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RESULTADOS
Establecimiento de la cria masiva de D. sacckaralis.

El establecimiemto de la crfa de D. saccharalis dio como resultado una cria masiva,
suficicnte para la realizacidn de bioensayos a nivel de laborstorio y de campo. Las
modificaciones realizadas a la dieta de 7. ni aumentaron grandemente la produccién de
larvas de D. saccharalis. Con la dicta, las condiciones d¢ humedad, temperatura y
fotoperiodo que sc emplearon, se logré acortar el tiempo de generacion de 43 dias (Legaspi
et al., 1984), a 30-35 dias, Jo que permitid tener una generacidn por mes, facilitando la
realizacion de los bioensayos y este factor representd una gran ventaja comparado con las
poblaciones naturales que se presentan 4 6 5 veces al afto (Legaspi ef al., 1984), (Fig .9).

Bioensayos de toxicidad contra D. sacckaralis.

En los bioensayos de toxicidad, se probaron 12 cepas de B. thuringiensis, con la
fmalidad de seleccionar las cepas toxicas a D. saccharalis. En estos bioensayos se probaron
2 dosis del complejo espora-cristal, una baja de 50 pug/ml y una alta de 500 pg/ml. Las
mortalidades obtenidas en este cxperimento para ambas dosis se muestran en la Tabla 10 y
en la Fig. 10. La seleccion de las cepas toxicas contra D. saccharalis, se determind al
obtener una mortalidad mayor al 50% con la dosis de 50 pg/ml A partir de este criterio de
seleccién se consideraron como téxicas las cepas: HD-133, HD-551, GM7, GM10 y GM34.
Los resultados obtenidos de los bioensayos de mortalidad se sometieron a un andlisis de
varianza y comparacibn de medias por la prucba de Tukey, P<0.05. Estos anélisis
mostraron que no hay diferencia significativa en la mortalidad causada por estas 5 cepas
(F= 1.852, gi= 4, P< 0.05). En la Fig.11 se muestra ¢l dafio causado a las larvas de D.
saccharalis, Ias larvas control se observan sanas y con wn crecimicnio adecuado, mientras
que por otra parte, las larvas expuestas a B. thuringiensis murieron o bien se intoxicaron de
tal manera que dejaron de alimentarse y no se desarrollaron.
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Detecciéa de genes cryl Aa, cryl Ab, crylAc, crylB y crylC mediante andlisis de
PCR ¢ inmunodeteccion de proteinas Cry.

Se determind la presencia de los genes cryl Aa, cryl Ab, crylAc, crylB y crylC en
todas las cepas tdxicas. Estos resultados se esquematizan en la Tabla 11 y en las Figs. 12,
13 y 14, La cepa se seleccionada, GM34, posee los genes crylAa, crylAb y erylAc. El
andlisis de immmodeteccibn mostré que las 5 cepas tOxicas sintetizan alguna de las
proteinas CrylA y (micamente la cepa HD-551 sintetiza la proteina CrylB (carril 6, Fig.
15B), de acuerdo al andlisis de PCR la cepa GM7 posee el gen crylB, pero mediante la
inmunodeteccién no se observé 1a proteina correspondicnte a este gen (Fig. 15).

Determinaciéa de la concentracién letal media y tiempo letal medio.

Los resultados obtemidos de los bioensayos en los cuales se utilizaron 8
concentraciones diferentes fucron sometidos al andlisis estadistico Probit y se muestran en
la Tabla 12. La cepa que presenmté la menor CLsy (33.21 pg/ml) fue la GM34.
Adicionalmente se hicieron mezclas de los compicjos espora-cristal de las cepas HD y GM
con la finalidad de observar si disminufa la CLso, ésta disminuyé con respecto a las ClLs
individuales, pero no mejoré con respecto a Ia CLso de la GM34. En la misma Tabla se
observa que la cepa GM34 es 3 veces més toxica que la GM10, casi 3 veces mis que la
GM7, 2.6 veces més toxica que la HD-133 y 2 veces mas toxica que la HD-551. El tiempo
letal medio para la cepa GM34 fue de 3 dias.

Bioeasayos de preferemcia alimeaticia.

