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Ninfa Maria Rosas Garcia Resumen

RESUMEN
El control biolégico se ha utilizado desde hace varias décadas para combatir plagas

de importancia econémica. El uso de este recurso ha ido en aumento anteponiéndose como
una alternativa a los insecticidas quimicos que tanto dafian el ambiente. El microorganismo
que se ha utilizado con mayor preferencia en este tipo de insecticidas es Bacillus
thuringiensis y en este trabajo se propone como una alternativa adecuada y eficaz para el
control de Diatraea saccharalis que es una plaga de la cafia de azicar, la cual causa dafios
importantes a la economia. Los objetivos planteados en este trabajo fueron la seleccién de
cepas con actividad téxica contra este insecto, determinar la presencia de genes cryl que
puedan estar relacionados con la toxicidad, producir el complejo espora-cristal a nivel de
fermentador de la cepa efectiva, formular este complejo con polimeros biodegradables
como ¢l almidén de maiz modificado (Capsul®) y la gelatina, agregando fagoestimulantes
como el Coax®, azicar y cafla de aziicar en polvo, en forma asperjable y gramular y evaluar
su toxicidad en laboratorio y campo. Resultaron 5 cepas toxicas entre las cuales no hubo
diferencia significativa (F= 1.852, gi= 4, P< 0.05) en la mortalidad. La cepa scleccionada
fue Ia GM34 var. hwastaki por presentar }a CLsp més beja de 33.21 pg/ml y a esta
concentracion es por lo menos 2 veces més téxica que el resto de las cepas. El anélisis de
PCR reveld que esta cepa posee los genes crylAa, crylAb y crylAc, las 4 cepas téxicas
restantes poseen tres de los genes crylAa, Ab, Ac, crylB y crylC. Los polimeros més
aceptados por las larvas de D. saccharalis fueron el Capsul® mis la gelatina y cafia de
azicar en polvo, con esta mezcla y el complejo espora-cristal se elaboraron los formulados
granulares y asperjables al 3, 7 y 10%, cuya actividad tdxica a nivel de laboratorio fue
superior al 80% para los granulares y cerca del 100% para los asperjabies. A nivel de
campo, los formulados asperjables fueron los més adecuados y mostraron una alta
diferencia significativa a las 5 dias después de la aplicacién, tembién se observaron
diferencias significativas entre la dosis baja del asperjable (3%) y las dosis media y alta del
asperjable (7 y 10 %). Los tratamientos granulares tuvieron los niveles de dafio mds altos,
superando incluso al testigo sin aplicacion. Se aprecié que las mayores cantidades de tallos
con incidencia de dafio ocurricron en la etapa inicial del experimento, esto ¢s el dia de Ia
aplicacién. Se observd también que el efecto téxico de los formulados asperjables es de 5
dias en campo. El formulado asperjable a la dosis del 10% aplicado en campo es tan
eficiente como un formulado comercial y altamente competitivo.
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ABSTRACT

The use of biological control to protect crops of economic importance goes back
several decades. Biological control offers an environmentally-friendly alternative to
chemical insecticides, so its use continues to grow. Bacillus thuringiensis constitutes one of
the most popular microorganisms in these bioinsecticides. Diatraea saccharalis causes
great economic Josses to sugar cane producers, 80, in this project we propose the use of B.
thuringiensis t0 control D. saccharalis. The goals of this project were the selection of
B.thuringiensis strains showing toXicity against D. saccharalis, detection of cryl genes
possibly relevant to toxicity, production of the spore-crystal complex of the toxic strain in
fermentators, formulation of the complex with biodegradable polymers such as modified
cornstarch (Capsul™) and gelatin, and evaluation of the toxicity of the formulations by
means of laboratory bioassays and field tests We included as possibilities: adding feeding
stimulants such as Coax™, sugar and powdecred sugar cane and formulating in either
sprayable or granlar form. We obtained 5 strains with very similar toxicities, given that all
5 produced statistically indistinguishable mortalities (F= 1.852, df= 4, P<0.05). We selected
GM34 var. hurstaki strain due to its bow LCsp (33.21 pg/ml) resulting in a toxicity at least
twice of the other strains. PCR analysis on this strain detected cryl1Aa, cryl Ab and ¢eryl Ac
genes, while the other four strains possessed three of the following genes: cryl Aa, Ab, Ac,
cry1B and cry1C, but not crylAa, Ab and Ac simultancously as in GM34. D. saccharalis
larvae showed preference for a mixture of Capsul™, gelatin and powdered sugar cane, so
we used this mixture and the spore-crystal complex to elaborate granular and sprayable
formulations at 3, 7 and 10% concentration. In laboratory tests, the gramular formulations
showed more than 80% of toxic activity, while the toxic activity of the sprayable
formuletions approached 100%. In the field tests, the sprayable showed a highly significant
difference § days after spraying. We also observed significant differences between the low
concentration form of the sprayable (3%) and the medium and high concentrations of the
sprayable (7% and 10%). Crops treated with the granular formulation showed the highest
levels of damage, even greater than the control group without any treatment. The greatest
number of damaged stems appeared on the first day of treatment. We also observed that the
toxic effect of the sprayable formulates lasted 5 days in the field. The sprayable formulation
at 10% concentration in the field is as efficient as a commercial, highly competitive
formmlation.
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INTRODUCCION

