Fig. 13.- Incubacién de huevecillos de
Diatraea saccharalis en papel
encerado dentro de bolas de polietieno

Fig. 16.- Aplicacion de formulados
asperjables

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

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

Fig. 15.- Aplicacién de formulados
__granulares

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

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

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

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

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

la evaluacién de la actividad téxica del agente entomopatégeno.

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

ovoposicion, la manera de incubar los huevecillos y la infestacién de la dieta.

Dentro de las modificaciones hechas a la dieta meridica de Shorey utilizada para
la cria de lepidopteros tomando como referencia las dietas especificas para D.
saccharalis reportadas por Pan, Y. S. 1961; Wongsiri, T. 1962; Miskiem, G. W.
1965; Salama, H. S. 1967, Bailey, D. L. 1968; Hensley, S. D. 1968; Dinther, J. B.
1970; Mihm, J. A. 1984, esta el incremento de la concentracidn de sacarosa y
agar. El incremento de estos dos componentes es debido a que el insecto
en cuestion requiere de una mayor cantidad de azucares por lo que se
aumenté la concentracién de azdacar de 13 a 25 gr, tomando como referencias los
siguientes reportes en donde la dieta de George, B. W., 1960, utiliza 35 gr./ L; Pan,
Y. 8., 1961, utiliza 30 gr/ L, mientras que Miskiem, G. W., 1965, no la utiliza
directamente sino que lo proporciona como trozes de cafa de azlcar, donde los
adiciona a una concentracion de 450 gr/ L; Hensley, S. D., 1968 utiliza 57.8 gr/L, y
el resto de las dietas proporcionan los carbohidratos en forma de polvos de planta
de maiz, de olote y de zanahoria. El incremento en la concentracién de agar

de 14 a 20 gr. se hace con la finalidad de dar una mayor consistencia a la dieta, lo

11



que facilita que el insecto la barrene, creando tuneles al interior de ella. Dentro de las
dietas reportadas, George, B. W., 1960, utiliza el agar a una concentracién de 22 gr./ L;
Pan, Y. S., 1961, lo utiliza a 28 gr./ L; Salama, H. S., 1967, lo utiliza a 20 gr./ L; Hensley,
S. D., 1968, lo utiliza a 23 gr./ L y Dinther, J. B., 1970, lo utilizaa 15 gr./ L.

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

de adulto.

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

baja y se liberaban durante el lavado, los cuales se podian retener en una cubeta y

112



recuperar con la ayuda de un cedazo fino, donde los huevecillos quedaban aglomerados,

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

Por otra parte, los huevecillos inicialmente eran incubados en bolsas de papel destraza
# 6, pero debido al alto grado de deshidratacidon de los huevecillos ovopositados sobre el
papel encerado, estas fueron sustituidas por bolsas pIésticas de polietileno, selladas con
cinta adhesiva. ¢ 13y De esta manera el porciento de eclosion se incrementd, aunque
un nuevo problema surge, dado que la recuperacion de las larvas se dificultaba, ya que
las bolsas plasticas adquirian cargas electrostaticas, 1o que hacia que las larvas se

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

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

numero de ejempiares larvales vivos g 10).

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

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

laboratorio.

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

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

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

Analizando el tiempo en que transcurre una generacion de Diatraea saccharalis se
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observa que la duracién del ciclo se acortd, ya que segin Wongsiri, T., 1962, el ciclo
completo del insecto transcurre en aproximadamente 42- 56 dias bajo las condiciones de
incubacion de 22°C, correspondiéndoles 5 a 8 dias del paso de huevecillo a larva, 22 a 38
dias de larva a pupa, 6 a 10 dias del paso de pupa a adulto y como adultos fértiles de 3 a
8 dias. Cabe también mencionar algunos reportes, los cuales mencionan la ventaja de
utilizar dietas artificiales en lugar de dietas naturales. Pan, Y. S., 1961, lo comprueba al
criar a D. saccharalis sobre una dieta natural, sobre una dieta artificial reportada por Beck,
S. D, 1950 y sobre la misma dieta mejorada, con lo cual demuestra que cuando se
utiliza una dieta natural para la cria de D. saccharalis se requiere de 15 gramos de
alimento durante la etapa larval, mientras que cuando se alimenta con una dieta artificial

se requiere de 7.5 gramos.

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

agente de control.

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

unen en mayor cantidad a los cortes histolégicos.

