguicidas menos toxicos para ks consumidores, trabajadores,
el medic ambients y la craciente damanda de productos que sean efectivos en el contral de
insectos resistentes a insecticidas quimicos. Simuldneamente con el aumento en la
aceptacion de insscticidas a base de B. thuringiensis, s® han hechc esfuerzos para el
mejoramiento de ks rendimientos en los mélodos de produccion, formulaciones y ka obtancion
de nuevas cepas capaces de alacar diversas plagas. A pesar de estos avances, los
productos basados en Bacifius thunngiensis estan rastringidos a mercados de alto valar o
ambientes sensibles como ¢l mercado de vegetales frascos, cantrol de vectores de
enfermedades, etc. La falta de una adopcion mas extensa, es debida, en parte, a varias
caracteristicas biologicas inherentes a 8. thurningiensis como: rango especifica de hospederos,
ineficiente contra blancos que se alimentan intemamente en ol vagetal o de las raices, fatta de
actividad residual sobre el follaje debido a degradacidn por la luz solar y otros factores
ambientalas, fata de actividad residual en agua debido a una rapida sedimentacion de las
esporas y cristales, falta de actividad residual en el suelo debido a degradacidn por
microorganismos del suelo, Eslos rasgos contribuyen a las frecuentemente citadas
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desventajas del usa de B. thuringiensis, Para penetrar a otros mercados, estos inconvenientes
podrian ser eliminados a traves de formulaciones mejoradas, nuevaos métados ge aplicacion o
alterando la biclogia de B. thuringiansis a través del uso de ADN recombinante,
microcrganismos g planitas transgénicas que expresen la d-endotoxina de &. thunngiensis.
(Gelemter y Schwab, 1993).
Genégtica Molecular

El incremento en las restricciones sobre el uso de los inseclicidas quimicos existentes
en muchas naciones, los problemas de aparicion de resistencia en las plagas y el incremento
en costos para el desarrollo de nuevos productos sintéticos, eslimularon a la industria
agroguimica a desarrollar altemativas aceptables y viables, par lo que se centrd la atencion en
B. thunngiensis (Frankenhuyzen, 1993). La emergencia de la tecnologia de ADN
recombinante y otras lécnicas genéticas proparcionarcn oportunidades sin precedente para
manipular la toxicidad y/o la especificidad de las toxinas de 8. thunngiensis. A inicio ds los
anos 80’s dos logros jugaron un papel catalitico en la expansion del conocimiento de la
genética de 8. thunngiensis, se demostrd que los genes que codifican para las proteinas del
crislal estan localizados en plasmidos y que éstos son facimente intercambiados entre
diferentes cepas. Este conocimiento proparciond la posibilidad de construir cepas con un
mayor espectro de actividad. La primera secu@ncia nuclectidica del gen que codifica para una
d-endotoxina fue publicada en 1985; para 1989, 42 secuencias nucleotidicas habian sido
reportadas permitiendo la distincion de seis clases y 14 subclases de genes. Las clases son:
Cryl, especifica para lepidopteros; Cryll, para lepidopteros y dipteros; Crylll, para coledpteros
CrylV, para dipteros; CryV y CryVl, para nematodos, La expansion del espectro de actividad
insecticida de B. thuringiensis con el descubrimiento de cepas activas a dipleros y coledpteras
y la disponibilidad de técnicas de clonacion, manipulacion y transferencia de genes, nas
conducen a que las expectativas de obtener productos mejorados contra un amplio rango de
especies de plagas podrian ser una realidad con un futura previsible. En 1990 , la campariia
Americana Ecogen, registrd varics productos basados en cepas nuavas construidas por
ingenieria genetica y biclogia molecular. Estos productos posean una actividad mejorada
contra especios especificas de insectos debido a la produccion de cristales con diferentes

toxinas: (:('mdor® para el gusano del capulic del abeto rojo (Choristoneura fumiferana) y

palomilla gilana (Lymantna dispar); Cu‘tlass® para el control del gusano soldado de la
remolacha (Spodoptera exigua) y olras plagas de vegetales o un espectro amplio de actividad
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por combinacidn de genes que codifican para proleinas con diferantes especiﬁcidades(FoiI®)

para el control del barrenadar Europeo del maiz (Ostrinia nubifalis) y el escarabajo calorado de
la papa (Leptinotarsa decemfineata). La primera generacién de productos de cepas
manipuladas genéticamente podria servir como un escalafon para el registro de una segunda
generacion de productos basados sobre cepas con genes para toxinas mejoradas con
técnicas de ADN recombinante (Frankenhuyzen, 1993).
Organismos Recombinantes

Como un medio para resolver la restriccion de una inadecuada aplicacion y la toxicidad
residual limitada, se inicid con la insercion de los genes que codifican para las toxinas de 8.
thunngiensis en otros microorganismos, los cuales se podrian asociar en el habitat del insecto
blanco. Con esta idea los organismos transformados padrian colonizar habitats que,
normalmente, son inaccesibles a 8. thunngiensis y de esta manera sintetizar cantidades
suficientes de toxina para prevenir el dano por el inseclo. Esta 1écnica se ha puesto en
practica en Pssudomanas cepacia (Stock et. al, 1990) y Pssudomanss flourescens
(Obuskowicz st. a/, 1986), Rhizabium leguminosarum (Skat et. af, 1990) y Bradyrhizobium sp.
(Nambiar et. al, 1990). E| principal obstaculo que tiene esta tecnologia involucra la liberacion
de microorganismos vivos recombinantes al campo, esto ocasiono la aparicion de numerosas
restriccionas, concemientes a la eslabilidad de la caracteristica introducida, como es la
confinacion de el gen insertado al organisma recipients o coma minimizar @l potencial para
transferic el gen a otras especies de baclerias. Un paso importante fue el registra de un
microorganismo recombinante, que expresa una toxina de 8. thuringiensis. Estas bactenas
posteriormente se matan para proveer un sistema de liberacion celular no viviente. Mycogen
usd este principio para producir toxinas de 8. thuringiensis en células de P. flourescens
llamado Cell—Cap"‘ (Gaentner, 1990). Das praductos CellCap esian en registro, uno para el
contrgl de la palomilla de! dorso de diamante, Flutelia xyiostella, y otros lepidopteros, el ofro
para el control del escarabaje colcrado de la papa (lepfinotarsa decemiineala)
(Frankenhuyzen, 1993).
Plantas Transgénicas

Otra altemativa para atacar los problemas asociados a la libsracion de toxinas, es el
usc de plantas transgenicas que expresen la toxina de B. thunngiensis. En 1987 se obtuvo la
primera planta transgénica transformando células de tabaco con el gen CrylAB de B.
thunngiensis (Vaeck et al, 1987) y tomate (Fischhoff et al, 1987). Reportes recientes
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extienden |a lista de cultivos transformadas con 8. thunngiensis, algodon (Perfak &t &/, 1990),
papa (Leemans ef. a/, 1990), alamo (McCown ef. &/, 1991) y maiz (Fox, 1995) y esta lista
continua creciendo. Se han realizado evaluaciones en campo y se ha demostrado proteccion
del 1abaco contra Manduca sexta y H. virescens. En tomate se obtuvo proteccidn contra
especies menas susceptibles como M. zea, pero contra Keiferia lycopersicella la proteccion no
fue adecuada dsebido a los bajos niveles de expresion en la planta. La implementacion de
cullivos transgénicas en la produccion agricola, es un riesgo para la posibilidad del desarrolio
de resistencia en las plagas. por lo que se estan buscando estrategias para minimizar tal
efecto (Frankenhuyzen, 1993).
Formulaciones

Bemhard y Utz. 1993 han predicho que para el aio 2000, los producios biologicos
pueden constituir mas del 5% del total del mecado para la proteccion de cultivos. Los
productos para el contral biclogico han empezado a aparecer en el mercado y otros estan en
progresc para desarollar producics adicionales, todos estos proyectos en ko subsiguiente
necesilaran de tecnologia de formulacion novedosa. Desafortunadamente muchos asumen
que |a farmulacion de biclagicos €5 simplemente mantener la viabilidad hasta su aplicacion. El
control biologico al igual que el quimico, debe ser predecible y de efecto consistents. El
principal cbjetiva de una formulacion es asegurar una larga viabilidad en el ambiente, extendear
la vida de anaquel, y permanecar en candiciones ideales por un periodo de 2 afos. Sin
embargo el desarrollo de cepas efectivas es una barrera menor comparada con una
formulacion perfecta y el diserio de los mélodos de aplicacion mas adecuadgs (Connick et. al,
'1989: Rhodes ot. al, 1990) . Aunque ks cultivos esporulades puedan ser usados directamente
en el control de plagas, los extractos de 8. thunngiensis son procasados para hacerios mas
adecuados para su aplicacion en campo. Con los productos comerciales de B. thuringiensis,
los rangas da aplicacion son de 0.5 Kg a 2 Kg por hectarea. Dependiando del cultivo y modo
de aplicacicn, en suelo a aplicacion aerea, los volimenes de aplicacion varian entre 10y 100
litros por hectarea. Las preparaciones concentradas de B. thuringiensis pueden ser poivos
humectables, granulos humectables, liquidos, emulsiones sic. las cuales se deben mezclar
facilmente con agua deben estar libreas de grumas y homogéneas. El comportamienio de
sadimentacion y distribucion sobre (a superficie de ia planta esta fuertemente influenciada por
el tamario de particula. Los tamarnos de parlicula encontrados en formulaciones de 8.

thuringiensis comerciales y experimentales van de Jym a 25um. La conceniracion de 3-
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endotoxina en los productos comerciales esta entre 0.3% y 1.7 %. (Bemhard y Utz, 1993;
Pristakvo, 19635; Angus y Lithy, 1971; Lambert y Pefercen, 1992). La cota o breve
persistencia de los patogenos sobre el follaje es frecuentemente un factor limitante en el
control de las poblaciones de insectos, especialmente cuando las larvas se alimenta por
periodos de tiempo relativamente largas. Los aditivos lipicas son: agentes surfactanies, que
afectan las interacciones fisicoguimicas en las formulaciones, adherenles a superficies de
hojas los que retardan el lavada par lluvia, formanda una pelicula protectara, espesantes que
pueden reducir la evaporacidn y humectantes que retardan la desecackin durante el
asperjado. Algunas sustancias tienen mas de una funcion (Salama y Marris, 1993). Varios

maieriales han sido probados en el laboratorio como adharentes y asperjantes, incluyendo
harina de trigo, Trilon® B-1956, una mezcla de gelatina y aleato, leche en polvo, metilcelulosa

y varios agentes humectantes. En general estos materiales mejoran la aclividad de los
patégenos (Jaques y Fox. 1960). Otro factor que afecta la residualidad de B. thunngiensis es
evitar e| dano que le causan s rayos solares (UV), diferentes estudios revelan que la
expasicion por cortos periodos (< 24h)a longitudes de onda menares de 500 nm, inactiva
esparas, puede inactivar la toxina cristalina de 8. thuringiensis y degrada estructuras proteicas
virales (lgnoffo y Batzer, 1971). Otros astudios revaelan que la vida media de diferentes
especies de entomopatdgenos (bacterias, virus hongos y pratazoarios) expusestos a la juz
solar es menor de 4 horas.(Ignoffo et. a/, 1977, ignoffo vy Garcia, 1978). La vida media para 5.
thuringiensis se ha estimado en 3.8 h cuando se expone a una fuente de luz UV,
representativa a la luz solar natural. Una variedad de respuestas al espectro UV se ha
observado para 8. thunngiensis, inactivacion de las esporas a 330 nm (Griego y Spence,
1978), la causa de esta fotoinactivacion a nivel de campo, se atribuye la generacion de
radicales peroxido debido a la fotoxidacion de uno o mas de ks aminodcidos. {Ignoffo y
Carcia, 1978). A 400425 nm hay produccion de compuestos de coprogorfinna € inactivacion
del cristal después de 40 h de exposicion a la radiacion UV, causando una destruccion del
80% de los residuos de lriptofano y 20% de los residuos de histidina, lo que supuestamente
produce un cambio en la configuracion tridimensional de la toxina y consecuentemente la
perdida de actividad 16xica (Harms et al, 1986, Pozsgay ef. al, 1987). Los estudios anteriores
demuestran que aunquée puede haber diferentes respuestas de esporas y cristales a la
radiacion salar, la exposicion a cualquier longitud de anda menor a 500 nm puade inactivar a
B. thuringiensis dependienda del tiompe de exposicion y niveles de intensidad. Por este
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motivo el usc de diferentes adilivos para protegerio de la energia UV de la luz solar, es una
practica comun. Se han utilizade como fotaprotaciores, materiales aromaticos come ac, urico,

lignosuifonato de sadio (Olzang). Melaza en combinacién con Olzan®. axibenzona, ac.