El conocimiento de organismos capaces de generar enfermedades en los insectos se
remonta a la antigledad cuando fueron descritos por primera vez en China los efectos det
hongo Cordyceps sobre el gusano de seda Bombyx mori. Desde entonces el mimero de
enfermedades citadas ha ido en asumento, incrementéndose especialmente a partir del siglo
XIX, coincidiendo con el desarrolio de la microbiologia. Muchos de los organismos
entomopatégenos pueden ser utilizados por el hombre en el control de diversos msectos,
pero el més utilizado y extendido en todo el mmdo ha sido Bacillus thuringiensis (Iriarte y
Caballero, 2001).

Desde hace algunas décadas el control biologico ha recibido una especial atencion
por parte de la coommidad cientffica, los medios de comumicacién y el piblico en general,
debido al deseo de frenar el uso de insecticidas qufmicos en el control de plagas, patbgenos
y malezas. Por este motivo todos los esfuerzos de investigacion en esta drea, se han
incrementado substacialmente tanto en los sectores piiblicos como en Jos privados y esto se
ha reflejado en el mimero de productos disponibles en el mercado (Rbodes, 1983).

Sin embargo, la comercializacién y el uso de esta bacteria entomopatgena ha
tenido ciertas limitantes, la poca persistencia en el ambiente, el no ser transmisible de unos
animales susceptibles a otros y el estado de desarrollo del insecto entre algunos otros, son
de las cuestiones més importantes y sobre las cuales se ha investigado abundantemente.

Por estos motivos, los estudios de investigacion se¢ han dirigido hacia el
mejoramiento de los inconvenientes mencionados y algunos otros, mediante nuevos
aislamientos con actividades insecticidas novedosas, mejoramiento de cepas ya disponibles,
optimizacién en la produccién comercial e inclusive el desarrollo de plantas transgénmicas
que sean capaces de contrarrestar a la plagas.

Uno de los objetivos primordiales en el control biologico de plagas, es el disefio de
una formulacién adecuada, cuyo papel findamental es proveer un microambiente Sptimo
para el agente téxico, proporcionando condiciones que retengan la viabilidad durante la
preparacién, el almacenamiento y la aplicacion y favorecer la supervivencia del agente en
el ambiente (Rhodes, 1983). Es por esto que la formulacién de insecticidas ha recibido un

especial interés, ya que de ella dependerd el éxito del uso de Bacillus thuringiensis.
3
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Una de las ventajas de esta bacteria entomopatdgena, es su especificidad, lo cual le
permite ser utilizada, sin que exista el riesgo de dafiar a otras poblaciones de imsectos no
blanco o benéficos y tomando ventaja de este punto tan favorable se han disefiado
nsecticidas dirigidos contra una determinada plaga, permitiendo que ésta sea combatida sin
mayores riesgos.

En México los insecticidas a base de B. thwringiensis son de importacién y de
acuerdo a consultas realizadas con personas lideres de opinién en las actividades agricolas,
el uso de estos productos estd difundido y se aplican en diversos tipos de cultivos, sin
embargo su consumo no es constante ni se dispone de las mejores técnicas para aplicarios
(Quintero, 1997).