Los resultados obtenidos entre los polimeros con fagoestimulantes y sin
fagoestimulantes sometidos a un andlisis de varianza, mostraron una alta diferencia
significativa (F= 24.6526, g 1, P<0.01). Sc¢ observé también una alta diferencia
significativa entre los fagoestimulantes utilizados en cada soporte. La cafia de azicar en
poivo fue el fagoestimulante mds aceptado por las larvas, seguido por ¢l azicar y
finalmente por el Coax®, como se muestra en la Tabla 13.

La comparacion de medias mostréd que las formulaciones B3 y C3 son ampliamente
aceptadas por las larvas y las formulaciones 8 base de Capsul® (almidén de maiz
modificado) exclusivamente fueron las menos aceptadas por las larvas, Tabla 14 .
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Determinacion de Ia actividad téxica de los formulados contra D, seccharalis a
mivel de laboratorio.

En funcién de los resultados obtenidos, se selecciond el soporte B3 y la cepa GM34
para elaborar el formulado en forma granular y asperjable. Posteriormente se procedi6 a la
realizacién de los bioensayos correspondientes. En la Fig. 16 se muestra la mortalidad
causada por las formulados granulares en bioensayos de laboratorio a las 24 horas y a los 4
dias. A los 4 dias se observé que la mortalidad se incrementé en todas las dosis, causando
hasta 81% de mortalidad con la dosis de 10%. La Fig. 17 muestra la mortalidad causada por
los formulados asperjables en bioensayos de laboratorio, en esie caso, cada una de Jas dosis
fue ajustada a una concentraciéon de 50 pg/ml. La mortalidad causada fue similar para las
tres dosis a Ias 24 horas, presentado este mismo comportamiento a los 7 dias, lo cual era el
efecto esperado debido al ajuste de las dosis, sin embargo la mortalidad causada los 7 dias
fue mayor en comparacion con la causadaa las 24 h.

Microscopia electrénica de barrido.

Las fotografias al microscopio electronico de barrido en la Fig. 18, muestran al
formulado asperjable en forma de granulos ligeramente colapsados, de superficie lisa y se
observa un buen encapsulamiento, su tamafio varia de 15 a 45 p. Los formulados granulares
en la Fig. 18 se observan como fragmentos de forma irregular cubiertos a su vez de
fragmentos més pequecilos. Su tamafio es muy variable, sin embargo los fragmentos grandes
fluctGan airededor de las 550 p.

Las esporas y los cristales mostrados en la Fig. 19 de cada una de las cepas
presentaron caracteristicas diferentes. Las 5 cepas forman cristales bipiramidales, pero
dificren en su tamafio, los cristales de la cepa GM34 miden 3.5 p + 0.27, los de Ia HD-551
miden 4.5 p £ 0.17, los de }1a GM10 miden 5.70 p + 0.21, los de la GM7 miden 7.8 p £ 0.39
y los de la HD-133 miden 5.80 p + 0.42. En la Tabla 15 sc observa que hay diferencia
significativa entre los tamafios de los cristales producidos (F = 27.691, gl = 4, P < 0.001).

Prucbas de campo.

Las especies de plagas de barrenadores que estuvicron presentes en la localidad de
La Escalera, municipio de Ameca, en ¢l estado de Jalisco fueron: Diatraea considerata y
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Eoreuma loftini. Las larvas encontradas fuecron consideradas como un complejo para
efectos de la evaluacion.

Las plantas estaban en la ctapa fenologica conocida como “pelillo”, esto es, los
rebrotes que salen después de la siembra o de la cosecha (en el caso de soca y resoca). El
cultivo de cafta donde se realizd el estudio de campo tenia de 35 a 55 cm de altura en sus
cepas con 14 tallos por cepa en promedio.

Evalmacion de Ia fitotoxicidad.

La evaluacién de la fitotoxicidad de las dosis de B. thuringiensis aplicadas al cultivo
fue realizada a las 24 h y a los § dias después de la aplicacién de los tratamientos. El valor
registrado para cada tratamiento, en la escala del 1 al 9 fue de 1 en todos los casos. Esto es,
ninguna de las dosis de B. thuringiensis aplicadas tuvieron efecto fitotoxico al cultivo.

Evaluacién de dakos.