paraminobenzoico, ac. félico que absorben en la region UV de 280 a 310 nm (Shapiro, 1959),
otras compuestos coma leche peptonizada, exiracto de levadura, quitina, y albimina da huevo
( Salama y Morris, 1993), algunos colorantes como, rojo congo, verde de malaquita, etc. asi
como carbon activado, en formulados para plagas agricolas (Dunkle y Shasha, 1989). Liu et.
al, (1993) utifizo el pigmento mefanina de estreptomicetos para proteger la actividad de 8.
thuringiensis var. israeiensis para el control de mosquitos, con éptimos resultados. Ademds
de los efectos de las condiciones climéticas y el comportamienta dal insecto, hay algunas
camponentés de las plantas que pueden interactuar con la d-endatoxina de 8. thunngiernsis
reduciendo su actividad insecticida. Se ha demostrado que los polifencles especialmante los
taninos, son componenies importantes de las plantas y reaccionan espontaneamente con
profeinas inactivandolas (LOthy ef. a8/ 19858). Levinson, en 1988 desamolio un bioplaguicida a
base de una mezcla de 1a toxina de 8. thunngiensis, un compuesto que liga taninos, el cual
pueda ser una poliamida sintetica, suerg, gelatina, polietilenglicol, un borato o urea y un
soporte que pueds ser agua 0 un solidc como piedra pomaz. El compuesta que liga taninos
asegura la permanencia del insecticida sin desnaturalizarse por mas tiempa sobre la planta.
Recientemente se elaboraron difarentes farmulacionas de plaguicidas y agentes de conirol
biclogica con tecnologia de microcapsulacidn en diferentes matrices paliméricas. La
microcapsulacion es relativamente una nueva tecnologia que se involucra con el empaque de
liquidos, solidos y gases en pequeiios contenedores ¢ capsulas. Flinn y Nack (1967). Ei
concepto de atrapar patogenos en una capsula no es nuevo, Raun y Jackson en 1966,
(Ignoffa 1971) ulilizaron esie método para formular insecticidas y mantener la viabilidad de las
esporas de Bacilius thuningiensis en granulos de talcg, su eficacia fue confirmada tanto en
laboratorio como en campo. Kase y Branton en 1983, utilizaron un método de liberacion lenta
usando una formulacion a basa de corcho comprimido para lograr una liberacion sostenida en
medios acudlicos de Bacillus thuringiensis var. israelensis, Lacey en 1984, desarmolid
formulaciones con B. thunngiens:s y 8. sphaencus de liberacion lenta para medios acuaticos
utilizando polipropileno como medio soporte, con B, thunngiensis la actividad insecticida
declind después de 3 semanas y con B. sphaenicus un excelente control se prolongé durante
8 semanas. En 1988, Baker o!. a/, describieron 6l usa de dextran ¢ celulosa derivatizada para



micracapsular a 8. thuningiensis, el método se basa an la formacion de esferas poliméricas par
la adicién del palimero mezclado con el entomopatageno y alimina a un solvente inmiscible
en agua, el cual se mantiene a temperatura de congelacion, posiariormente las esferas se
secan. En 1988, Dunkle y Shasha desamollan encapsulados de Bacillus thuringiensis en
matrices de almiddn y evaluaron su actividad bioldgica contra larvas de Osfrinia nubilalis
logrando un 100% de mortalidad con todas las concentraciones probadas. En 1989, Dunkle y
Shasha adicionaron a estas encapsulados protectores de luz UV, encontraron que cuanda se¢
utiliza rojo congo o acido folico en las formulaciones se obtiene una estabilidad de 12 dias

conservando el 50% de la actividad original. Bohm y Friend, en 1988 utilzaron un polimero
llamado Eudragit® para elaborar microcapsulas, las cuales son suaves y digestibles, se les

puede incorporar protectores para la luz solar como verde de malaquita y pueden elaborarse
con baculavirus 0 Bacilius thunngiensis como agentss insecticidas. Otro factor que afecta la
eficacia de 8. thunngiensis es la varabilidad de los resultados comparados con los obtenidas
para insecticidas sintéticos. Las investigaciones sugieren que las larvas de lepidopteros, paran
su alimentacion sobre el follaje tratado, antes de recibir una dosis letal de 8. thuringiensis
{(Aranson et. al, 1986; Rombach et. &/, 1989; Dulmage y Marinez, 1973; Hough-Goldstein ef.
al, 1991). Otros estudios sugiersn que un incremento en la aceptabilidad de B. thuringiensis
puede reducir ka vanabilidad y mejorar el nivel de control de las plagas blanco. La
aceptabilidad puede ser majorada mediante la formulacion con la adicion de ingredientes.
Para incrementar el consumao da hioinsecticida par parte del insecto, se adicionan feromonas
(atrayentes saxuales) (McGuire y Shasha, 1992) o fagoestimulantes, el mas comercializado es

el (}oax® (CCT, Litchfield Park, Ariz.), ya que ademas de cumplir comc atrayente alimenticio,

muestra cierta efecto protector contra los rayos UV, (Moffat, 1991; Bartelt of &/ 1990;
McGuire ef. ol 1990; McGuire et. al, 1994; Gillespie ot af, 1994). Otro fagoestimulante

comercial es el Entice® (Fermone Chemical, Houston), que funcicna mejor como

fagoestimulante que el Ccrem® para €| caso de Leplinotarsa decemiineata. Bacillus

thunngiensis var. israelensis en forma libre, pierde su efectividad cuando se utiliza en aguas
conlaminadas debido a degradacion fisica y quimica de la toxina y pérdida de! contaclo
potencial con el insecto blanco debido a su rapida sedimentacion, Margalit et. al, 1984,
probaron a B. thunngiensis var. israelensis H-14 microcapsulado en polietileno, logrando
incrementar fuerlemente su eficacia y persistencia contra Aedes asgypli. Zomer et al, en
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1989 describieron la microcapsulacion de |a taxina de B. thuringiensis en un material resinoso
polimérico, permeable a las enzimas digestivas del insecto, de esla forma se mejord la
estabilidad de la toxina y es posible adicionar aditivos y feromonas para incramentar la
probabilidad de que el insecto ingiera la toxina. Fravel at. ai, 1985, hicieron estudios con una

mezcla de alginaato-F’yrr-.\x® oon los cuales se atraparon diferentss agentes de biocontrol junto

con otros potenciadores o protectores. Delucca, 1990 ulilizd alginatos bacteriancs en
formulaciones de biocontrol. Una de las formulaciones granulares que se usa en grandes
exlensiones de cultivos de gramineas y pastos, es en la que se uliliza como matriz, almiddn
de maiz en estado pregelatinizado en forma granular (Dunkle y Shasha, 1988; McGuire ef. a/,
19980; McGuire, 1991). La desventaja que tiene este tipo de matrices se debe a su forma
(como panal de abeja), peso y volumen; facimente se precipitan al suelo duranie su
aplicacion, por lo que sélo es recomendado para los cultivos antes mencionadas, los cuales
por 1enar la forma enrollada de emergencia de la hoja permiten que el granulo quede retenido,
precisamente en ese sitioc es donde se establecen las plagas a controlar. So han elaborado
formulados microcapsulados con (Mira-sperse) como matriz y sacaresa en la misma
proporcion (6% de solidos totales), los cuales se emplean en cultivos de otro tipo y se aplican
en forma liquida, por aspersion {(McGuire y Shasha, 1990); de esta forma se logrd una
residualidad de 2 semanas, conlra 2-4 dias cuando se microcapsularon. Gelemter y Zehnder
en 1889, utilizaron microarganismos transformados con la toxina de B. thunngiensis y

desarroliaron dos productas basadas en el sistema M-Cap®' que consiste en transfaenr el gen

respansable de la produccion de la d-endotoxina a Pseudomonas fluorescens. Al final de la
fase de crecimiento las células de Pseudomonas se inactivan con calor y un tratamiento

quimico, de esta forma la pared celular sive como una microcapsula prolectora que enciema

la toxina de Bacillus thuringiensis. Los dos productos M—Cap® son MVP® que posee fa 5

endotoxina de B. thuringiensis var. Kurstaki y M-Ona® que posee la d-endotoxina de 8.

thurningiensis var. san diego. Debido a que las formulaciones granulares solo representan el
10% de los plaguicidas en el mercadc y el remanenie perenece principalmenie a las
formulaciones aspenables, McGuire y Shasha en 1990, desarollaron formulaciones de
Bacillus thuringiensis asperjables y con caracteristicas adherentes, para el utilizaron
diferenies tipos de almidéon de maiz pregeiatinzado y adyuvantes, logrando formar una
pelicula con el plaguicida encapsulado sabre la superficie de ls hoja. Esta pelicula puede
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durar de 1 a 21 dias en condiciones de invemadero dependiendo del tipo de almiddn
pregelatinizado y de los otros componentes wtiizados. En 1991, Shasha y McGuire utilizaron
matrices de almidén para desarrollar formulados de liberacikin lanta de plaguicidas.
4.- Ecologia y Valoracion de Riesgos

Una limitante en la velacidad de progreso en la introduccién de agentes microbianas
potenciaimente benéficos en la agricultura es la falta relativa en cuanto al conocimiento de su
ecologia y mas generalmente de su destino y efecto a los organismos no blanco, cuando se
aplica en campo. El modo de aplicacion, la persistencia de los microorganismos introducidos,
la velocidad reproductora, su velocidad de transferencia de genes con los organismos
indigenas su mavimiento del sitic de aplicacidn y los efectos sobre el balance y
funcionamiento en el ecosistema expuesta son de primera importancia y deben ser valorados
antes de considerar una liberacidn, En el caso de B. thuringiensis esta bien documentado el
debil impacto adverso al ambiente, un entendimiento de su ecologia podria ayudamos a la
prediccion del impactc ambiental de la aplicacion de nuevas cepas de B. thuringiensis o de
cepas recombinantes y nos daria un crtero para valorar el resgo de introducir otros
microorganismas. Si B. thuringiensis se aplica en un rango de 30 billones de Ul por hectarea
y poses aproximadamente 3-6 x 10’ esparas viables por Ul, el numero de esporas liberados al
ambienta durante las aplicaciones, representa una liberacion de aproximadaments 10
esporas viables por hectarea. El impacto de una cepa silvest® y recombinante sobre el
ambiente, depande parcialmente de su habilidad para sobrevivir y permanecer potente en el
ecosistema. B. thuninglensis es sensible a las rayos UV del sol aunque las esporas y cristales
puedan ser desactivados a diferentes velocidades, la vida media de las esporas de &.
thuringiensis aplicadas al follaje es de pocos dias. Sin embargo en el suek las esporas son
protegidas de la luz UV y aunque B. thuringiensis es incapaz de germinar y cracer en la
mayaria de los suelos una proporcion de esporas puede persistir y permanecer viable par
algun tiempo (Entwistle at. al, 1993; Pruett of. &/, 1980). Se han hecho algunos estudios para
ver la posibilidad de crecimientc de 8. thunngiensis en el ambiente, fuera del insecto, ks
resuttados indican que muy poca mufliplicaciéon se lleva a cabo en suelos naturales, a menos
que exista un incremento en los nutrientas disponibles. En contraste, dependiendo de la cepa
y del insecto hospedero, 8. thunngiensis es capaz de crecer bien en los cadaveres de
insectos (Meadows, 1993). Un importante factor que posiblemente pueda influenciar en el
impacto ambiental es el movimiento de un organismo fuera del sitio de aplicacién. B.

thuringiensis raramente se esparce por epizotias ya sea naturalmente o cuando se aplica
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como insecticida. Estudios de labaratorio demuesiran que la extensidn infecciosa de 8.
thunngiensis ocurre solo cuanda hay una alta densidad de las poblaciones del insecto
susceplible y condiciones favorables para la sobrevivencia de las aesporas por un largo
periodo de tiempo (Burges y Hurst, 1977). Aunque los estudios de parsistencia de B.
thuringiensis en el campo después de a aplicacion se han investigado, son muy limitados los
estudias de su dispersion. La explotacion de la diversidad natural biolégica y el uso de
tecnalagia de ADN recombinante son una gran promesa para el control de plagas, pera solo sl
s soportada por investigacion sobre los posibles riesgos amblentales. (Meadows, 1993).

5.- Desarrollo de Resistencia hacia Bacilius thuringiensis

Los insectos han mostrado una gran habilidad para desarrollar resistencia a los
insecticidas quimiccs. Mas de 500 especies de inseclos han desamollado resistencia contra al
menos, algun tipo de insecticida quimico conccida. Durante los pasados 30 anos de uso de 8.
thuningiensis como insecticida, ha habido pocos casos documenlados de desamollio de
resistencia hacia los productos de B. thunngiensis en uso actual. Un gran numero de
companias y universidades han iniciado programas de investigacién para manipular los genes
que codifican para la toxina de 8. thuringiensis con ¢l objetivo de producir insecticidas
mejorados. Algunos de estos productos microbiangs, son plantas © microarganismos
manipuladas por ingenieria genética que contienen ciertos genes para proteinas de 8.
thuringiensis, estos productos basados en tecnologia de ADN recombinante tienen como
objetivo mejorar la eficacla y persistencia de B. thuringiensis, lo que conduciria a un amplio
uso de productos basados en 8. thuringiensis y el desarmolio de resistencla seria uno de los
puntos en controversia para la implementacion de esta nueva biotecnologia (Mamone y
Macintosh, 1993). La palomilla india de la harina (Plodia interpuncteila) fue el primer insecto
con resistencia a 8. thuringiensis documentada, en 1979 Kinsinger y McGaughey reportaron

una diferencia de 42 veces en susceptibilidad a Dipel® (B. thuringiensis var kurstaki) entre
cepas de laboratorio y campo. En estudios subsecuentgs con una colonia derivada de campo
y mantenida en laboratoric se observé un decremento en la susceptibilidad a Dipel® de 27

vecaes después de dos generaciones y de 97 veaces después de 15 generaciones.
Posteriormente reportd resistencia en la palomilla del dorso de diamante negro (Pluteffa
xylostelia), la cual fue asociada con reduccion de los sitios de union a las proteinas de B.
thuringiensis en los receptores del intestino medic del insecto (Tabashnik sf. a/, 1994).



McGaughey y Beaman, 1988, reporlaron desamolio de resistencia a diferentes velocidades, en
5 colonias de palomilla india de la harina. La mayor resistencia qua ss obtuvo fue de 250
vecaes en la generacion F36 y la mas baja fue de 15 vecas en la generacion F39. El
mecanismo por el cual un insecto desarrolla resistencia a una toxina en particular esta ligado

indudablemente al modo de accion de la toxina. El mecanismo de resistencia hacia el Dipel®

por P. xylostella puede ser explicado por una complela pérdida de unidn de la proteina
CrylA(b) en el intestino medio. Sin embargo la union a las proleinas CrylB y CrylIC, las cuales

no estan presentes en Dipel , fueron similares en insectos susceptibles y resistentes.

Experimentos de competencia heterloga indican que la palomilla del dorso de diamante
negro liene tres distintos sitios de union de alta afinidad (CrylA(b), CrylB y CryIC) (Marrone y
Macintosh, 1993).