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

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

Las cepas de B. thuringiensis seleccionadas para probar su efecto téxico contra
Diatraea saccharalis son la HD2, HD9, HD29, HD37, HD59, HD73, HD133, HD137,
HD551, GM7, GM10 y GM34, de las cuales 9 pertenecen a la coleccion H.D. y 3 son
cepas nativas.  Estas mismas cepas se utilizaron para probar su toxicidad contra D.
saccharalis mediante un bioensayo preeliminar, donde los extractos espora- cristal de
cada cepa son integrados a la dieta artificial del insecto a las dosis de 50y 500pug/ ml. La
mortalidad generada por las cepas bajo la dosis de 50 ug/ ml son de 62% para la cepa
GM7, 69% para la GM10, 77% para la GM34, 37% para la HD2, 11% para la HD9, §7%
para la HD29, 43% para la HD37, 41% para la HD59, §1% parala HD73, 71% parala
HD133, §9% para la HD137 y 67 % para las cepa HD551. De estos porcentajes las
cepas seleccionadas son aquellas que causan mas del 60% de mortalidad, y en base a
ello, las cepas mas toxicas por orden de intensidad son la GM34, HD133, GM10, HD551 y
GM7.
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Asi mismo estadisticamente estas cepas son las que causan la mas alta mortalidad
cuando se analizan las variables mortalidad a la dosis de 50ug/ ml contra tipo de cepa,

compartiendo el nivel mas alto de significancia.

Una vez seleccionadas las cepas mas téxicas, se procede a determinar la dosis letal
media (DLs)) de las cepas seleccionadas anteriormente, asi como el de las
combinaciones 1:1 de las cepas GM7/ GM34 y de las cepas HD133/ HD551, donde los
respectivos extractos son incorporados a las dosis de 10, 25, 35, 55, 65, 75, 85 y 100 ug/
mi de dieta, y mediante el analisis probit nos da como DLs, 33.21 pg/ ml para la cepa
GM34, 67.22 ug/ mi para la cepa HD551, 85.63 pg/ ml para la cepa HD133, 85.83 ug/ mi
para la cepa HD133, 95.99 ug/ ml para la cepa GM7, 104.99 ng/ ml para la cepa GM10,
65.91 pg/ ml para la cepa GM10/ GM34 y 67.68 pg/ mi para la cepa HD133/ HD551.
Con esto la cepa mas toxica resulta ser la cepa GM34 de Bacillus thuringiensis, ya que

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

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

artificial del insecto a una Dis resultando un TLse promedio de 4.55 + 0.67 dias.

Teniendo caracterizada toxicolégicamente la cepa mas efectiva para el control de
Diatraea saccharalis, 1a siguiente estrategia consiste en seleccionar mediante bioensayos
de preferencia alimenticia el mejor soporte para formular a B. thuringiensis. Un soporte
de formulacién para entomopatdgenos es el componente que se encuentra en mayor
proporcién y que ademas sirve como vehiculo y proteccion del ingrediente activo. La
combinacion de una matriz, de aditivos, disolventes y del ingrediente activo, conforma lo
que vendria siendo una formulacién, la cual es una combinacién comrecta de ingredientes,
de tal manera que el ingrediente activo, junto con los demas componentes forme un
producto estable, seguro, aplicable para su uso y facil de aplicar. Del diseifio de un buen

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

taninos del follaje, etc.

Un total de 20 soportes fueron disefiados, a partir de gelatina, pectina, gelatina: pectina
1:1 y 1:2 como matrices encapsulantes solas o0 en combinacién con un aditivo
fagoestimulante como el polvo de panoja de maiz, poivo de zanahoria, melaza y coax, los
cuales se analiza su preferencia alimenticia contra tozos de cafia de azucar de 0.25 cm®
como un parametro de comparacion. Al analizar |as variables tipo de soporte y el
numero de larvas atraidas, los tratamientos mayormente aceptados son gelatina-panoja
en primer lugar, la cana de azucar compartiendo el primero y segundo lugar de
preferencia y gelatina- melaza en segundo lugar, cuyas p+ c son 4.59 +1.99, 3.85+1 190
y 3.14 £ 1.85 larvas atraidas, apreciandose claramente que el soporte gelatina- panoja
es mas aceptado que los trozos de cana de azicar y que acepta al mismo nivel al soporte
gelatina- melaza, Ademas al probar el efecto que poseen los soportes que poseen
fagoestimulantes, los que carecen de ellos y los trozos de caiia de azucar con relacion a
las larvas atraidas, se observa que los soportes que poseen los fagoestimulantes-
comparten el mismo grado de preferencia con los trozos de cafia de aztcar, el cual es el
alimento de la naturaleza, y los soportes sin fagoestimulante se ubican en un segundo
grado de preferencia, donde los trozos de cafia de azicar y los soportes con
fagoestimulante atraen 3.85 £ 190 y 2.23 1 1.76 larvas respectivamente. Con ello se
demuestra el efecto que produce un soporte bien disefiado, llegando a ser preferido mas
que su alimento natural. Comprobado el resultado positivo que poseen los soportes de
formulacion, procedimos a determinar el efecto que causan cada uno de los