Para hacer factible el desarrollo de este mercado deben ofrecerse opciones para los
cultivos susceptibles al uso del control biolégico, como son el maiz, Ia cafia de azicar,
hortalizas, algodén y flores, entre los més importantes.
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IMPORTANCIA

Los insectos pertenccientes al género Diafraea se han considerado plagas
importantes de la cafia de azicar y de]l mafz, debido a que causan grandes pérdidas
econdmicas. En México y en otros pafses en donde el cultivo de cafia de aziicar ocupa un
lugar primordial, los dafios provocados por Diatraea sp. afectan gravemente a la industria
azucarera, lo que provoca un fuerte impacto en la economia.

Sin duda alguna, la produccién y el empleo de organismos para el combate de
plagas ha tomado un giro muy interesante en muestro pais, ya que desde hace varios afios
comenzd a surgir un mayor interés en los agricultores por buscar mucvas formas de
conirolar a las plagas, debido a que los sistemas de control quimico no han proporcionado
un remedio especifico. El control biolégico utilizado y reportado hasta la fecha para
combetir a las especies de Diatraea ha sido el uso de parasitoides sin embargo éstos
presentan algunas serias desventajas, como la compatibilidad fisiolégica entre otros muchos
factores, que impiden que este tipo de control resulte exitoso en un momento determinado.

Actualmente existe muy poca informacién acerca del control de D. saccharalis
mediante B. thuringiensis (Boborova et al., 1997), esto da lugar al disefio y utilizacion de
un bioinsecticida a base de una cepa de B. thuringiensis con actividad toxica especifica para
D. saccharalis, considerdndolo como una alternativa viable y factible para el control de esta
plaga. Desde un punto de vista general, el desarrollo de este bioinsecticida presenta
miiltiples ventajas sobre los tipos de control ya utilizados, debido a que B. thuringiensis es
altamente especifico y no presenta las desventajas que implica el uso de parasitoides, por lo
que la importancia de este trabajo reside en la seleccion y formmulacién de una cepa de
Bacillus thuringiensis con actividad t6xica contra este imsecto proporcionando una
alternativa de control que sea inocua al medio ambiente y al mismo tiempo eficaz.
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ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

Actualmente existen algunos reportes de la actividad toxica de B. fhnwingiensis
contra Diatraea sp. (Boborova et al., 1997; Aranda ef al., 1998; Reed y Halliday, 2001), sin
embargo no hay reportes del uso de formulaciones a base de B. finaingiensis
especificamente dirigidas para combatir esta plaga, por lo tanto la originalidad de muestro
trabajo reside en desarrollar formulados granulares y asperjables de B. thuringiensis, contra
larvas de D. saccharalis a base de polimeros naturales inocuos al medio ambiente y que
pueda utilizarse como una alternativa al control quimico y de parasitoides.

HIPOTESIS
Utilizando un derivado de almidén (Capsul®), asi como polimeros de gelatina y/o
pectina, es posible desarrollar un formulado adecuado de B. thuringiensis, que sea toxico
para larvas de D. saccharalis y factible de utilizar en campo para el control efectivo de esta
Plaga.

OBJETIVO PRINCIPAL
Desarrollar un formulado efectivo a base de una cepa de B. thuringiensis con
actividad toxica contra D. saccharalis para su adecuada aplicacidn en cultivos de cafia de
azucar.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Establecimiento de la cria de D. saccharalis.
2. Realizar ensayos preliminares para medir actividad toxica de las diferentes cepas HD y
nativas de B. thuringiensis de la coleccién del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia F.C.B. UAN.L.
3. Deteccién de genes crylAa, crylAb, crylAc, crylB y crylC de la cepas de HD y
nativas de B. thuringiensis que hayan resultado tdxicas contra D. saccharalis mediante
andlisis de PCR ¢ inmunodeteccién de proteinas Cry.
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4. Obtencitn de la concentracién letal media (CLso) y tiempo letal medio (TLso) de la cepa
toxica seleccionada de B. thuringiensis contra larvas de D. saccharalis en laboratorio.