8.- Aspectos Basicos Sobre Formulaciones

Los plaguicidas generalmente son aplicados & concentraciones mayores de las
necesarias para controlar una plaga determinada, debido a que rapidamente pueden perder
su actividad en el campo, ks factores que impactan en la eficacia de las formulaciones
microbianas son las lluvias, luz solar, temperatura, antimicrobiosis de el follaje hospedero y
una inadecuada aplicacian. Este exceso no solo afecta el costo de aplicacion, sino también
deriva en un dano al medio ambienta. Un aspecio importante que se debe tomar en cuenta
para la eficiencia en el campo de los insecticidas microbianas, @s su formulacion. El objstivo
de una formulacion es proveer la combinacion correcta de ingredientes de tal manera que sf
ingrediente activo junto con otros materiales forme un producto estable, seguro, efectivo, facil
de aplicar y aceptable para su usg. En toda formulacion independiente de su uso final, se
distinguen tres clases de componentes:
1.- La materia @ principic activo responsable de !a actividad inseclicida.
2.- Disolventes o diluyentes que actuan como vehiculos de la materia acliva, sean solidos o
liquidos. Estos materiales son inertes frents a los patogenos.
3.- Los coadyuvantes igualmente inertes que ayudan al principio activo en el cumplimiento de
su cametido, aumentan su persistancia en el medio ambiente o mejoran su propia accian
(Angus, 1974; Barbera ,1976; Sawicka y Couch, 1983).
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Varias criterios adicionales, ademds de la toxicidad contra el insecto blanco y precio
competitiva, debera satisfacer un insecticida microbiano para ser comercialmsnte disponible y
aplicable en el campo:

- Estabilidad bioldgica: Se debe fomar en cuenta la compatibilidad del ingrediente
activa con los ingredientes del formulado para prevenir biodegradacion, interferencia en el
proceso de infeccion y efeclos sabre la viabilidad del microorganisme patogeno.

- Cobertura y adherencia: Cuando un formulado se aplica, el producto debe ser
asperjado uniforme y rapidamente para permanacer por un periodo de tiempo razonable en el
area de tratamiento.

Las invesligaciones en este campo se han enfocado al desarollo de productos con
alta potencia y mejoramiento de la persisiencia, esto incluye naturalmente el uso de cepas
modificadas por técnicas de Ingenieria Genética. Los laboratorios Abbott propaonen efectuar
investigacion en 6 areas, principamente en cuanto a la formulacion de insecticidas
micrebianos se refiere.

1.- Desamullo de formulaciones en polvo y liquidas con mejor estabilidad fisica y biokigica bajo
condiciones razonables de almacenamiento,

2.- Usa de aditivos para reducir la evaporacion.

3.- Desamolio de métodos para incrementar la coberlura, adherencia y distribucion del
formulado sobre el follaje.

4.- Mejorar |a dispersion y suspensibilidad del micraorganismo patdgeno en los tanques de
aplicacion.

§.- incrementa de la rasistencia al ambiente {lluvia, luz, viento, antimicrobiosis).

6.- Reduccion de la pérdida de farmutado, exponiendo al candidato a formular a una variedad
de sistemas de aplicacion usanda procedimientos de calibracion controlada para establecer
las condiciones bajo las cuales el malterial debe ser aplicado de acuerdo a las diferentes
regiones geograficas (Couch, 1978).

Tipos De Formulados

Un inseclicida puede introducirse en el mercado en varias formas, dependiendo del
ambiente del insecto que va a ser controlado y/o el método de aplicacién preferido.
Polvos para espolvoreo;

Estos formulados se aplican directamenie scbre las plantas con la maquinaria
adecuada. La materia activa se encuentra dispersada en un vehiculo inerte sdlido y si es



preciso se anaden al mismo agentes de fluidez, y estabilizantes. Las concentraciones en
materia activa de tales productos son generaimente bajas (del 1 al 20%). Los diluyentes
empleados en este tipo de formulados son polvas finos, los talcos de silicatos son los mas
comunmente usados, otros diluyentes de naturaleza botanica, también son utilizados como
olote de maiz, tiema de diatomeas, piedra caliza, etc. (Barbera, 1976).

Formulaciones granuladas:

Este grupo de formulaciones sdlidas se aplica directamente a las plantas ¢ al suelo.
Son verdaderos granulos cuyo aspecto es de arenilla con tamafios de particula que oscilan de
0.2 mm a 1.5 mm., contiengn de un 5-20% de principio active, 80-95% de saporte y 1-5% de
adherente. La materia inerte que sirve de soporte a tales grénulos es un producto ya
preformado, comeo vermiculita, kaolinita, attapulguita, etc. capaces de absorber o de recubrirse
can e! plaguicida. Esta clase de plaguicida se emplea mucho en el tratamiento de insactos, ios
cuales pasan gran parte de su ciclo de vida en el suelc como L. decemfineala, Popiilia
Jjaponica, temitas, hormigas, tijeretas, quildpodos, elc., asi como en malas hierbas.
(Balaranan y Hoti, 1988; Barbera, 1976).

Polvos Humectables:

Esta clase de formulados se presentan en forma de un polvo capaz de ser mojado y
mantenerse en suspension en agua durantelun tiempo mas g menas largo. El principio activo
(generaimente insaluble o muy poco soluble), asta dispersada en una materia inerts, a la
formulacion se le afaden coadyuvantes tales coma humectantes, agentes da suspensidn,
adnerentes y estabilizantes, estos coadyuvantes estan destinados a conseguir la mejor
eficiencia del producto una vez aplicado. Una caracteristica muy importante de los polvos
humectables es |la capacidad de mantener las particulas de polvos en suspensiin en el agua
durante 8l mayor tiempo posible, sin depositarse al fondo. (Barbera, 1978).

Liquidos emulsionables: -

Las emulsiones constan de la matena acliva disuelta en un medio apropiado, al que
acornpafian los coadyuvantes necesarios (emulsionantes, dispersantes, etc.). En estos
productos su dilucion en agua produce enulsiones, formadas par finas golitas de la
formulacion dispersas en el agua. Toda emulsion forma un sistema inestable constituido por
dos fases; el agua o fase dispersante y ¢l liquido emulsionable o fase dispersa, ambas fases
tienen lendencia a separarse an un tiempo mas o menos largo y este tiempo as una medida
de la estabilidad de la emulsion, la cual debe estar comprendida dentro de ciertos limites que
varian segun las aplicaciones y el principic activo. Las emulsiones contienen de 10-45% de



ingrediente activo, 1-3% de agentes de suspension, 3-8% de surfactante, 1-5% de dispersante
y 3565% de vehiculo agua o aceite (Aly et. & 1987, Barbera, 1976; Smimoff y Hutchison,
1965).
Sistemas de Liberacion Controlada

Desde 1976 varias publicaciones se han hecho sobre tecnologia de liberacion
controlada y generalmente repostan su utilizacion en aplicaciones farmacéuticas o agricolas,
los mas recientes se conceniran sobre formulaciones con feromonas, atrayenies y
modificadores quimicos del comportamiento como ingredientas activos. Los metodos de
formulacion para liberacion controlada de agentes de proteccion para agricuktura se han
dividido tradicionalmente en metodos quimicos y fisicos. Sin embargo la desventaja de los
agentes quimicos de union es el alto costo de registro. Los meétodos fisicos como
microcapsulacion, laminados, matrices, inclusiones son mas comunes. La principal ventaja de
las formulaciones de liberacion controlada es que ellas poseen menos ingrediente activo
{plaguicida), que puede ser usado por el mismo periodo de tiempo. Tabla 1 y 2. (Quisumbing
y Kydonieus, 1990).

Tabla 2
Beneficios De Los Sistamas De Liberacidn Controlada

s Incrementa de la estabilidad

» Mejora la seguridad en el manejo

+ Reduce la contaminacidn de alimerntos

s Prolgnga la actividad residual

« Menores rangos de aplicacion en polencia

s Reduce |a pérdida de actividad por factores
ambientales (volatilizacion, lavada, descomposician
quimica o biologica)

¢ Reduccion de la cortaminacion ambiental

s Reduccion de olores




Tabla 3
Categorias En Sistemas De Liberacidn Controlada

¢ Sistemas de Reservoric con un rango de control de
membrana

1.- Microcapsulacion

2.- Macrocapsulacion

+ Sistemas de Reservorio Sn un rango de control de
membrana

1.- Fibras huecas

2.- Substratos Porosos Peliméricos y Espumas

« Sistemas Morwliticos

1.- No desgastabe

2 - Desgastable

3.- Degradabie

¢ Estructuras Laminadas

7.- Soportes Usados en las Formulaciones

Se consideran polimergs biodegradables a las macromoléculas que muestran
apreciable descomposicién en un medio bioldgicaments activa. La ventaja de utilizar
polimeros biodegradables para su uso como agentes de formulacion , es que ks residuos dsl
polimero no permanecen en el ambisnte por mucho tiempo, y se asegura la liberacion del
bioinsacticida al ambiente. Los principales tipos de polimeros utiizados para elabarar
formulaciones biodegradables incluyen: alimdon y amilosa, derivados de celulosa, quiting,
quitosan, ac. alginico, carragenanos, gomas, dextran, agar, agarosa, protainas come casaina,
alblimina, queratina, gelatina, colageno, fibrindgeno, deshechos de cuero, ligninas y
lignocelulosa, ac. humicos, ceras, carchas, taninos, polihidroxibutiato, polihidroxivalerato,
poliacetate, pliaminas, paliacrilamida, alcohol polivinilico, polilactato (Wikins R.M. 1990).

Gelatina: es una proteina, producio de la disociacion 1érmica de las moleculas de
colageno. Las gelalinas poseen pesos moleculares del orden de 100,000. ElI gel es
termorreversible, es decir funde al calemario (amiba de 40°C) y solidifica nuevamente al
enfriarse. La gelatina se ha wutilizado para la microcapsulacidn de metilisocianato para o
control de hongos de la madera.(Zahora y Carden, 1985).
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Pactina: heteropolisacarido, coloide hidrofilico reversible que posee la capacidad de
absorber grandes cantidades de agua, son grandes cadenas de ac. paligalacturdnica, con los
grupas carboxilo parciaimenta esterificados con alcohal metilico. Las uniones entre las
unidades de ac. galacturénico son 1-4. El peso molecular varia de 20,000 y mas de 400,000.
Las pectinas derivadas de distintas fuentes varian en sus propiedadss gelificantes debido a
diferentes longitudes de sus cadenas de ac. galacturdnico y al distinto grado de esterificacion
con metanal de su carboxilo.

Alginato de Sodio: Es la sal sodica del ac. alginico, extraido de Macrocystis pyrifera.
No es un heteropolisacarido sino una mezcla de dos polimeros practicamenie homogénseos:
Ac. poli -D-manurdnico y Ac. poli o-L- gulurdnico. Caracteristicas como formacion de gel,
densidad, suspensibilidad y formacion de peliculas hacen a las soluciones de alginato ideales
para aplicaciones en alimentos, farmacéuticas, cosmeticas, agricuftura e industria. Como
adyuvante para formulaciones asperjables de pesticidas , el alginate funciona como agente de
suspension. Se ha encontrado que las formulaciones granulares basadas en alginate son
compatibles con una amplia variedad de agentes de biocontrol (Connik, 1988). Ademas de ser
biodegradables estas formulaciones pueden prepararse facilmente, son estables y se pueden
utilizar con el equipo convencional de agricuttura. Walker y Connick, 1983, repartan el uso de
alginata de sodio para preparar formulaciones de 5 hongos usados como miccherbicidas (
Altemnania cassiae, Alternaria macrospara, Fusarium leteritium, Colletotrichum maivarum,
Phyllasticta sp.) los cuales permanecieron viables e infectivos durante 6 a 8 meses. En el
mismo ano 1984, Lewis y ef &l utilizaron particulas de alginato con Trchoderma sp. o
Gliocladium sp. para adicionaros al suek e incrementar la poblacion antagonista y reducir la
poblacion de Rhizoctonia sofani, lograndQ prevenir completamente el crecimiento de R. solani
en semillas de betabel infestadas. En 1985, Kaya y Nelsen utilizaron Alginato de Calcio para
atrapar nermatodos entomopatogenos, sin embargo, el alginato no provee las condiciones
adecuadas de humedad pama la viabilidad de los nematodos. Fravel ef al, en 1985,
desanollaron encapsulados en una matriz de alginato de sodio y talco de diferentes agentes
de biocontrol (conidias de Talaromyces flavus, Gliocladium virens, Penicillium oxalicum O
Trnchoderma vindae y células de Pseudomonas cepacia), encontrando que todos los hongos
fueron viables despuss de la formacion de las particulas de alginato de calkcio y la poblacion
declind de 10 a 100 veces, después de 4 semanas y Pseudomonas cepacia perdid su
viabilidad. En 1986, Bashan reportoé el uso de encapsulados de alginato de sodio y leche en
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polvo descremada como una forma de inocular bacterias benéficas (Azospinillum brasilense) a
la rizdsfera de plantas, kos cuales liberan estas bacterias en forma lenta y continua. Axtell y
Guzman en 1987, usd Alginato de Cakio para microcapsular un hongo patdgeno al mosquito
Legenidium giganteum el cual pemmanadd infectivo después del almacenamiento a 15°C
durante 75 dias y se obtuvo un 90% de infeccion larvaria durante 25 dias despues de su
aplicacion al agua.

Quitina: es un polisacarido importante que constituye la parte estructural fundamental
de los invertebrados marinos, insectos y hongos. Quimicamente es un palisacarido lineal de
B—(1-4)}-N-acetil-D-glucosamina lineal. La unién glucosidica es p-1-4 (Berk, 1980). La quitina
posee wuna inusual combinacion de propiedades como. dureza, bicactividad y
biodegradabilidad. Las investigaciones en cuanic a aplicacion se han enfocado principalmente
hacia el quitosan debido a que posee grupos aming libres, que le proporcionan propiedades
policatianicas, quelantes y formadoras de psliculas. Debido a las propiedades de unian de la
quitina se ha invastigado la posibilidad de utilizarse como acarreador de adilivos alimenticios
camo colorantas, como quelants de metales, para la recuperacian de proteinas de procesos
de deshechao alimenticios., como promolor del crecimiento de bifidobacterias etc. (Connick,
1988; Paikkdnen Plit, 1991).