fagoestimulantes probados con relacion a las larvas atraidas; donde se comprueba que
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los trozos de cafa de azlcar presentan el primer lugar de preferencia, la panoja el
segundo, la melaza el tercero, la zanahoria y el coax en cuarto y en quinto lugar se ubican
los soportes sin fagoestimulantes, presentando como u + ¢ de atraccién 3.85 + 1.90,
3.15+ 1.93, 2.261£1.70, 1.831+1.54, 1.66 + 1.46 y 1.10 + 1.23 larvas respectivamente,
donde el fagoestimulante a probar més aceptado es la panoja. Ademas se analizé el
efecto que provocan las matrices encapsulantes sin aditivos en la preferencia de las
larvas de Diatraea saccharalis, en donde los trozos de cafia de aztcar presentan el primer
lugar de aceptacion, la gelatina en segundo y la gelatina; pectina 1:2, gelatina: pectina 1:1

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

1.85 + 1.52 y 1.53 £ 1.44 larvas atraidas respectivamente, apreciandose claramente que

los soportes que poseen pectina son preferidos en Gltimo lugar, donde los soportes que

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

solo, deduciéndose que la pectina no ejerce un buen poder fagoestimulante (raw sy #).

Asi también se analizaron las variables tipo de soporte a partir de cada una de las-
matrices encapsulante contra el ndmero de larvas atraidas, apreciandose claramente

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

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

encuentran en segundo lugar al igual que la gelatina- melaza, presentando como p t ¢
4,59 +£1.99, 3.85 + 1.90 y 3.14 + 1.85 larvas atraidas respectivamente.  Sin embargo

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

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

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

aditivo a la panoja.

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

Baciflus thurningiensis, en donde los soportes de encapsulacion utilizados son la gelatina-
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panoja y la gelatina- melaza. Se desarrollaron cuatro formulaciones granulares
siguiéndo la técnica de elaboracion reportada por Morales Ramos, L. H., 2000, donde las
formuiaciones elaboradas son gelatina- panoja- blanco, gelatina- melaza- blanco, gelatina
panoja- B.t y gelatina- melaza- B.t, las cuales estan constituidas de una matriz
polimérica, de un aditivo fagoestimuiante al 4% y del ingrediente activo al 7%. Ademas
también fueron desamrolladas cuatro formulaciones asperjables segun la técnica descrita
por De luna Santillana, E. J., 1998, donde las formulaciones elaboradas son gelatina-
panoja- blanco, gelatina- melaza- blanco, gelatina panoja- B.t. y gelatina- melaza- B.1,, las
cuales estan constituidas de una matriz polimérica al 2%, de un aditivo fagoestimulante al

4% y del ingrediente activo al 7%.

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

de nombre Biodux ®, evaludndose en general 6 tratamientos.

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

que la mortalidad se incrementa considerablemente solo en aquellos tratamientos donde
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el ingrediente activo es B. thuringiensis. Este efecto en el incremento de la mortalidad a
los 7 dias se justifica, ya que en la caracterizacién de la cepa, se encontrd que el tiempo
letal medio de esta cepa contra Diatraea saccharalis es de 4.55 1 0,67 dias, por lo que la
mortalidad registrada a las 24 horas se justifica por tal motive, en donde aunque no tuvo
un efecto terminal del insecto, se observd que las larvas a las 24 horas bajaron su
actividad considerablemente, dejando de alimentarse en aquellos tratamientos donde el
ingrediente activo era B, thuringiensis, lo cual se reflejé en un menor desarrollo de las
larvas en comparacion con sus respectivos tratamientos blanco y el control.