Los sintomas de la presencia de barrenadores de tallos son el secamiento de hojas
ubicadasenhpomiénmperbrdchphmakbﬁoahdes&wciﬁnddmﬁumpmmh,
tornéndose las hojas centrales de color pajizo (Bounet, 1983), en México este tipo de dafio
es conocido como “corazén muerto”. Este fue el criterio utilizado para la seleccion del sitio
experhnntalyenbsmwsﬂeosdelefedodebstﬂmﬁmﬁosewhmdosenddaﬁombs
tallos. Los datos obtenidos en los muestreos de dafio fue sometido a un andlisis de varianza
y se observa en la Tabla 16.

La Tabla 17prmentalospmmediosdehscepasoondaﬁodeban'emdorpor
tratamiento. Se apteciaquehsnnyomcanﬁdm&cepaoonincidenciadedaﬁo
wwieronmhaapahkialddexpahmﬁo,mmddﬁdehapﬁmciénysdias
despﬁ.Enbsmmemabs%dehsdm:ésdehapﬁmiémhﬁwidemﬁde
mﬂosdafndosﬁlemuybaja,&stoocmibﬁdebﬁoathinﬁemhpobhcbmlde
barrenadores no se incrementd.

Alapﬁcarlatécnimdcoomnstesabsnatamiemoseldiadehapmmcl
mﬁﬁs'sdevmimzahﬂicquhubodﬂbrmiﬂmMemelwmdehdosisbaja
delaqujable(3%)oomhsdosi3med'nyaltadelw&(7y10%)Tabla18.De
acmrdoconesteresuhadosepodrhmqwhdos'nmsadecmdnmapﬁcwmmo
xrhhdosismdiadeMdeaspajable,yaqmﬁleigualahdelﬁ%m)ﬁjabb.
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Los tratamicntos granulares tuvieron los niveles de dafio més altos, superando
incluso al testigo sin aplicacién. Al realizar contrastes entre los tratamientos granulares y
los asperjables hubo diferencias altamente significativas (contraste 3). También fue
significativo ¢l contraste entre los tratamicntos con base en los granulares, 3, 7 y 10%
conira ¢l testigo comercial (contraste 8) esto sc observa 5 dias después de la aplicacién,
Tabla 19.

En el andlisis mediante contrastes realizado con los resultados del muestreo a los 38
y a los 64 dias después de la aplicacién, no lmbo diferencias significativas entre ningin
coniraste. Esto indica que todos los tratamientos fueron estadisticamente iguales. El periodo
de efectividad de las dosis de B. thuringiensis ya habia conchuido, pero las poblaciones de
barrenadores en ¢l érea de estudio no se habian incrementado, por lo que no se apreci6
diferencia entre tratamientos, Tablas 20 y 21.

El dafio causado en la cafta puede observarse en la Fig. 20 y el procesamiento de la
cafta s aprecia en la Fig, 21.
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& D

Fig 11. Larvas obtenidas después de la realizacién de los bioensayos. En cada
una de cllas e muestran las larvas control, asf como las larvas muertas y las
sobrevivientes. pero intoxicadas. A) y C) larvas control de 9 dias de edad, B)
larvas muertas, D) larvas intoxicadas de 9 dias de edad.
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246 pb 246 pb

216 pb 216 pb

Fig. 12. Deteccidn de los genes cryl Aa y cryl Ab en diferentes cepas de B. thuringiensis
téxicas contra D). saccharalis.

Panel A) cepa HD-1, carril |, crvlAa; 2, crylAb.

Panel B) deteccion de c¢rylAa. Carril 1, HD-133; 2, HD-551; 3, GM7; 4, GM10; 5, GM34.
Panel C) deteccién de cryl Ab. Carril 1, HD-133; 2, HD-551; 3, GM7; 4, GMI10; 5, GM34.
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180 pb 180 pb

Fig 13. Deteccion del gen crylAc en diferentes cepas de B. thuringiensis t6xicas contra

D. saccharalis.
Pane! A) carnil 1, HD-1 para crylAc; 2, HD-73, para cryl Ac.
Panel B) carril 1. HD-133; 2, HD-551; 3, GM7; 4, GM10; 5, GM34.
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Fig. 14. Deteccion de los genes crylB y crylC en diferentes cepas de B. thuringiensis
téxicas contra D. saccharalis..

Panel A)carril 1|, HD-137 para crylC; 2, HD-551 para crylB.