8.- Insecto Blanco

Trichoplusia ni es uno de los insectos lepidopteros blanco mas sensibles a la d -
endotoxina de Bacillus thuringiensis, ademas de ser una de las plagas mas desvastadoras, ya
que ataca a 22 diferentes cultivas.
Plantas atacadas: col, lechuga, espinaca, betabel, chicharo, apio, perejil, papa, jitomate,
algodan, cartamo, chile, ajonjoli, clavel, fresa, melon, soya, tabaco, berro, pepino, brocoli y
sandia.
Distribucion: Desde Canada hasta México,
Ciclo de vida, apariencia y danos que ccasiona: "El gusano falso medidor de la col” en estado
larvario tiene un cuerpo adelgazado hacia la cabeza de color verde clarg, casi transparente y
bandas delgadas longitudinales de color blanco, cerca de la cabeza presenta tres pares de
patas y después de la mitad del cuerpo tiene tres pares de falsas patas mas anchas, la parte
media de éste carece de ellas y generalmente esta region se encuentra jorobada cuando
descansa o se mueve. Las larvas son voraces y cuando pequefnas perforan las hojas
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devorando posteriormente lodo el follaje excepto las nervaduras, acabando en ocasionas con
la plantacién entera. Al alcanzar su maximo desarrollo (3.5 ¢cm) pupan en un cocdn color
caoba envuelto con hilos blancos entretejidos sujetos de una nervadura o rama.

En estado adulto son palomillas noctumas de color café jaspeado con una mancha
blanco-piateada en forma de gama en |as alas anteriores, depositan de 275 a 350 huevecilios
redondos de color blanco verdoso en furma aislada en ¢l enves de las hojas.(Galan Wong,
1993).

MATERIAL Y METODOS

Materiales para la Formulacién:

Gelatina bovina, pectina da liman y almidon de maiz en palvo fueron obtenidas de una
tienda de materias primas local ( Materias Primas Armrecla ). Quitina en hojuelas y alginato de
sodio, de Sigma Chem. Co. (St. Louis, Mo.).

Propagacion de Bacillus thuringiensis:

B. thunngiensis var. aizawai cepa GM-7 fue propagada, en un bioreactor New
Brunswick Sc. Co. de 14 litros de capacidad con 7 litros de medic a base de melaza. Los
parametros de fermentacion usados fueron 30°C, pH 7, 1% de indculo , 1 vwm de aereacion y
500 rpm de agitacion (Galan Wong 1993). €l extracte fue abtenido usando el método de
lactosa-acetona de (Dulmage 1970). El extracto resuttante contiene 10’ UFC/mg de B.
thuringfensis . El medio de fermerntacion utilizado fue el siguiente: Melazas 20gA, Harina de
Soya 20gA, Liquide de Remojo de Maiz 10g/l, Carbonalo de Calcio 1gA, pH del medio de
cultivo 7.

insecto:

Se utilizaron larvas neonalas y del 2° instar de Tnchoplusia ni, obtenidas de una
colonia del labaratorio de Microbiologia Industrial y Suela F.C.B. UA.N.L.



Procedimiento de Formulacién:

En un trabajo preliminar, se hicieron 10 diferemes formulados con gelatina y pectina,
utiizando 5 diferentes solventes (agua. isopropancl, butanol, acetona y metanol) para inducir
la gelatinizacion; 2 formulados mas con gelatina usando albumina y leche en polvo como
adherentes y agua para inducir la gelatinzacion; 2 formulados con almidon pregelatinizado
usando isopropanol 0 metanol como solventes; 2 diferentes formulados con quitina y 2 con
quitina coloidal usando glutaraldehidc o palietilenimina como reactivos para obtener una
copolimerizacion con €l sopotte y 4 diferentes formulados con alginato utiizando talko,
almidan, albumina y feche en polvo para dar voluman al formulado. De los 22 formulados, en
base a una prueba de adherencia a portaohjelas como s@ describe mas adelante, se

seleccionaron los siguigntes formulados:

Grénulos Formulados con Gelatina (GL). Cuarenta y nueve gramos de gelatina fueron
mezckados en un recipiente con 0.5 gramos de leche en polo y 0.5 gmamos de extractc de
Baciilus thuringiensis . Se tamizd para homogenizar, se adicionaron 20 ml de agua a 40°C a la
mezcla. Esta se dejo a temperatura ambiente por 2 horas y posteriormente se cortd con tijeras
en pedazos mas pequeios, se dejd secar durante toda la noche en una campana de flujo
laminar marca Labconco. Finalmente la mezcla seca se melid usando un moline de discos

manual y se lamizo usando una malia # 1G.

Granulos Formulados con Gelatina:isopropanol (Gl), Cuarenia y nueve punto cinco
gramas de gelatinay 0.5 g de extracto de Bacilius thuringiensis fusron mezclados como se
describio anteriormente, se adicionaron 20 ml de una solucidn agua-Iscpropanci en praporcion
7:3. La mezcla se dejo secar durante 2 h a temperatura ambiente y s manejd como se

describe arriba.

Grénulos Formulados con Pecfina:Agua (Po). 49.5 g de pectinay 0.5 g da extracto de
Bacilfus thuringignsis fueron tamizados para homogenizar y posteriormente mezclados
perfectamente con $0 ml de agua a 40°C. El producto se dejd secar a temperatura ambiente
por 2 h, posteriormente se tamizd usando una mala # 20, se dejd secar durante toda la noche

an una campana de flujo laminar.

Granulos Formulados con Pectina:lsopropanol (Pl) o Pectina:Butanol (Pb). Se
mezclaron 49.5 g de pectina con 0.5g de exiracto de Bacillus thunngiensis, se tamizd para
homogenizar y se agregaron 50 mi de una solucidn agua - isopropanol © agua - butanol en
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proparcion 7:3. La mezcla se manej¢ como se describio anteriormente para el formulado de
pectina:agua.

Granulos Formulados con Almidén de Maiz (Al). Almidon de maiz (Maizena) fue
pregelatinizado por el metodo descrito por Dunkle y Shasha (1988). Posteriormente se
mezclaron 49.5 g de almidon pregelatinizado y 0.5 g de extracto de Bacillus thuringiensis, se
tamizo para homogenizar y se agregaron 20 ml de una solucion agua : Isopropanol en
proporcion 7:3. El producto se dejd secar a temperatura ambiente durante 2 h, s& malié en un
molino de discos manual y se tamizo usando una malla # 20 se dejo secar loda la noche en
una campana de flujo laminar (Mc Guire & Shasha 1992).

Grénulos Formulades can Alginata (ATL). Se mezclaron : cinco gramaos de alginato, 35
g de Talco (Galo Lab. Monterrey N.L. Mex.), 9.5 g de lecha an poivo (Nan de Nestla) y 0.5 g
de extracto de Bacillus thuringiensis, se tamizd para homogenizar y se adicionaron a 500 ml
de agua (80°C). Posteriommente esta mezcla fue transferida a un racipienta con 500 ml de una
solucion fria (4°C) de cloruro de calcio 0.056 M. La mezcla se mantuvo en esta solucion a
temperatura ambiente durante una hora para obtensr un gel, el cloruro de calkcio se elimind
por fiitracion y 8! gel fue lavade con 1 litro de agua destitada y cortado utilzando una espatula,
se dejd socar durante toda |a noche en una campana de flujo laminar, posteriormente se molid
usando un martero y se tamizo con una malia # 20 (Fravel 1985, Bashan 1986, Eigin 1995).

Granulos Formuladas con Quitina (Qcg) . Primero se preparo quitina coloidal par el
meétodo descrito por Chen eof. al, (1983). La quilina coloidal obtenida fue lavada con agua
destilada hasta obtener un pH 7 en el agua de lavado, se drend y se agregd a 500 ml de una
solucion de glutaraldehido al 1%, se dejo reaccionar durante 1 h a temperatura ambiente. El
giutaraldehido fue eliminado por filtracion y la quitina coloidal activada fue lavada con agua
destilada hasta eliminar el glutaraldehido, se drendé y se mezckd con exiracto de 8.
thuringiensis al 1% p/p. Se mezclo y se dejo secar en una campana de flujo laminar durante
toda la noche. La mezcla se meolid en un mortero y se tamizd usando una malla # 20.

De todos los formuladas se prepararon ks blancos respectivos sin extracto de 8.

thuringiensis.
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Sobrwivcnéia de B. thuringiensis en los Formulades Granulares.

Se tomaron muestras de 100 mg de cada formulacion y 8. thunngiensis tue liberado
de la matriz polimérica ulilizando enzimas. Las enzimas usadas fueron: Para los farmulados
de pectina, 10 ml de una solucion de 1myg/mi de pectinasa a pH4 (Sigma Chem. Co.); para el
formulado de quitina, 10 ml de una solucion de 1mg/ml de quitinasa a pH6 (Sigma Chem.
Co.); rara el formulado de almidén, 10 ml de una solucion de 1mg/ml de amilasa a pH 6.9
(Sigma Chem. Co.), se dejo reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente; para los
formuladas de gelatina, se vlilizaron 10 ml de agua a 40 "C pH7 duranie 30 min; para el
formulado de alginato, se wutilizaron 10ml de una solucion de fosfato de potasio 0.1M pH7
durante 1 hora. Las suspensiones fueron diluidas (107 a 10°%) con solucion salina esteril y se
transfinkd 0.1 ml a cajas de petri con agar nutritivo, cada musestra fue sembrada por triplicado.
Simultaneaments 100 mg de extracto puro de 8. thunngiensis GM-7 , fue mezclada con 10 ml
de solucion saiina estéril y la suspension fue diluida (10" a 10°), se transfirid 0.1 ml a cajas de
petri con agar nutritivo. Cada muestra fue incubada a 30°C por 24 h, después de este tiempo
las unidades formadoras de colonia (U.F.C.) fueron contadas.

Bicensayo de Mortalidad con Incorporacién de los Formulados a |a Dieta dsl Insecto
Blanco.

Para comprobar &i la toxicidad de 8. thuningiensis no fue afeclada por el procesg de
formulacion, se realizargn biocensayos de mortalidad usande una dieta artificial para
Trichoplusia ni. Muestras de cada formulado fueron tratadas como se describe en el puntc
anterior para liberar @ B. thuringiensis de la matriz polimerica y se incorporaron a la dleta
antificial a concentraciones equivalentes a 50 y 500 ug/ml posteriormente la mezcla formulado-
dieta se disperso en copas (25 copas para cada dosis). Después de que la dieta se enfrid, se
transfind una (arva neonata de Trichoplusia ni en cada copa y posteriormente se tapo, las 25
copas se depositaron en una bolsa de papel y s@ sello, posteriommente se incubd a 30°C y
80% de H.R.. Un fotal de 75 larvas se probaron para cada fonmulade y cada dosis. La
mortalidad fue registrada a los 7 dias (Dunkle y Shasha 1988). Como controles se utilizaron
muestras de cada formulado hechos sin B. thunngiensis y extracto de 8. thunngiernsis cepa
GM-7 tratadas como se describe amriba a las mismas dasis.
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Bloensayo de Exposicidon de Trichoplusia nl/ a los Formulados Granulados Durante 24h,

Se utilzaron cajas de petri de 5.0 cm de diameiro, con el fondo cubierto con una capa
de 3-5 mm de espesor de una mezcla de pasta de paris y carbon activado (15:1), saturada
con agua. Se deposito en cada caja 30 mg de formulado en forma granular, se transfineron 20
larvas del 2° instar de Trichoplusia ni y se les permitio alimentarse del formulado durante 24 h.
En forma simultanea se hicieron bicensayos con los controles (Formulados sin 8.
thuringiensis). Cada tratamiento consistio en un total de 5§ cajas por formulado. Después de
las 24 h de exposicion, se registrd la mortalidad y se seleccionaron al azar § larvas
sobrevivientes (5 de cada caja, 25 en total), las cuales fueron transferidas a copas
individuales con dieta artificial. La morialidad se registro después de 7 dias (Dunkle y Shasha
1988).

Estabilidades de los Formulados en Almacenamienta.

Se almacenaron doce gramws de cada formulado duranie 12 maeses en frascas
tapados a temperatura ambiente (16-32°C). Después de este perioda de tiempo se realizaron
bioensayos y cuenta de UFC para determinar si hubo perdida de toxicidad y/o viabilidad
durante €l almacenamiento.

Bicensayo de Preferancia de Alimentacién.

Se utilizaron bioensayos de dos altemativas, para evaluar preferencias de
almentacion para Trichoplusia ni, segun el método descrito por Bartelt ef a/, 1990. Se
utiizaron ocho diferentes tipos de granulos, formulados sin extracto de 8. thuringiensis y en
forma alternativa se usaron discos de 1 cm de diametro da hojas de lechuga para substituir la
segunda pila de granulos. Se utilizaron cajas de & cm de diametro con el fondo cubierto con
una mezcla de pasta de paris y carbon activado como ya se describi anteriorments, En cada
caja se depositaron en sitios opuestos 25 mg de diferente formulado a comparar. Un total de
treinta y seis pares de granulos fueron comparados y se realizaron $ repeticiones por cada
comparacion., A cada caja con el par de formulados a comparar se le transfireron 20 larvas
del 2° instar de Trichoplusia ni, se dejaron durante toda la noche en la obscuridad a 30°C.

Aproximadamente 16 h después, las cajas fueron congeladas a - 30°C, y el numero de larvas
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sobre cada sitio fue registrado. También se tomd en cuenta el numero de larvas que no se
encontro sobre ninguno de los dos sitios.