Posteriormente las dos formulaciones blanco y los dos formulados elaborados de B.
thuringiensis fueron reorganizadas como formulados con B.t. y como formulados blanco,
los cuales son analizados con cada uno de los dos formulados comerciales evaluados;
cuando se analizan los tratamientos desarrollados y el fomulado lepinox ® en relacion al
numero de larvas muertas, encontramos que los formulados con B. thuringiensis y lepinox
® son los que mayor eficiencia de control dan, compartiendo el primer lugar de eficiencia
¥ provocando un 36% y 26% de mortalidad respectivamente a [as 24 horas. Por otro lado
cuando se evalian los fratamientos formulaciones blanco, formulaciones con B.
thuringiensis y Biodux ®, encontramos que las formulaciones con B. thuringiensis son las
mas efectivas colocandose en primer lugar, provocando un 36% de mortalidad a las 24
horas, mientras que las formulaciones blanco y Biodux ® comparten el segundo lugar
originando un 2% y 0% de mortalidad respectivamente.

Asimismo son evaluadas a nivel de laboratorio las formulaciones asperjables, donde
como parametro de comparacion son utilizadas dos formulaciones comerciales, una
formulacion bioldgica a partir de B. thuringiensis var. kurstaki con nombre comercial
Lepinox ®, y una formulacién bioquimica a partir de acidos grasos saponificables de soya

de nombre Biodux ®. Para ello, las formulaciones son integradas a la dieta artificial del

insecto a las dosis de 50 y 500 pg/ml, evaluandose de manera general 10 tratamientos y
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un control. Cuando se evaluan todos de los tratamientos, encontramos que los mejores
tratamientos son Lepinox ® 50 pg/ml, gelatina- panoja- B.1. 500 pg/ml y gelatina- melaza-
B.t. 500 pg/ml compartiendo el primer lugar de eficiencia con 100% de mortalidad cada
uno, y los tratamientos gelatina- panoja- B.f. 50 pg/ml, gelatina- melaza- B.t. 50 pg/ml y

lepinox ® 500pg/ml compartiendo el primer y segundo lugar de eficiencia con 99%, 97%,
y 97% de mortalidad respectivamente. @ En esta evaluacion se observa que los
tratamientos que poseen B. thunngiensis como ingrediente activo son los mas efectivos a
las dos dosis evaluadas, ocasionado una mortalidad que oscila del 97 al 100% de
mortalidad.

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

cepas de B. thuringiensis son toxicas a un mismo nivel.

Finaimente los formulados fueron evaluados a nivel invemadero, donde los
tratamientos evaluados son doce: un control, 2 formulados blanco asperjables, 2
formulados blanco granulares, 2 formulados con B. thuringiensis asperjables, 2
formulados con B. thuringiensis granulares, lepinox ® granular, lepinox ® asperjable y
Biodux ®. Los ejemplares utilizados en la evaluacién son plantas de maiz de la variedad
hualahuises, los cuales una vez que emerge la 6° hoja, se realiza la evaluacion de los
formulados, (.14 donde los formulados granulares se aplican sobre el cogollo y las hojas
superiores (. 15 mientras que los formulados asperjables sobre todo el follaje . 1s).

Dentro de [a evaluacién a nivel invemadero algunos parametros son registrados como el
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namero de tallos afectados y los totales, asi como el nimero de entrenudos afectados y
los entrenudos totales, con los cuales se calculan otros pardmetros como el porcentaje de
infestacion, el porcentaje de intensidad, el indice de infestacion y el grado de intensidad,
donde el porcentaje de infestacién nos dice el nimero de tallos afectados de 100 plantas,
mientras que el porcentaje de intensidad nos dice el nimero de entrenudos afectados de
un total de 100 entrenudos. Con lo que respecta al grado de intensidad este nos refleja el
nivel de resistencia que muestra una planta al ataque de Diatraea saccharalis debido a la
proteccién generada por el formulado.  El dafo generado en [as plantas no protegidas
por la accion de formulaciones con B. thuringiensis se refleja con muerte apical de la
planta y barrenacién interna del tallo, Fgs. 17.189 creando orificios a lo largo del mismo (i,
1920 LOS doce tratamientos se distribuyeron en 4 mesas conteniendo cada una 3
tratamientos de 15 repeticiones, donde dos mesas contenian el control y los formulados
blanco y las otras 2 mesas los tratamientos con ingrediente activo. (igs. 14y 29 Al
momento dellllevar a cabo la evaluacién a los 24 dias de la infestacién, las mesas con los
tratamientos con las formulaciones blanco y el control, se aprecié como todas sus plantas
se encontraron secas, mientras que en las otras dos mesas las plantas estaban verdes,
aunque no todas sin dafo Fg .  Los tratamientos que menor daiio presentaron en base al
numero de tallos y entrenudos afectados son los constituidos por gelatina- melaza- B.t.-
asperjable con 0 tallos y 0 entrenudos afectados, gelatina- panoja- B.t.- asperjable con 1 tallo
y 1 entrenudo afectado, y el Lepinox ® asperjable con 4 tallos y 13 entrenudos afectados. A
su vez estos mismos fratamientos presentaron un mayor nimero de entrenudos totales,
originando un mejor desarmrollo de las plantas debido al menor grado de dafio. En el caso de
los porcentajes de infestacion el cual relaciona el nimero de tallos afectados y los totales, los
tratamientos menos afectados son el de gelatina- melaza- B.t .- asperjable y gelatina- panoja-
B.t - asperjable con 0 y 7% respectivamente, mientras que en lo que respecta a los
porcentajes de intensidad el cual relaciona el nimero de entrenudos afectados y totales, los