Panel B) carnil 1, HD-551; 3, HD-133; 4, GM7; 5, GM10; 6, GM34,
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Fig. 15. Perfil de proteinas e inmunodeteccion de la mezcla espora-cristal de las cepas
toxicas a D. saccharalis. Panel A) gel de electroforesis en poliacrilamida y deteccién con
poliantiCry1A. Carril 1, marcador de peso molecular, 2, HD-1; 3, HD-73; 4, HD-133;
5, HD-137; 6, HD-551, 7, GM7; 8, GMI10; 9, GM34; 10, CrylAb solublizada; 11,
CrylAb digerida. Panel B) gel de electroforesis en poliacrilamida y deteccién con
poliantiCry1B. Carril 6, HD-551; 12, toxina crylB digerida.
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Fig. 18. Fotografias al microscopio electrénico de barrido. A) y B) corresponden al formulado
asperjable al 10%. C) y D) corresponden al formulado granular al 10%.
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Fig. 19. Esporas y cristales de las cepas que resultaron téxicas a Diatraea saccharalis,
observadas al microscopio electrénico de barrido. A) cepa HD-133, B) cepa HD-551, C) cepa
GM34, D) cepa GMI0, y E) cepa GM7.
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Ninfa Maria Rosas Garcla Resultados

Fig. 20. Presencia de Diatraea saccharalis y muestra de los dafios causados en el cultivo de caiia
de aziicar seleccionado para las pruebas de campo. La presencia de D. saccharalis favorece la
aparic16n del muermo rojo Physalospira tucumanensis. 94




Ninfa Maria Rosas Garcia Resultados

Fig. 21. Cultivo de caifia de azicar y su procesamiento. A) cana en crecimiento, B) cafia de 12
meses de edad, apta para procesamiento, C) quema de la caiia y D), E) y F) corte, recoleccién y
procesamiento en el ingenio.
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DISCUSION

Diatraea saccharalis es el barrenador del tallo de la cafia de azicar y se le ha
considerado como la plaga mds importante de este cultivo (Meagher et al, 1998). En
nuestro pais, ha causado graves problemas, principalmente en las regiones de Sinaloa y Las
Huastecas, en donde las infestaciones alcanzan indices hasta de 30% de canutos barrenados.
Bajo estas condiciones se estima que las pérdidas produciklas pueden ser cuantiosas,
considerando que arriba del 15% se cataloga como grado de infestacion alto. Su combate ha
representado uno de los principales problemas, debido a que casi la totalidad del periodo
larval lo pasa en el interior de los tallos de la cafla, protegiéndose de esta manera de las
condiciones climiticas y de los insecticidas. A través de los Gltimos 40 afios se han
realizado importantes esfierzos para encontrar alternativas viables para el control de esta
plaga, sin embargo los resultados han sido muy pobres. Para la introduccién de una
alternativa viable, es necesario la investigacién contfmua, lo que hace imprescindible una
cria masiva del insecto en estudio, en este caso D. saccharalis. La cria masiva que se
obtuvo en el laboratorio proporcioné el mimero de larvas suficientes para todos los
bioensayos requeridos. Debido a que las condiciones para la crfa fieron mejoradas, ya que
la adicién de una mayor cantidad de azicar permiti6 que éstas se alimentaran mis y una
mayor cantidad de agar mejord la consistencia firme de la dieta, facilitando la formacién de
los tineles, dentro de los cuales las larvas viven la mayor parte de su vida, se logrd obtener
una generacion al mes, lo cual proporciond disponibilidad del insecto para las prucbas
necesarias, ademés representé una ventaja comparado con las poblaciones naturales que se
presentan 4 6 5 veces al afio (Legaspi ef al., 1984).

Las 12 cepas de B. thuringiensis que se probaron contra D. saccharalis, mostraron
variaciones en la mortalidad causada, de éstas fueron scleccionadas cinco, entre las cuales
no hubo diferencia significativa respecto a la mortalidad, pero la CLso fue variable y se
selecciond la de menor valor que en este caso correspondié a la cepa GM34.

Existe una relacién de Ia toxicidad con Ia presencia de los genes cry y las proteinas
que sintetiza una cepa bacia un insecto especfficamente. Algunos autores reportan que la
toxicidad de cepas de B. thuringiensis hacia larvas de Diatraea, se debe a las toxinas CrylB
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(Bohorova ef al., 1997) o CrylC (Aranda ef al., 1998.), pero en estos estudios se utilizaron
las toxinas puras, mientras que en nuestro estudio se trabajé con el complejo espora-cristal,
en donde el insecto estuvo posiblemente sometido a Ia accién de varias toxinas Cry, ademés
de que la presencia de las esporas pudo aumentar Ia actividad de la toxina, asf como ya se
ha reportado en algunos otros insectos (Miyasono ef al, 1994; Liu et al., 1998;
Karamanlidou ef al., 1991).