Determinacion de Adherencia de los Formulados a Portaobjetos y Hojas de Plantas.
Partacbjatos:

Para determinar la adherencia de ks formulados a poria objetos se siguio el método
reporiada por McGuire y Shasha, 1992. Se utilizaron portaobjetos limpios y pesadas
previamente, {os cuales se humedecieron con agua destilada, posteriormente se depositaran
en la superficie 200 mg de! formulado y se dejd secar a temperatura ambienie. El portaobjetos
se pesa nuevamente, y se acomoda bajo una burela a 2cm de distancia, se dejan caer sobre
el porlaobjatos 40 ml de agua destilada el portaobjetos se deja secar y se repite este ciclo de
lavado y secado 4 veces. Postenormente [os portaobjelos se pesaron. Se utilizaron 5
portacbjetos para cada formulado.

Hojas de Algodon:

Para determinar las propiedades adherentes de los formulados a hojas de plantas se
utilizaron plantas de algodon var. Dettapine {Gossypium hirsutum L.G.). En cada hoja se
marcé un area de 159 cm® con un marcador permanente. Posteriormente esta area se
humedecio con agua destilada y 30 mg de granulkss fueron cuidadosamente esparcidos dentro
del area marcada y se dejo secar al aire. Posteriormante se aplicaron 10 ml de agua destilada
a cada hoja con un aspersar manual y este pracedimienta se repitié cada tercer dia por un
periodo de 7 dias. Al séptimo dia, se cortaron 10 hojas, los granulos de cada hoja fuaeron
raspados para remover todas las trazas adhenidas a las hojas, se dejaron secar y se pesaron

posleriormante.

Evaluacidn de la Eficacia de los Formulados Granulados en Invernadero.

En base a los resultados oblenidos en ks experimantos anteriores, se seleccionaron
tres formulados para su evaluacion en invemadero y campeo ; Gelatina (GL), Pectina-Agua
{Po) y Almiddn {Al). Estos mismos formulados se elaboraron con rojo congo al 1% como

proteclor de luz UV y también fueron evaluados en invemadero y campo.

35



Los bicensayos en invemadero se hicleron con plantas de algodon infestado con larvas de
Trichopiusia ni y con plantas de Maiz infestado con larvas de Spodopthera frugiperda.
Algodén:

E1 algoddn var. Dettapine fue plantado en bates da plastica de 1 t (11 cm de diametra),
una planta por bote. A las 7 samanas de desamollo (aproximadamentie 40 cm de altura), las
plantas de algodén se separaron en 10 firatamientos con 10 plantas cada uno. En el
experimento se incluyeron: formulados sin rojo congo (3), formulados con rojo congo al 1%
(3), controles para cada formuladae (3) y un testigo. Se humedecieron las hojas con un
aspersar manual y se aplicaron 200 £ 20 mg de farmulado granular a cada planta en las hojas
superficiales, segun el tratamiento, se dejo secar e inmediatamente despues se infesto cada
planta con la ayuda de un pincel, con § larvas neonatas de Trchoplusia ni. Despues de 72
horas y a los 7 dias, los tratamientos se evaluaron por conteo del nimeru de larvas vivas por
planta. Adicionalmente a las 10 semanas de desamollo se tomaron 4 plantas al azar, de cada
tratamienlo, se exiendieron en una prensa y posteriommente fueron sometidas a una
evaluacion de superficie foliar, utilizando un aparatc (Area Meter MKZ). A cada una de las
plantas se le determind: el numero de hojas totales, numero de hojas danadas, superficie
foliar total, superficie foliar dafiada e indice de dafo. Para medir mortalidad larvaria se disefd
otra experimento, en el gue se ulilizaron plantas de algodon de 7 semanas de desanvllo las
cuales sa dividieron en 9 tratamientos que consislen en 3 malrices cada una con
B.thuringiensis al 1%, B. thuringrensis al 1% y rojo congo al 1% y su blanco respectivo mas un
testigo y un tratamiento con el extracto libre de B. thuringiensis cepa GM-7. Se utilizaran 10
hojas de algoddn para cada formulado a probar, sobre cada hoja previamente humedecida, se
depositaron 30 mg del formulado a evaluar. Las plantas se sometieron a un regimen de riego
durante 14 dias, utilizando un aspersor manual. El riego se realizé cada tercer dia. De cada
tratamiento se cartaron 10 hojas a las 0 horas, 7 dias y 14 dias. Cada hoja se depositd en una
caja de petri con un disco de papel filtro, se expusieron 10 larvas neohatas de T. ni y se les
pemitia alimentarse durante 24 h para madir mortalidad.

Maiz:
La variedad de maiz utllizada fue ASGROW 3082, El maiz fue plantado en botes de
15.5 cm de diametro, una planta por bote. A las 7 semanas de desarmollo cuando las plantas

tenian una allura aproximada de 50 cm, se realizd el bioensayo, se humedecieren las hojas y
se depositaron directamente en el cogolio de cada planta, 200 £ 20 mg de cada formulado
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granular, segan el tratamiento, inmediatamentes después ss infestd con 10 larvas neonatas de
Spodoptera frugiperde las cuales fueron depositadas cuidadosamente con un pincel en el
cogollo de cada planta. Se utilizaron S plantas por tratamiento y 10 tratamientos an total.
Despues de 7 dias los tratamientos fueron evaluados por diseccian de cada planta de maiz y
conteo de larvas vivas por planta.

Evaluacién de la Eficacia de los Formulados Granuladas en Campo.

En campo las evaluaciones se realizaron con los mismos formulados evaluados
anteniormente a nivel de invernadero, se llevaron a caba en un campo experimental de la
Universidad Autonoma de Chagingo, Bermejillo, Dgo. Las parcelas utilizadas fueron de 7 m de
largo por 4 m de ancho ( 74 cm de distancia entrg@ surcas), con 6 surcos cada una y una
densidad de pobiacion promedio de 28 plantas por surco. La parcela (tll fue de 4 surcos
centrales de 5m de longitud, dejande 1 m al principio y al final para evitar efectos de orilla, en
total ef tamario fue de 14.0 m’ . E| disefiv experimental fue de bloques completos al azar con
10 tratamientas, se trabajd con tres repeticiones (R1,R2,R3), Las parcelas fueron sembradas
con maiz de la var. Asgrow 3092.

Los tratamientos se designaron como sigue:

Tt= gelatina blanco, T2= almidon blance, T3= peclina blanco, T4= gelatina con 1% B4, T5=
almidén con 1% de B.i., T6= pectina con 1% de B.t., T7= gelatina con 1% de Bty 1% de mojo
congo, T8= almidan con 1% de B.t. y 1% de rojo congo, T9= pactina con 1% de B.i.y 1% de
rojo conga, T10= control. Se aplicaron directamente en el cogolio de cada planta 20G £ 20 mg
de formulado granular, se hicieran 3 aplicaciones de los formulados granulares a ks 30, 40 y
50 dias después de la siembra y se esperd una infestacion natural. La cosecha se realizé
cuando las plantas estuvieron maduras y secas, la cosecha se realzd manualmenie,
separando los tratamientos en caostaleds proviamente eliquetados. Pasteriormente a la
cosecha se dejaron secar al aire las mazorcas para proceder al desgrane y limpieza manual.
Se tomo en cuenta el porciento de alaque a las mazorcas y rendimiento expresado en Kg/ha,
para lo cual se ajustd el contenido de humedad a 2.5 %,
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Distribucidn de los Tratamientos
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Evaluacién del Efecto de la Luz UV Sobre |a Actividad Insecticida de los Formulados sin
Protector de Luz UV y Usando Rojo Congo come Protector.

Para ver el efecto de la radiacion UV sobre la viabilidad de las esporas y toxicidad de
8. thuringiensis, se sometieron muestras de los formulados granulares sin O congo y con
1% de rojo congo a un simulador solar (CPS Hereaus, Hanaus, Germany), el aspectro de
irradiacion abarca longiludes de onda desde 300 a 780 nm (McGuire et. al, 1998). Se tomaron
7 muestras de cada formulado (de aproximadaments 1gc/u), cada una se extendid en una
caja de petri, y se expusa al simulador solar, los tratamientos para cada formulado fueron los
siguientes (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4 y 8 horas de exposicién). Posteriorments a las muestras
expuesias sa les determino su loxicidad , se utilizaron cajas de petri de 5.0 cm de diametro,
con el fon'do cubierta con una capa de 3-5 mm de espesor de una mezcla de pasta de paris y
carbon activado (15:1), saturada con agua. Se depositd en cada caja 30 mg de formulado en
forma granular, se transfirieron 20 larvas del 2° instar de Trichoplusia ni y se les permitid
alimentarse del formulado durante 24 h. En forma simultanea se hicieron bioansayos con los
controles (Formulados sin B. thuringiensis). Cada tratamiente consistio en un total de § cajas
por formulado. Después de las 24 h de exposicion, se registrd la mortalidad y se
seleccionaron al azar 5 larvas sobrevivientes (5 de cada caja, 25 en tatal), las cuales fueron
transferidas a copas individuales con dieta artificial. La mortalidad se registrd después de 7
dias (Dunkle & Shasha 1988). También se les deteminé sobrevivencia de las esporas. Se
fomaron muestras de 100 mg de cada formulado, B. thuringiensis fue liberado de la matrz

polimérica, como fue descrito anteriormente. Las suspensiones fueron diluidas (10" a 109
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con solucion salina estéril y se transfirid 0.1 ml a cajas de petri con agar nutritivo, cada
muestra fue sembrada por tnplicado @ incubada a 30°C por 24 h, después de aste tiempo las
unidades formadoras de colonia (U.F.C.) fueron contadas.

Andlisis Estadistico

Las resultados obtenidas en los experimentas anteriores fueron sometidas a un
andlisis de varianza (ANQVA). La prueba de Tukey fue usada para determinar la diferencia
entre medias con un nivel de significancia de P< 0.05. Cuando se tenia mas de un faclor, se
realizo también un analisis de varianza (ANOVA Multifactorial).

RESULTADOS

Sobrevivencia de B. thuringiensis en los Formulados Granulares.

Se realizo con la finalidad de determinar la capacidad dae sohrevivencia de la bacteria
en la matriz seca. Se tomaron muestras de cada formulado, las cuales fueran tratadas con
una enzima apropiada y se determind el numero de unidades formadcras de colonlas. Como
control, se wlilizd exiracto de la cepa GM-7 de B. thunngiensis sin formular. Los resultados
esperados aran, 10° UFC/mg para los formulados. Los resultados demosiraron que no ocumio
pérdida en la viabilidad de las esporas como resultado del proceso de formulacion (Tabla 4).

Bioensayo de Mortalidad con Incorporacion de los Formulados a la Dieta del Insecto
Blanco.

La finalidad de este bioensayc fue comprobar que después de la formulacién en las
matrices poliméricas B. thuringiensis no perdio su actividad tdxica. Para comprabar esto fue
liberado de la misma como se especificd antariormente y se incorpord a la dieta artificial para
T. ni en dos dosis S0 y 500 pg/ml. Los resultados indican que B. thunngiensis permanecs
activo después de la formulacion (Tabla §). Se obtuvo menas da un 10% de mortalidad para
T. ni en los formuiados blanco. No se observo diferencia en cuanto @ meoralidad para 7. ni
entre las dosis usadas (F=0.5826; gl = 2. P> 0.058). Con la dosis de 500 pg/ml en la
formulacion de pectina, se presentaron problemas durante la incorporacion a la dieta artificlal,
debidos a la viscosidad de la pectina. Se encontro diferencia significativa entre los diferantes
formulados (F=46.8939; gl=17, P<0.0001). Las formulaciones que causaron menas del 50%



mortalidad en 7. ni fueron: pectina con isopropanol (Pl), pectina con butanol (Pb) ¥ quitina
{Qcg). También se observd reduccion en el tamano de las larvas sobreviviemtes a los

tratamientos.

Bicensayo de Exposicidn de Trichoplusia ni a los Formulades Granulades Durante 24h.

El objelivo de este bicensayo fue comprobar si B. thuringiensis atrapado en la matriz
polimérica permanece activo y si es capaz de ejercer su actividad foxica al ser ingerido en
forma granulada por el insecto, Después de 24 h de exposicion a los formulados granulados
de B. thunngiensis |a mortalidad larvaria fue menor del 30%, excepto para el formulado de
gelatina (GL) y almiddn (Al), los cuales causaron 78% y 91% de mortalidad larvania,
respectivamente. Los resultados del bicensayo de 24 h de exposicion, tomados a los 7 dias,
woinciden con los resultados del bicensayo de incorporacion a la diela, excepto para el
formulado de pectina-isopropanol y pectina-butanol, los cuales presentaron toxicidades
mayores que en el bicensayo anterior (Tabla 6). Cuando se comparo el bioensayo de
incorporacian a la dieta con sus dos dosis con el bioensayo de 24h de exposicion mediante
una prueba de rangos multiples de Tukey, se encontrd que no hay diferencia significativa
entre ellos (F= 0.5828; gl= 2; P> 0.05).

Estabilidades de los Formulados en Almacenamiento.