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

Cuando se analizan estos datos estadisticamente se comprueba que los mejores
tratamientos son el de gelatina- melaza- B.t .- asperjable y gelatina- panoja- B.t.- asperjable,
compartiendo el primer lugar de efectividad, provocando un 0 y 1% de dafio cuando se
analizan todos los tratamientos, asi como también cuando se analizan de manera
independiente solo los formulados asperjablesasw 24 ¥ S0l0 los formulados que poseen
ingrediente activo.qrai 27  LOS tratamientos fueron reagrupados, donde los tratamientos
blanco y con ingrediente activo de un mismo tipo de aplicacidn se agruparon como uno solo,
con el fin de tratar de comprobar el mejor ipo de aplicacion, resultando como los mejores
tratamientos los constituidos por gelatina- B.t.- asperjable y lepinox ®- asperjable conun 1% y
14% de dario respectivamente, comprobandose que la aplicacién que ocasiona una mejor

proteccion del cultivo, se da con la aplicacién de los formulados de manera asperjable.
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Se logré implementar la cria de Diatraea saccharalis en el laboratorio, donde el ciclo

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

estadio de adulto.

Se adecud la dieta artificial de Shoray, modificando la cantidad de azucar de la dieta
de 13 a 25 gr./ L y la cantidad de agar de 14 a 20 gr./ L de dieta.

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

en comparacion con los reportados.

Las cepas de Bacillus thuringiensis mas toxicas contra Diafraea saccharalis, son la
GM34, HD133, GM10, HD551 y GM7, causando un 77%, 71%, 69%, 67% y 62% de
mortalidad respectivamente a la dosis de 50pg/mi

La dosis letal media de las cepas GM34, HD133, GM10, HD551, GM7, GM7/GM34 y
HD133/ HD551 son 33.21 pg/ml, 85.63 pg/ml, 104.99u9/ml, 67.22ug/ml , 95.99ug/ml,

65.91pug/ml y 67.88pg/ml respectivamente.

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

0.67 dias.

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

Std. 459+ 199y 3.14 £ 1.85 larvas atraidas.
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Los soportes mas aceptados en relacion a los que presentan o no fagoestimulantes
son los sopories que presentan fagoestimulantes, los cuales se encuentran al mismo
nivel de aceptacién que la cafia de azlcar, presentando como medias de atraccion

2.2311.76 y 3.85 1 1.90 larvas atraidas respectivamente.

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

medias 3.151+1.93 y 2.26 + 1.70 larvas atraidas respectivamente.

La matriz encapsulante mas aceptada es la gelatina presentando como medias 2.73 +
2.07 larvas atraidas respectivamente.

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

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

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

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

No existe una diferencia significativa en la mortalidad provocada por las

formulaciones asperjables a las dosis de 50 y 500 pg/ml probadas a nivel laboratorio.
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16.
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Los formulados mas efectivos a nivel invernadero, son las conformadas por gelatina-
melaza- B.t.- asperjable, gelatina- panoja- B.t — asperjable y lepinox ® asperjable,
produciendo el menor numero de tallos afectados y de entrenudos afectados, lo cual

se reflejé en un mayor desamnollo de las plantas.

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

intensidad.

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

1% de entrenudos afectados.

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

los mejores, produciendo un 1% de entrenudos afectados.

Las formulaciones comerciales utilizadas resultaron menos efectivas que las

desarrolladas.
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