De acuerdo al andlisis genético realizado, las cepas con actividad t6xica albergan
genes de los tipos crylA, crylB y crylC, Las cepas téxicas como la HD-133 y la GM10
albergan el gen cry1C, la HD-551 y la GM7 albergan el gen crylB, estos resultados
concuerdan parcialmente con los resultados obtenidos por Bohorova y col. (1997) y Aranda
y col (1998), en cuanto a que la toxiciklad de puestras cepas posiblemente deriva de estos
genes, sin embargo no se determind si la toxicidad deriva de los genes crylB o crylC
precisamente 0 es el resultado de la expresién de los genes cryl A, ya que por lo menos 2
subtipos de este gen estdn presentes en todas las cepas toxicas. Arencibia y col. (1997)
(citado por Gonzilez-Cabrera, 2001), indica que la cafla de azicar transgénica expresa la
toxina CrylAb de B. thuringiensis y ésta tiene su accidén sobre D. saccharalis, nuestros
resultados estin més acordes con este reporte ya que kas 5 cepas toxicas albergan genes
crylAb; por lo tanto la actividad téxica de estas cepas puede provenir de este gen y no
necesariamente derivarse de Ia expresidn de los genes crylC o erylB, esto puede
corroborarse en la cepa GM7, la cual alberga el gen ¢ry1B, de acuerdo a la amplificacion
por PCR, pero no expresa la proteina CrylB, por lo que la toxicidad de esta cepa no
depende de este gen.

Por otra parte, Reed y Halliday, (2001) reportaron que Ia toxina Cry9C es t6xica a
Diatraea grandiosella, al ser nuestro insecto del mismo género, es cuestionable si la
toxicidad de las cepas proviene de algin otro gen diferente a los que se detectaron, la
posibilidad queda abierta, sin embargo se considera que la toxicidad de estas cepas esté
ampliamente relacionada con la presencia de los genes CrylA.

El éxito de una formulacion dependerd de fa cepa seleccionada de B. thuringiensis y
de un acarreador 0 soporte que sea ampliamente aceptado por las larvas. Muchos tipos de
polimeros han sido involucrados en el desarrollo de formulaciones, incluyendo el uso de
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fagoestimulantes, ya que la adicién de éstos aumenta grandemente las posibilidades de
éxito del mismo (Bell y Romine, 1980), al ser dirigidos para obtener una formulacion
adecuada y aceptable para la plaga en cuestibn. Para encontrar la combinacién de
ingredientes, desarrollamos soportes granulares, sin el ingrediemte activo para D.
saccharalis. Los resultados mostraron que la presencia de los fagoestimulantes incrementd
la ingestion por parte de la larva. Se observé que las larvas prefirieron fuertemente los
soportes B3 y C3 y la aceptacion de estos soportes granulares fue evidente cuando se
compararon contra el resto. Aunque el soporte C3 fue ampliamente aceptado por las larvas,
el més adecuado resultd ser el B3, debido a que la gelatina es un ingrediente econdmico,
ampliamente disponible y ficil de usar. En los resultados observamos que los acarreadores
inertes utihzados en la elaboracién de los soportes afectaron en cierta proporcidn la
ingestién por parte de las larvas, ya que ellas se alimentaron muy poco de los gréanulos que
contenian solamente Capsul® y prefirieron ampliamente los grinulos que contenfan
gelatina y pectina combinados con el Capsul®.La cafia de azicar en polvo y el aziicar
actuaron como fagoestimulantes en este estudio, pero el fagoestimulante comercial Coax®
no mostré los resultados esperados con D. saccharalis ya que ¢l Coax® se ha reportado
como un fagoestimilante efectivo en diversas formulaciones utilizadas contra insectos
lepidopteros (Bartelt ef al., 1990; Ridgway ef al., 1996; Gillespie ef al., 1994), sin embargo,
D. saccharalis tavo una respuesta muy baja hacia el Coax®