El abjetivo de esta prueba fue determinar si sl tiempo da almacenamiento afecta la
viabilidad de las esporas y la actividad tdxica del cristal de B. thuringiensis cuando se formula
como granulos en diferenles matrices poliméricas. [a temperatura promedio de
almacenamiento fue de 26.5°C {de Septiembre de 1984 a Septiembre de 1995). En todas las
formulaciones se observd una reduccion en la viabilidad de las esporas, excepto con gelatina
(GL) y almidan (Al}, los cuales mantuvieron 10° UFC/mg (Tabla 7 y Fig 1). Se encontrd alta
diferencia significaliva en la viabilidad de las esporas con respecto a los diferenies
fomulados(F=9.242; gi=7; P<0,001), también con respecto al tiempo de almacenamiento
(F=14.7902; gl=3; P<0.001) y temperatura de almacenamiento,(F=14.7902; gi=3; P<0.001).
Cuando se analiz¢d la interaccion de dos factores (tipo de formulado y tiempo de
almacenamiento con respecto a la viabilidad, se encontrd alta diferencia significativa
(F=194.42, gl=21; P<0.001). La interaccion de (lipo de formulado y femperatura de



aglmacenamientc) con respecto a viabilidad, también fue diferente significativamenis
(F=194.42; gl=21; P,0.001). La actividad de la loxina de 8. thuningiensis no fue
significativamente diferente de la obtenida con los formulados recién preparados, estc se
comprobd medianie una prueba de comparacion de rangos multiples de Tukey, (F=0.0107;
gl=1; P>0.05), no se encontrd diferencia significativa en actividad {xica con respecto a la
temperatura de almacenamiento (F=0.0107, gl=4; P>0.05) sin embargo si se encontrd
diferencia significativa entre |la actividad téxica can respecto a los diferentes formulados(F=
10.6763; gl=7; P=0.0017). La actividad toxica de B. thunngiensis permanecia atta despuss de
su almacenamiento durante 12 meses a temperatura ambiente excepto para las formulacianes
de gelatina-isopropanol (Gl) y alginato (ATL). Estas perdieron cerca del 13% y 32% de su
actividad toxica original, respectivamente (Tabla 8).

Bicensayo de Preferencia de Alimentacidn.

Se utilizaron bioensayos de dos attemativas, para evaluar preferencias de alimentacion
para Trichaplusia ni, se les permitk) elegir alimentarse entre dos tipos de formulados
granulares. Se realizaron 36 pares da comparaciones. La maycr parte de las larvas se
asociaron con hojas de lechuga y posteriormente prefirieron alimentarse sobre los granulos
formulados con gelatina (GL) y pectina (Po, Pl, Pk). La menor cantdad de larvas se asocld
con los granulos formulados con alginata (ATL) y quitina (Qcg) (Tabla 9). Se encontrd alla
diferencia significativa con respectc a la preferencia de las larvas entre ks diferentes
formulados (F= 92.98395; gl= 8; P<0.001),

Determinacion de Adherencia de los Formulades a Portaobjetos y Hojas de Plantas.
Portaobjetos:

Se evaluaron las propiedades adheremtes de los diferantes formulados en
portacbjetos. Las mejorgs caracteristicas adherentes las presentaron las fommulaciones de
Gelatina (Gl), Gelatina-isoprapanol (Gl), Pectina (Po), Peclina-isopropano! (Pl), Pectina-
butanol (Pb) y Almidon (Al), los formuladas de quitina (Qcg) y alginate (ATL), no presentaron
buenas caracteristicas adherentes y resullaron ser diferentes del resto. (F=12.4725; gl=7,
P<0.001)(Tabla 10).
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Hojas de Algodén:

Las mejores propiedadss adherentes las preseniaron los formuiados granulares
hechos con pectina (Po,PI1,Pb) y gslatina (GL,Gl) los cuales aun permanecian adheridos a las
hojas después de 7 dias bajo un régimen de imigacion. Los granulos que no presentaron
buenas propiedades adhsrentas en hojas de algodon fueron los de alginato (ATL), quitina
(Qeg) y almidon (Al) (F=11.5739; gl=7; P<0.001)(Tabla 10).

Evaluacidén de la Eficacia de los Formulados Granulados en Invernadero:

Algoddn:

Se seleccionaron tres matrices para su evaluacion en invemadero y campo,
(GL.Po.Al), las cuales fueron formuladas sclamente con extracte de B.thuringiensis y con
exracto de B. thunngiensis y rojo congo al 1%. Después de aplicar los formulados en las
plantas de algodon, estas se sometieron a riege manual por aspersion, para posteriarmente
medir la mortalidad con larvas de T. ni. Se encontrd una akta diferencia significativa en la
mortalidad gon respecto a los diferentes formulados (F=127.720; gl=10; P<0.001), no se
encontro diferencia significativa con respecto a los dias de nego (F=0.1378; g|=2; P>0.05), sin
embarge con la interaccion de ks dos factores (tipo de formulado y dias de riege) se obtuvo
diferencia significativa (F=6.432; gl=20; P<0.001). Los formulados sin njo congo en general
fueron mas eficientes que los formulados con rojo cango al 1%, axcepto para la formulacion a
base de pectina (Tabla 11 y Fig 2). Cuando se analzaron par separado los tratamientos con
respecto a los dias de riega, los resultados obtenidos fueran los sigulentes: a las 0 horas el
extracto de GM-7 fué significativamente diferents y mas eficiente que el resto de los
formulados (F=42.4134; gl=10; P<0.001), a los 7 dias no se encontro diferencia significativa
entre s| extracto de GM-7 y los farmulados (F=162.6523; gl=10; P<0.001), a los 14 dias de
riego se encontrd diferencia significativa y mas eficiencia en los formuladas de almidon (Al),
pectina (Po) , gelatina (GL)(con 8. thunngiensis al 1%) y pectina (Po)con B. thunngiensis y
r0jo congo al 1%) con respecto a el extracto lbre de la cepa GM-7. También se hizo un
analisis de superficie foliar a las plantas de algodon infestadas con larvas de 7. ni para
evaluar el dafio causado por la plaga. Se encontrd una alta diferencia significativa con
respecto al dario foliar entre los tratamientos blanco y control con respecto a los tratamienios
con los formulades con B. thuringiensis (F= 13.8133; gl=9; P<0.001) (Tabla 12). Se utilizd un
programa estadistico (Statistix Analitical Sofware, 1993) para analizar los contrasies lineales,
se analiz¢ la diferencia significativa de los siguientes 6 contrastes: los controles con respecto
a los tratamientos (se encontro diferencia significativa a kos 0, 7 y 14 dias); los formulados sin
fojo congo con respecto a los que poseen rujo congo ( se encontrd diferencia significativa a
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ks 7 y 14 dias); el extracto libre de GM-7 con respecic a las formulaciones granulares (se
encontrd diferencia significativa a los 0, 7 y 14 dias);el extracto de la cepa GM-7 con respecto
a los formulados sin rojo congo (se encontro diferencia significativa a ks 14 dias); el extracta
de GM-7 con respecto a los formulados con rojo congo (se ancontro diferencia significativa a
ks 0, 7 y 14 dias); el testigo con respecto a ks formulados blanco (no se encontro diferencia

significativa). Tabla (13)
Maiz:

Los bioensayos con planias de maiz en invemadero, se evaluaron con larvas neonatas
de Spodoptera frugiperda. Se encontrd una afta diferencia significativa entre la sobrevivencia
de las larvas con respecto a los diferentes formulados. (F=13.8562; gl=9; P<0.001), Las
plantas control presentaron mayor daiio que las plantas tratadas con los formulados blanco,
También se encontro diferencia significativa entre los formulados de pectina y almidon con
respecto a los de gelatina (Tabla 14).

Evaluacion de la Eficacia de los Farmulados Granulados en Campo.

En la prueba de campo, se encantrd diferencia significativa entre el rendimienta en
Ka/ha y los diferentes formulados (F=2.7396; gl=10; P=0.0234). Los granulos formulados can
peclina y con rojo canga al 1% presentaron diferencia significativa con respecto al resto de los
formulados. No se encontro diferencia significativa entre el control, las formulados blanco de
cada matriz y los formulados con 8. thuningiensis y rojo congo de gelatina, almidon y la cepa
GM-7 (Tabla 15 y Figura 3). La plaga que se presentd fue Heliotis virascens.

Evaluacion del Efecto de la Luz UV Sobre la Actividad Insecticida de los Formulados sin
Pratector de Luz UV y Usando Rojo Congae como Protector.

Esta prueba se hizo con la finalidad de veQr si se obtenia un efecto protector con
réspecto a viabilidad y actividad téxica en los formulados al utilizar nojo congo como protector
de Wz ultravicleta, para lo cual se compard con los granuladas formulados sin roja congo.
Para realizar esta prueba se utilizd un simulador solar. El rojo congo se selecciond por que su
espectro de absorbancia abarca desde 220 a 620 nm (Dunkle y Shasha, 1989). Los
fomulados de almidon y de gelatina preparados con rojo conga preseniaron una mejor
viabilidad que los mismas farmuladas sin rojo congo, los formulados a base de pectina
mostraton una mayor perdida de viabilidad al exponerse al simulador solar que el resto de los
formulados (F=24.1378; gl=5; P<0.001). Se encontrd una alta diferencia significativa en la
viabilidad de las esporas despues de 2 horas de exposicion al simulador solar (F=11.8023;
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gl=5; P<0.001) (Tabla 16 y Figura 4). Cuando se analizd la interaccion de los dos factores
{tipo de formulado y tiempo de exposicion) con respecio a viabilidad, se encontro aita
diferencia significativa(F=20.916; gi=25; P<0.001). En cuanto a aclividlad tdxica de los
formulados no se encontrd diferencia significativa entre los diferenles formuladgs, con rojo
conga y sin rojo conge, cuando se analizo el experimento completa (F=2.2495; gl=5; P>0.05).
Se encontrd diferencia significativa a los diferentes tiempos de exposicion (F=40.4972; ¢I=5;
P<0.0001). Se encontrd diferencia significativa en mortalidad después de 2 hora de
exposicion al simulador solar (Tabla 17 y Figura 5). Cuando se analzd la interaccién de los
dos factores tipo de formulado y liempo de exposicion con respecto a actividad toxica se
encontrd diferencia significativa (F=2.015; gi=25; P=0.016). Se realizd un analisis para ver el
contraste lineal enire |os formulados sin rojo congo y los formulados con rojo congo, con
respecto a viabilidad de las esporas y toxicidad contra larvas de T.ni, con respecto a la
actividad tOxica se encontrd difersncia significativa despues de 2 horas de expasicion al
simuladar solar entre 10s farmuladas sin rojo canga ¥ los que poseen rojo cango. Con respecto
a la viabilidad se encontro diferencia significativa entre los formulados sin y con rojo congo,
desde las 0 horas (Tabla 18). '



Tabla 4. Sobrevivencia de Bacillus thuringiensis (GM-7)
en los Formulades Granulares”

T Formulacion  Media UFCimg tEE°
Gl (5.1 £0.7667) X 10°
GL (2.6 < 0.5998) X 10°
PI (5.8 0.4665) X 10°
Pb (4.7£0.0998) X 10°
Po (3.1£0.2332) X 10°
Qcg (4.7 4 0.9665) X 10°
Al (402 0.2332) X 10°
ATL (1.0% 0.0334) X 10°
GM-7 {6.340.1668) X 10°

*Gl= gelatina:isopropanocl; GL= gelating; Pl= pectina:isopropanol;
Pb= pectina:butanol; Po= pectina; Qzg= quitina coloidal;

Al= almidén de maiz pregelatinizado:isopropanal; ATL= alginato;
GM-7 = extracta de B. thuringiensis.

® Pramedio de tres cuentas + EE
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Tabla 5. Mortalidad de Larvas de Trichaplusia ni Expuestas a los Uiféerentss Formuladas

B. thuringiensis Tratados con Enzimas e Incorporados a Dieta Artificial

Mortalidad despues de 7 d Media £ EE numero de larvas muertas

(%) alos7d®
Formulacién® 50 pg/mi 500 pg/ml 50 pg/ml 500 pg/ml
Gl granulos blanco 2.7 5.3 0.66 £ 0.066 1.33 % 0.066
Gl- Bt (1%) 100 100 2500 25200
GL granulos blanco 0 27 g 066 +0.133
GL-B.t. (1%) 98.7 100 24.66 % 0.066 251200
Pl granulos blanco 27 nd. 0.66 £0.133 nd.
Pl- B (1%) 22.7 48.7 5.8610.371 1166+ 0.176
Pb granulos blanca 0 n.d. 0 n.d.
Pb - B.t. (1%) 413 n.d. 10.3320.786 nd.
Pa granulos blanco §3 nd. 1.33120.176 nd.
Po-B.l. (1%) 973 nd 24,33 £ 0.068 n.d.
Qcg granulos beo. 0 27 0 0.66 £ 0.068
Qcg - Bt (1%) 27 2.7 1.33x£0.178 1.66 £ 0.066
Al granulos blanco 13 13 0.33 £0.066 0.33 £ 0.066
Al-B1. (1%) 93.0 97.3 23.3310.240 24,331 0.133
ATL granulos bco. 6.7 67 1.66 £0.333 1.66 + 0.066
ATL-Bt. (1%) 350 100 213310133 25100
GM-7 (extracto B.1) 100 100 25100 25200
Contral 40
'se usd pectinasa,quitinasa,amilasa para pectina, quitina y amidén respectivamente, sol. de k para alginato, agua
2 40°C para gelatira,
‘=25

n.d = no determinado, por la viscosidad de la pectina.

46



Tabla 6. Mortalidad de Larvas de Trichopiusia ni Expuestas 24 h a los

Formulados Granulados de B. thuringiensis.