El azicar utilizado como fagoestimulante mostré una palatabilidad intermedia para
D. saccharalis. Bartelt y col (1990), reportaron que la glucosa causa un incremento
significativo en la palatabilidad de las larvas de Ostrinia nubilalis , mientras que el follaje
de maiz Bofilizado causé una actividad intermedia, Gillispie y col (1994) reportaron que
las larvas de Ostrinia nubilalis prefirieron las fornmlaciones que contenian hojas de
algodén, mientras que las melazas causaron una palatabilidad intermedia en este insecto,
sin embargo ambos gutores concuerdan en que la formulacion més aceptada fue la que
incluia Coax® como fagoestinmulante En este estudio las larvas de D, saccharalis aceptaron
mbsmmmmwmm&Mmmm,elmmmmwm
intermedia, este resultado concuerda con Bartelt y col. (1990) y Gillispie y col. (1994), sin
embargo en el caso especifico de Diatraea saccharalis, el Coax® no mostré los resultados
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esperados, porque fue el menos aceptado. Esto sugiere que diversos insectos estén
relacionados a la misma familia, tienen distintas preferencias alimenticias, por lo que es
necesario hacer un estudio de la amplia variedad de aditivos existentes para mejorar la
seleccion de Ia formulacién mas adecuada para facilitar la ingestion por la larva.

El almidén de mafz modificado, Capsul® protege la actividad insecticida y
proporciona una vida de anaquel aceptable. Sin embargo, el almidén no es tan aceptado por
las larvas como otros acarreadores inertes en diversas formmlaciones, pero la combinacién
de almidén de mafz modificado y gelatina es una buen opcidn en el desarrollo de una
formulacién.

Ademds, la utilizacién de productos agricolas de desecho, como remanentes de cafia
de azicar pueden ser usados para disefiar una formulacion adecuada y econémica. .

Sin embargo la sclecciébn del fagoestimulante va a depender en gran medida del
insecto y de sus hébitos alimenticios.

Los formulados ya preparados en base a los polimeros, fagoestimulantes y cepa
adecuados fueron probados a mivel de laboratorio, en donde se observé un resultado
exitoso, ya que la mortalidad fue superior al 80% para la dosis del granular al 10% y en el
caso de los asperjables fue atin mejor ya que causé una mortalidad cercana al 100% con las
3 dosis, estos resultados alentaron la continuacién de los estudios de estos forrmlados a
nivel de campo.

Las especies enconiradas en campo fueron Eoreuma loftini y D. considerata. Ante
E. Lofitini no se tiepe reporte de la efectividad de B. thuringiensis,pero es una plaga de alta
incidencia en el estado de Jalisco (Legaspi ef al., 2000) En este estudio las dos especies de
barrenadores estuvieron presentes como un complejo, por lo que se considera que el efecto
registrado en la mortalidad de las larvas y en la incidencia de dafios en tallos, por parte de
B. thuringiensis probeblemente fue sobre Diatraea considerata solamente.

Uno de los factores mds importantes, en el caso de este cultivo, es que las
aplicaciones se realicen en el tiempo adecuado, es decir, cuando se observen huevecillos o
larvas de 1¥ o 2° instar, otros trabajos han reportado situaciones similares y las
formulaciones han sido exitosas y se ha observado que el efecto dptimo ocurre cuando las
larvas pequefias son el estado predominante (Zehnder y Gelemter, 1989).
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Respecto a los formulados asperjables, la dosis al 3% tuvo significativamente menor
efectividad con respecto a las dosis media y alta del asperjable, uno de los factores que
influyd en el éxito de esta formmlacidn, es que ficilmente recubre el follaje de la planta,
quedando ésta bien protegida. Los tratamientos granulares tuvieron Jos niveles de dafio més
altos, superando incluso al testigo sin aplicacion, estos resultados pueden deberse a varias
causas, una de cllas es, posiblemente, la falta de adherencia del grinulo a la hoja de la
planta, esto pudo causar que las larvas se alimentaran del grénulo por un breve perfodo de
tiempo, durante el cual el grinulo permanecié en la hoja, antes de ser arrastrado por el
viento o lavado por la [luvia, como se ha observado en otras formulaciones granulares
(McGuire y Shasha, 1992) evitando de esta manera que las larvas ingirieran dosis letales y
provocando quc la larva barrenars, otra causa posible es que las parcelas no hayan
preseniado una infestacibn homogénea y que algunas parcelas tuvieran una mayor
incidencia de larvas, otra cuestidn mnportante es la cantidad de tallos a Jos que se debe de
aplicar, lo cual en el caso de cafia, retrasa las labores; otro factor es la falta de tecnologia
disponible para aplicar formulados granulares, debido a que tiene que realizarse con salero
y en el caso de la cafia es completamente impréctico, ademés en este tipo de cultivo los
tallos no estén ubicados en fila sobre el surco, esto dificulta cuslquier labor con equipo de
aplicacién. Debe considerarse el uso de adherentes para mejorar estas formulaciones.

E! formulado asperjable mostré caracteristicas adecuadas para ser utilizado en
campo y competir con los insecticidas comerciales. El testigo comercial utilizado fue el
Lepinox que es un insecticida elaborado a bese de una cepa de B. thuringiensis var.
kurstaki, la cepa de muestro formulado pertenece a la misma variedad, en este aspecto existe
cierta igualdad, pero difieren en que ¢] formulado comercial estd elaborado a una dosis més
alta (15%), esto da ventaja al formulado asperjable, introduciendo una nueva alternativa en
el control de esta plaga, ademés se observd que la persistencia en campo para el formulado
asperjable fue de 5 dias, comparado con 2 o 3 dias de persistencia en otras formulaciones.
De acuerdo con estudios realizados por Arévalo-Nifio, (1990), la cepa GM34 no sintetiza la
B-cxotoxina, también lamada thuringiensina, que es una molécula soluble téxica de un
espectro mucho més amphio ya que también es activa contra mamiferos, esta circunstancia,
ademds de la posibilidad de que tengan también efectos mutagénicos, hace que los aislados
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que las contienen no sean deseables para su inclusién en formulaciones insecticidas (Iriarte

y Caballero, 2001), esto le proporciona una ventaja aiin mayor para su posible produccién
comercial

rs
4

¢ ¢

CONCLUSIONES
La implementacion de la cria masiva de Diatraea saccharalis fue exitosa.
El andlisis de PCR es una herramienta bésica para detectar la presencia de los genes
cry, los cuales estin directamente relacionados con la toxicidad de la cepa y su
presencia proporciona especificidad.
La deteccién de las protefnas Cry mediante innmumodeteccidn puede utilizarse como
una herramienta 1itil en la seleccién de cepas con actividades t6xicas especificas.
La seleccién de una cepa con actividad téxica especifica hacia un insecto en
particular, D. saccharalis en nuestro caso, junto con los soportes adecuados asegura
el éxito de la formulacién.
La cepa GM34, no obstante a ser una cepa nativa, proveniente de una regién no
cafiera, mostr6 una alta toxicilad hacia D. saccharalis.
El formulado claborado fue ampliamente aceptado por las larvas.
El uso de un fagoestimulante adecuado incrementa grandemente la toxicidad de un
formmlado.
Los formulados tanto granulares como asperjables resultaron muy exitosos a nivel
de laboratorio.
El formulado asperjable a la dosis del 10% aplicado en campo, es tan eficiente
como un formulado comercial y es altamente competitivo ya que posee una dosis
menor.
El uso de formulados granulares no es recomendable para el cultivo de cafia de
azicar.
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SUGERENCIAS PARA PROXIMAS INVESTIGACIONES

Realizar prucbas de adherencia al formmulado efectivo.

Determinar con mayor exactitud 1a residualidad del formulado efectivo.

Evaluar la eficacia de otros fagoestimulantes al ser incorporados al formulado.
Probar los fagoestinuiantes a diferentes concentraciones para optimizar la
aceptacion del formulado,

Probar diferentes concentraciones de Jos polimeros para mejorar la recuperacién
después del secado por aspersién.

Incluir en el formulado protectores de luz UV con la finalidad de aumentar la
Mejorar la adherencia de los formmlados granulares y optimizar su aplicacién en
campo para el cultivo de cafia de azicar.

Utilizar los soportes y fagoestimulantes para otros agentes bioinsecticidas.
Probar el formulado con otros insectos blanco.

Completar el perfil de los genes cryl para la cepas toxicas.

Investigar més ampliamente In presencia de otros genes cry que pucdan estar

relacionados con la toxicidad de las c€pas.
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