Mortalidad (%)
Formulacion 24h* 7d°
Gl granulos blanco 1 8
Gl-Bt (1%) 23 100
GL granulos blanco 0 8
GL - Bi. (1%) 74 100
Pl granules blanco 9 4
Pl- Bt (1%) 13 72
Pb granulos blanco 10 0
Pb - Bt. (1%) 29 92
Po granulas blanco 3 4
Pb- Bt (1%) 30 100
Qcg granulos blanco 1 4
Qeg - BA. (1%) 7 4
Al granulos blanco 1 4
Al-Bl (1%) a1 100
ATL granulos blanco 1 0
ATL - BA. (1%) 12 100
GM-7 (extracto de B.t) 92 100
* n=100
*n=25
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Tabla 7. Estabilidad de los Formulados Granulares Después de su Almacenamiento
Durante 12 Meses a Temperatura Ambiente

1994 1995
Formulacién UFC/mg® UFC/mg* UFC/img* UFC/mg"
Septiembre Energ Marzo Septiembre
Gl (5120767} X (3.810666)X (25£0.150)X (2.4t0367) X
10° 10° 10° 10*
GL (26+0600) X (25%0.367)X (1.820.188) X (1.6 £0.040) X
10° 10° 10° 10°
] (58:0466) X  (1.7¢40433)X  (6.0£0533) X (9.720.176) X
10° 10° 10* 10
Pb (47+0100)X (42+0267)X (1.84+0367)X (5.9 0.700) X
10° 10° 10° 10°
Po (31x0233)X  (21:x0233)X (1.8:20041)X (53%1.233)X
10° 10° 10° 10
Qcge (4.7+0966) X (2.820.167)X (25+0433)X 3.3 22433
10° 10° 10"
Al (402 0.233) X (4020294 X (3.6x0.170) X (2.420.117)X
10° 10° 10° 10°
ATL (1.0£0.033)X (6.0£0.066)X (3.1£0.233)X (1.8:£0.133) X
10° 10* 10° 108

¥ Pramedio de tres cuentas t EE .
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Tabla 8. Efecto del Alimacenamiente de los Formulados Granulares de B. thuringiensis
sobre la Mortalidad de Larvas da Trichoplusia ni

Septiombre 1994 Septiembre 1995
Formulacién Mortalidad (%) Mortalidad (%)
24n* 7d° 24h’ 7d"
Gl blanco 1 8 1 4
Gl-B.t. 23 100 85 87
GL blanco 0 8 0 4
GL-B.L. 73 100 82 100
Pl blanco 9 4 4 8
Pl-B.t. 13 7 60 76
Ph blanco 10 0 3 4
Pb-B.1. 29 92 48 92
Po blanco 3 4 0 8
PoB.t. a0 100 47 100
Qcg blanco 1 ¥1¢ 0 32
Qeg-Bit. 7 4 7 32
Al blanco 1 4 0 4
Al-B.t. 91 100 g2 10C
ATL blanco 1 0 0 20
ATL-B.. 12 100 29 &8

Bioensayo de 24 horas de exposicion. *n=100 *n=25
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Tabla 9. Preferencia de Alimentacién de Larvas de Trichopiusia nl Expuestas
a las Diferentes Formulaciones Granulares

—
r—

Formulacion

Numero de Larvas sobre
los granulos * (Media % EE)

Rangos de Preferencia

Lechuga 15488910343 a Primero
GL 8.1656 £+ 0.388 b Segundo
Po 7.3444 20326 DD Ssegundo
PI 7.3333+0.360b Segundo
Pb 6.7778 £ 0.405 bc Tercero
Gl 5311120385 cd Cuarto
Al 3.7111£0.228 d Cuarto
Qcg 14889 20.109 @ Quinto
ATL 0977810.104 ¢ Quinto

'n=10Q ; valares seguidos por letras iguales, na son diferentes significativamente, Tukey, P<0.05

Tabla 10. Propiedades Adherentes de las Diferentes Matrices Poliméricas
Utilizadas

Formulacion Peso recuperado de los Peaso recuperado de las

portacbjetos hojas de algodén

Media t EE (mg)* Media 1 EE(mg)"

Po 0.017220 £ 0.0016a 0.0276 £ 0.0024a
Gl 0.016280 £ 0.0035a 0.0266 = 0.0025 ab
Pl 0.014820 £ 0.000Ga 0.0237 £ 0.0015 ab
Pb 0.017980 £ 0.0009a 0.0222 £ 0.0011 ab
GL 0.017840 £ 0.0037a 0.0219 £ 0.0011 be
Al 0.019620 £ 0.0020a 0.0165 +0.001% cd
Qcg 0.001580 & 0.0003b 0.0142 £ 0.0025d
ATL 0.002160 % 0.0008b 0.0073+£0.0014 @

*n=5 ; °’mr=10 , valores seguidos por letras iguales en la misma columna, no son diferentes

significativamente, Tukey, P< 005

51



Tabla 11. Efecto de Diferentes Formulados Granulares de 8. thuringiensis
sobre la sobrevivencia de Larvas de T. ni en Plantas de Algodén en Invernadero

“Numero de Larvas Muertas a Diferentes Dias de Riego®

Formulacién 0 horas 7 Dias 14 Dias
Media t EE Media & EE Media + EE
GL beo 0.37 £ 0.074c 0.20 2 0.042c 0.70 £ 0.106d
GL B.t. 7.25£0.301b 9.80 £ 0.042a 8.50 2 0.135a
GLBt rc. 6.75 2 0.276b 5.50+0.178b 8.00 £ 0.205ab
Po beco 0.50 £ 0.053¢ 0.20 £ 0.042¢ 1.00 £0.135d
PoBt. 7.50 +0.141ab 9.80 £ 0.042a 9.90 £ 0.032a
PoBi.rc 7.00 £ 0.283b 9.00 £ 0.163a 9.60 £ 0.126a
Al beo 0.50 + 0.053¢c 0.20 £ 0.042¢c 0.80 £ 0.079d
AlB.t 9.00 £ 0.107ab 880x0215a 8601 0.184a
AlBi rec. 9.25 £ 0.139ab 8.80 £ 0.123a 6.00 £ 0.249bc
GM-7 9.87¢ 0.035a 9.60 + 0.067a 520 0.421c
Cantrol 1.12 £ 0.064¢ 0.20 + 0.042¢c 1.00 £ 0.067d

*n=100, valores seguidos por letras iguales en la misma calumna, no son diferentes significativamente,

Tukey, P< 0.05,

Tabla 12. Estimacion del Dafio en Plantas de Algodén Tratadas con Diferentes
Formulados Granulares de B. thuringiensis e Infestadas con Larvasde 7. ni

on Invernadero

Formulacion Superficie Foliar Dafiada®
(Media £ EE) mm° IDF®

GL beco 36.25 ¢ 10.176¢ 482 % 0.997b
GL B.t. 0.75 £0.2504a 0.12+ 0.043a

GLEA rc. 3.75 £ 0.629ab 0.50 £ 0.0707a
Po bco 30.25 £ 10.88S¢ 435 ¢ 1.408b
Po B.A. 2.25+0.250a 0.46 £ 0.048a

PoBt rc. 7.00 £ 5.016ab 0.78 £ 0.409a
Al bco 41.75 £ 8.290cd 5.83 £ 0.644b
AlBLt. 2.25%0.750a 0.51 £ 0.207a

AlBtre. 3.75+0.750ab 0.66 £ 0.128a
Conlral 6525+ 7.510d 9.20 £ 0.852¢

*n=4, * IDF {Indice de dano faliar ) = Sup. foliar dafiada + numero de hojas danadas
valores seguidos por lefras iguales en la misma columna, no son diferentes significativaments,

Tukey, P< 0.05.
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Tabla 14. Sobrevivencia de Larvas de Spodoptera frugiperda en
Plantas de Maiz Tratadas con Diferentes Formulados Granulares

de B. thuringiensis en Invernadero

Formulacion Numero de Larvas Sobrevivientes
Media t EE*
GlLbco 2.20 £ 0.063bc
GLBL 1.60 £ 0.214abc
GLBt. rc 1.40 £ 0.126abc
Po beco 2.80 £ 0.165c
PoB.i 0.20 2 0.063a
PoBut.rc. 0.80 £ 0.063ab
Al bea 2401 0.063c
AlB.L 0.40 £ 0.077ab
Al B.t.r.c. 0.80 £ 0.155ab
Coantrol 5.40 1 0.126d
*n=50, valores seguidos por letras iguales, no son diferentes significativamente,
Tukey, P<Q.05.

Tahbla 15. Efecto de la Aplicacion de Diferentes Formulados Granulares de 8.
thuringiensis sobre gl Rendimiento de Maiz en Kg/ha

Formulacion Rendimiento de Maiz % de Ataque a las
Kg/ha Mazorcas

Media £ EE* Media £ EE*
GL beo 4143.67 2 371.36b 2507 2474
GL B.t. 4940.33 = $00.81ab 23.93 £ 0.64
GL B.t. r.c. 4870.67 + 335.99ab 20.98 2 2.67
Pa beco 4197.67 2 297.64b 23.59 2 6.07
Po B.t. 5388.00  658.59ab 18.52 2 1.35
Po B.trc, 6469.00 £ B08.57a 18.94 £ 0.97
Al beco 4232.00 1 303.04b 18.09 £ 2.95
AlB.t 4931.00 £ 454, 14ab 18.37 £ 0.93
Al B.t.r.c. 4857.00 £ 414.23ab 29.09 £ 3.05
GM-7 4718.00 1 95.55ab 22611 1.42
Coantral 3718.33 + 196.69b 29.48 + 4,16

* n=3, valores seguidas por letras iguales en la misma columna, no san diferertes significativamente, Tukey
P<0.05.
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DISCUSION

Los procesos de capsulacion pueden ser agrupados en tres clases: metodos de
separacion de fases, métodos que involucran la reaccion en la intarfase y mélados fisicos
(Flinn & Nack 1967). En este trabajo se utilizaron métodos fisicos para el atrapamiento de las
esporas y cristales de B. thuringiensis.

El propasito de este estudio fue evaluar el uso potencial de varios polimeros para el
atrapamiento de Bacilfus thuringiénsis. La originalidad de este trabajo radica en que los
polimeros utilizados no se han empleado anteriormente como matenal soporte para la
elaboracion de formulados granulares de B. thunngiensis cepa GM-7. Los métodos utilizados
para la fonmulacidn con gelatina o pecting, son una adaptacion del método reportado por
Dunkle y Shasha para almidon pregelatinizada. El método utilizado con alginato es un metodo
ya utilizado con otros agentes bicinsecticidas. El método utilizado con quitina, esta reportado
come método para (a inmovilizacion de glucosa-isomerasa, se considerd que padria funcionar
para la toxina de B. thuringiensis por ser una proteina. Se demostrd que la gslatina y pectina
pusden ser utilzados exitosamente para elaborar formulados granulares de 8. thuringiensis, el
cual mantiene su actividad biologica, sus formulados poseen excelentes prapiedadas de
adherencia, B. thuringiensis puede sobrevivir al procedimiento de atrapamiento y las larvas de
T. ni aceptan alimentarse con granulos elaborados con estas matrices poliméricas. Los
formulados elaborados con quitina y alginato no mostraron buenas propiedades adherentes,
no presentaron buenas propiedades fagoestimulantes para larvas de T. niy su vida media en
almacenamienia fue corta comparada con la obienida para las formulacionas de gelatina,
pectina y almidon.

Los datos demuestran que 8. thunngiensis saobrevive y su actividad insecticida no
cambié cuando fue formulado dentro de varias matrices poliméricas excepto para los
formulados de quitina, en los que a pesar de tener una cuenta de UFC de 10° su actividad
l0xica no fue mayor del 4% de mortalidad, posiblemente el uso de glutaraldehido para
elaborar este formulado afecta a la §endotoxina. acomplejandola o desnaturalzandola. Se
obtuvieron resuttados similares en cuanto a mortalidad a lgs 7 dias en los bicensayos can
incorporacion de los formulados de 8. thunngiensis a la dieta artificial, comparados con las
resultados obtenidos en los bicensayos con B. thunngiensis dentro de los formulados
granulares. Cuando se compararon estadisticamente ambos tipos de bioensayo, con una
prueba de rango muttiple de Tukey, no se encontrd diferencia significativa entre la mortalidad
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montalidad obtenida a los 7 dias con ks formulados en forma granulada con B. thuningiensis al
1%. En cuanto a las diferentes malrices usadas, en ambos bioensayos se obtuvo una
diferencia significativa con respecto a mortalidad contra T. nf entre el resto de los formulados y
el formulado a base de quitina. Los formulados a base de peclina-isopropancl y de pectina-
butanol fueron diferentes significativamente al resto de los formulados solamenie en el
bicensayo de incorporacion a la dieta, en el biensayo de 24 horas de exposicion presentaron
una mortalidad contra 7.ni de 72% y 92% respectivamente. Esta diferencia, posiblemente fue
originada por una falta de homogeneidad &\ incorporar los formuladas en la dieta artificial de
T.ni, por la naturaleza viscosa de la pectina. Cuando se trabaja con matrices de alta
viscasidad como la pectina, el bioensayo de incorporacion a la dieta es complicado y con las
dosis altas es difici homogenizar bien el formulado en la dieta por b que se obtienen
resuttados variables como nos sucedié con los formulados de pectina-isopropanol y pectina-
butanol, para este tipo de formulados es mas faclible y practico utilzar el bioensayo de 24 h
de exposicion.

Después de 6 meses de almacenamiento a temperatura ambiente, todos los
formulados excepto, alginato (ATL) y quitina (Clcg) presentaron una cuenta de esparas de 10°
UFC/mg , similar a los farmulades recién preparados. A los nueve meses de almacenamiento
5@ encontro diferencia significativa en cuanto a viabilidad de las esporas con respecia a los
formulados recién preparados, y fue mas evidente para los formulados de pectina-isopropanol
(Pl).alginato (ATL) y quitina (Qcg). Después de 12 meses de almacenamiento a temperatura
ambiente todas las formulaciones perdieron viabilidad de las esporas sxcepio las
formulaciones de gelatina (GL) y almidon (Al). En cuantc a la actividad toxica de los diferentes
formulados, no se obseryo pérdida con respecto a tiempo de almacenamiento, excepto para
los formulados de alginato (ATL) que perdieron un 32 % de su actividad. El formulado a base
de quitina, no poseia actividad insecticida desde su elaboracion. Estos resultados sugieren
que la estructura de la toxina no fue alterada y consecuentemente se mantuvo intacta durante
ol amacenamienio a temperatura ambiente. Dulmage (1975), reporta quea no existe una
relacion directa entre la actividad toxica de B. thuringiensis y la viabilidad de las esporas. Esto
explica porqué a pesar de obtener un decremento en la viabilidad de las esporas durante el
gimacenamiento a temperatura ambiente por 12 meses, no se cbservd alteracién en la
aclividad tdxica de los formulados. Basdndonos en los resultados @s posible aimacenar hasta
por 12 meses los formulados de gelatina, pectina y almidon sin perdida significativa de su
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actividad tdxica, cabe recalcar que la temperatura maxima registrada durante €l periodo de
estudio fue de 32°C,

Cuando se utilzan biopolimeros para elaborar formulados de entomopatogenos
granulares o microcapsulades, la aceptacion del formulado por parte del insecto blanco es
también un factor importante ya que estos deben ser ingeridos para ser efectivos. En este
trabajo solo se proba la aceptacion para las diferentes matrices usadas sin B. thunngiensis u
ctros aditivos, sin embargo los formulados pueden ser mejorados por incorporacion da vanos
aditivos como fagoestimulantes, como ha sido demaostrado por Bartell et &/. (1990). Los datos
obtenidos del bioensayo de preferencia sugieren que las larvas de T. nf preferenciaimente sa
alimentan de tejido de hoja de lechuga, pero también los formulados a bass de gelatina y
pectina fueron aceplados como alimento por las larvas de 7. ni. Sin embargo las larvas
rechazaron alimentarse de los formulados a base de alginato y quitina. El rechazo de las
larvas hacia los formulados de alginato, podria debsrse a que en este tipo de formulado se
uliiza CaCl para inducir la formacidn del gel y pcsiblemente en este formulado quedan
residuos de CacCl, en trabajos anteriores se ha reportado este tipo de comportamiento con
larvas de Ostrinia nubilalis con formulaciones a las que se les incorpord CaCl, Gillespie et
al.(1894). El rechazo de las farvas de T.nf hacia los formulados ds guitina podria deberse a la
textura de la quilina.

El lavado por lluvia es uno de los factores que mas afecta la persistencia y actividad de
los agentes de biocontrol en campo incluyendo a 8.thuringiensis. McGuire (1992), reporta que
la adherencia de los granulos puede llevar @ un efecte residual mayor, manteniendo 8l
insecticida en |la zona de alimentacion del inseécta blanco. Nuestros resultados de adherencia
a portacbjetos y hojas de algodan, mostraron que los biopolimeros de gelatina y pectina
poseen las mejores propiedades adherentes, con respecto al resto de Ios polimeros prabados.
Los datos preliminares indican que la persistencia de 8. thuringiensis puede ser mejorada por
las propiedades adherentes de biopolimaras como la gelatina y pactina, las cuales paodrian
utilizarse en otras famulaciones para mejorar las propiedades adherentes de las mismas.

Nuestros mejores resultados a nivel de laboratorio se abtuvieron con los formulados de
gelatina, peclina y alginato por o que s& seleccionaron para evaluar su eficacia a nivel de
invernadero y campo. Se seleccionaron la farmulacion de pectina Po y gelatina GL, por que
no involucra el uso de solventes para su formulacion, Las tres matrices seleccionadas se
formularon con B. thuringiensis al 1% sin rojo congo, y con B. thuningiensis al 1%, con rojo
congo al 1%,

Los resultados obtenidos en invemadero con plantas de algoddn, mostraron que en
general los tres soportes son efectivos. En los bioensayos en invemadero las plantas de



algodon fusron sometidas a un régimen da riego durante 14 dias, todos ks formulados
probados, a los 14 dias ain conservaban mas del 80% de su actividad toxica contra larvas de
T. ni, sin embargo se observo mejor actividad en los formulados sin rojo conga que en los que
poseian rojo congo, aparentemente el rojo congo afecto las caracteristicas adherentes de la
gelatina, pectina y almidon, asie efecto fue mas marcado en los formulados de gelatina y
almidon. Se encontrd que el extraclo libre de B. thuringiensis cepa GM-7, bajo
considerablemente su eficacia a los 14 dias de imgacion, debido a que se iavd da (a
superficie de las hojas. Con este lipo de experimentio comprobamos que gs posible mejorar la
persistencia en el follaje y como consecuencia la eficacia de B. thuringiensis al utilizar
biopalimeros con caracteristicas adherenies como gelatina y pectina. Cuando se analizd el
dario foliar, causado por T. n/ en invemadero a plantas de algoddn, se encontrd una diferencia
considerable entre el dano que presentaron los controles con respecto al daiio en las plantas
fratadas con los formulados con 8. thuringiensis. Sin embargo no se enconird difarencia
significativa en el dano foliar a plantas de algoddn, entre los formulados sin rojo congo y con
rojo congo.

En los resullados cbtenidos en plantas de maiz en mvernadero con larvas de S
frugiperda, se encantrd diferencia significativa entre el nimera de larvas sobrevivientes en el
control con respecta a los formulades blanco, también se obtuvo una diferencia significativa
entre los formulados blanco y los formulados con B. thuringiensis, sin embargo, na se
encontrd diferencia significativa entre los formulados con mjo congo y sin rojo congo,
probablemente debido a que en el maiz el formulado se depasita en el cogollo de la planta, de
manera que la adherencia no es un factor determinante, también en otros trabajos se ha
encontrado que en cultivos comc el maiz, la luz solar no es un facior importante de
degradacion para B. thuningiensis por qué al ser depositado en el cogollo ds la planta o en el
axis de las hojas queda protegido de los rayos solares (McGuire ot al.,1994)

En lo que respecta al experimento de campo con maiz, solo se enconiro diferencia
significativa entre el formulado de pectina con 8. thuringiensis y mjo cango con respecto al
resto de los formulados, no se encontrg diferancia significativa entre los controles y &l resto de
los formuladas con B. thuringiensis. En este bioensayo se esperd una infastacidn natural, y la
plaga que se presentd fue Helicoverpa virescens que es relativamente menos susceptible a
B. thuringiensis cepa GM-7 que T. ni (Ol para H. virecsens= 30.8 ug/ml, Ol para 7.mi =
222 ug/mi)(Tamez Guerra, 1996). Es importante seiialar que la concentracion de principio
activo utilizada en este trabajo esta muy por debajo de las concentraciones que se usan
comercialmente como en el caso de Dipel que posee 7% del compleja espora-cristal y en
general se utiliza 3% del complejc espora cristal. Las formulaciones se hicieron al 1 %, por



que a nivel de laboratorio e invernadero, se obtenia faciments un 100% de mortalidad con T.
ni , por lo que se considerd innecesarna el uso de concentraciones mas elevadas, sin embargo
cuando se exirapold a nivel de campo, los resultados no fusron tan contrastantes como se
esperaban, por lo que se considara que es necesario hacer mas estudios incrementando el
porcentaje de principio aclivo utilizado y ver el compeorlamienio de los formulados en otros
fipas de cultivo, coma el algodan, eén donde los formulados no estan tan protegidas de los
factores ambientales como sucede en al maiz.

Esta bien establecida el efecto de la luz solar sobre la pérdida de actividad de .
thuringiensis y otros entomopatogenos (Ignoffo, 1977, Ignoffo y Garcia, 1978). En los estudios
con @l simulador solar, se demastro que la actividad toxica de 8. thurningiensss se afectd en
forma significativa después de 2 horas de exposicion al simulador solar, también se encontré
una diferencia significativa entre la toxicidad de los formulados sin rojo congo y los formulados
con rojo congo, Después de 2 horas de exposicion al simulador solar, fos formulados con mjo
congo consarvaban en promedio el 83% de su actividad original y los formulados sin mjo
conga conservaban el 68%, después de 8 horas de exposicion al simulador solar ks
formulados con rojo congo conservaban el 52% de su actividad original en comparacion con
los formulados sin rojo congo que conservaban el 36 % de su actividad original. Con k que
respecia a viabilidad, también se vio afectada por la expasicion al simulador solar. Daspuas
de 2 horas la viabilidad se redujo en un 27% parda los formulados con rojo congo y en un 66%
para los formulados sin roje congo, a las 8 horas de exposicion la viabilidad se redujo en un
77% y un 82% para los formulados con wWjo congo y sin Iojo congo respeclivamente,
McGuire, 1996, reporta que 8h de expasicion en el simulador solar, corespanden
aproximadamente a 3 dias en el campo, se encontro diferencia significativa al utilizar rojg
congo como protector de luz UV tanta en morialidad como en viabilidad, sin embarge fa
proteccion que el rojo congo les confiere no sobrepasa los 3 dias en campa, por ko que na se
considera tan efectiva, por lo que probar otro tipo de protectores mas efectivos, seria
deseable.

Segun nuestros resultados et rojo congo demostrd ser un buen protector de luz solar,
pero afecta la adherencia de los formulados, en los esludios de campo el uso de rojo cangg
no fue un factor determinante an la sficacia da los formulados, posiblemente por el tipo de
cultivo usado.

En resumen, nuestros resultados sugieren que los polimeros derivados de sobrantss o
deshechos de productos agricolas pueden ser usadas para la formulacidn de bioinsecticidas
como B. thuringiensis. Queda clarg qus (os polimeros de diferentes fuentes poseen diforentes
caracteristicas. La geiatina y pectina nos dieron resuliados aceptables en cuanto a



adherencia, aceptacion por parte de las larvas de T.ni, vida de anagquel y actividad insecticida .
La quitina no fue aceptable bajo nuestras mediciones. El alginato no posee caractaristicas
adherentes y no fue aceptado por las larvas pero B. thuringiensis sobrevivio al proceso de
formulacion. El almidén posee una aceplable vida de anaquel y actividad inseclicida pero su
adherencla y aceptacion por parte de las larvas fue menor que con jos otros formulados.
Futuros trabajos podrian examinar {a elaboracion de formulaciones granulares y asperjables
de 8. thuringiensis y otros bicinsecticidas con otros métodos y materiales como un medio para
extender la actividad residual e incremeniar la eficacia y el uso de insecticidas microbianos
para sl control de plagas. El objetivo del presente trabajo fue aumentar la estabilidad y &
persistencia de B thunngiensis para efectuar un control mas sfectivo de plagas agricolas.
Nuestros resuttados demuestran que con el uso de polimeros como gelatina y pectina
podemos incrementar la adherencia y por lo tanto la persistencia y la eficacia de B.
thuringiensis, el uso de formulaciones granulares sin embargo restringe el tipo de cultivo al
cual puaede aplicarse, por lo que seria interesante el desarrollo de formulaciones asperjables
con este tipo de polimeros.
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CONCLUSIONES

1.-. B. thuningiensis sobrevive y su actividad insecticida no cambid cuando fue formulado dentro

de varias matrices poliméricas.

2- La gelatina y la pectina pueden ser usados exitosamente pare la elaboracidn de Formulados
granulares de 8. thuringiensis, el cual mantiene su actividad biologica, después de su

formulacién con estos polimeros.

3.- Cuando se trabaja con polimeros viscosos como la gelatina y pectina, es mas efectivo utikzar

el bioensayo de 24 h de exposicion que 8l de incorporacion a la dista.

4.- Los formulados de gelatina, pectina y almiddn pueden almacenarse a temperatura ambiente
hasta por 12 meses sin pérdida de su aclividad tdxica

5.- Los polimeros de gelatina y pectina son aceptades por larvas de T. ni, pero es posible mejorar

su aceptacion con la adician de ingredientes fagoestimulantes.

6.- La gelatina y pectina poseen las mejores caracteristicas adherentas

7- Los formulados de gelatina, pectina y almidon conservan en promedio un 80 % de su
actividad toxica inicial, después de 14 dias de ser aplicados en hojas de algodon bajo un

régimen de riego en condiciones de invernadero,

8.- El uso de rojo congo como protector de luz UV afecto la adherencia de los formulados de
gelatina, pectina y almidon en hojas de algodén en condiciones de invernadera,

9.- Las formulados de gelatina, peclina y almidén fueron eficientes en los bicensayos en

invemadero con plantas de maiz infestadas con larvas de S. frugiperda.

10.- En el de campo con maiz, salo se encontrd diferencia significativa entre el formulado de
pectina con B. thuringiensis y roja cangao con respecto al resto de los formulados.



11.- En los estudios con el simulador solar, se demostro que la actividad téxca y la viabilidad de
B. thunngiensis se afectdo en forma significativa después de 2 horas de exposicion al
simulador solar,

12.- Se encontrd una diferencia significativa entre 1a toxicidad y la viabilidad de los formulados
sin ojo congo y los formulados con rajo congo expuestos al simulador salar,

13.- El rojo conga demostro ser un buen protector de luz solar, aunque su periodo de proteccion
@s corto y ademas afecta la adherencia de los formulados.

14.- La gelatina y pectina nos dieron resultados aceptables en cuanto a adherencia, aceptacién
por parte de las larvas de T.ni, vida de artaquel y actividad insecticida .

15.- La quitina no fue aceptable bajo nuestras mediciones.

16.- El alginato no posee caracteristicas adharentes y no fue aceptado por las larvas pero B.
thuringiensis sabrevivio al procasa de farmulacion.

17.- El almiddn posee una aceptable vida de anaquel y actividad insecticida pero su adherencia y
aceptacian por parte de las larvas fue menor que con los otros formulados.



SUGERENCIAS PARA PROXIMAS INVESTIGACIONES

1.- Desamollar formulados asperjables a base de gelatina y pectina

2- Evaluar los formulados a base de gelatina y pectina con diferentes fagoestimulantes para
incrementar su aceptacion y por consiguiente su eficacia.

3.- Probar otros protectores de lkuz UV y medir su efecto en la adhersncia a hojas de plantas.

4- Hacer mas estudios incrementando el porcentaje de principio activo utiizado en las
formulaciones con pectina y gelatina.

§.- Prabar los formulados granulares de pectina y gelatina con otros insectos bianco.
8.- Hacer mas pruebas de campo, para ver sl comportamiento de los formulados en otros tipos

de cultivo, como el algodon, en donde los formulados no estan tan protegidos de los factores
ambientales como sucede en el maiz.

7.- Evaluar la pectina y la gelatina como aditivos para mejorar la adherencia en otro tipa de

formulaciones

.- Utilizar estos polimeros para formular otros bicinsecticidas.

8.- Evaluar el impacio ecoldgica que pudiera originarse por el uso de formulacicnes de 8.
thuringiensis que presentan una mayor persistencia en sl ambienta.
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