5. Produccidn masiva de la cepa efectiva de B. thuringiensis.

6. Realizacién de bioensayos de preferencia alimenticia para D. saccharalis. utilizando
diferentes polimeros y fagoestimulantes.

7. Formulacién del extracto de B. thwringiensis en forma granular y aspetjable con
incorporacién de fagoestimulantes.

8. Evaluacién de las formulados a nivel de laboratorio y de campo.
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ANTECEDENTES

El concepto actual de comtrol biolégico de plagas se define como el uso de
organismos vivos (nativos o modificados genéticamente), o de sus partes o productos
proteicos con actividad insecticida para reducir el efecto de las poblaciones plaga. Se
conocen alrededor de 10, 000 especies de microorganismos, dentro de los cuales 2000 son
patégenos de insectos, destacéndose como entomopatégenos 750 especies de hongos, 700
de virus, 300 de protozoarios y cerca de 100 especies de bacterias (Galin-Wong, 1993).
Durante los Gltimos afios, el control bioldgico ha tenido un especial interés y los esfuerzos
de imvestigacidn en esta drea se han incrementado sustanciaimente, reflejindose en el
mimero de productos de control biolégico que hay en el mercado (Rhodes, 1993); ya que
los agentes de control biolégico son seguros (tienen un blanco especifico), no contaminan y
algunas veces son mds efectivos que los quimicos.

Para que un microorganismo entomopatégeno o su producto sea considerado como
un agente potencial para utilizarse en el control bioldgico, debe cumplir con las siguientes
caracteristicas (Aizawa, 1974):

1.- Efectivo y especifico contra el msecto blanco y consistente en la supresion de las
poblaciones de la plaga.

2.- Disponibilidad y factibilidad de una tecnologia de produccién contfnua.

3.- Estar disponibles en formulaciones que posean una vida de anaquel larga, ser estables
en el hébitat del insecto blanco y diseminarse bien para maximizar el contacto.

4.- No ser infeccioso o toxico para el ser humano y su efecto en flora y fauna no blanco
debe ser minimo.

5.- Poseer potencial comercial.

Dentro del grupo de bacterias, Bacillus thuringiensis sobresale de entre los
bioinsecticidas de mayor éxito comercial, ya que actualmente representa el 10% de los
bioinsecticidas usados (Galén-Wong, 1993).

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram-positiva, formadora de esporas que
forma un cristal parasporal durante la fase estacionaria de su ciclo de crecimiento (Schnepf
et al., 1998). B. thuringiensis fue aislada por Shigetane Ishiwata al observar la causa de la
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enfermedad del gusano de seda. Ishiwata lo llamd Sotto-Bacillen (Sotto significa en
japonés “colapso repentino”). Los cristales producidos por B. thuringiensis estén formados
por una 0 mas proteinas llamadas &-endotoxinas o proteinas cristalinas insecticidas,
estructuralmente diferentes (Kosiel ef al., 1993, Hofte ef al., 1988). Estas poseen actividad
téxica cuando son ingeridas por ciertas especies de insectos de los érdenes Lepidoptera,
Diptera y Coleoptera (Bradley et al., 1995, Schnepf er al., 1998, Hofte y Whiteley, 1989).
Reportes recientes indican que aislados de B. thuringiensis son activos contra otros 6rdenes
de insectos como Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera y Mallophaga y contra nemétodos,
gorgojos y protozoarios (Schnepf es al., 1998).

Los llamados genes cry codifican para esta familia de proteinas insecticidas
relacionadas (protefnas Cry). Hasta la fecha se han reportado 2 tipos de clasificaciones para
genes cry. Estos fueron divididos por Hofte y Whiteley en 1989, en cuatro clases mayores
y varias subclases caracterizadas por similitudes estructurales y el espectro insecticida de
las proteinas codificadas. En base a esta caracterizacién, los genes cryl codifican para
proteinas tOxicas a lepidépteros, los genes cryll para lepidépteros y dipteros, los genes
crylll para colebpteros y los genes crylV para dipteros tnicamente,

Posteriormente Crickmore y col. (1998) propusieron una nieva nomenclatura para
los genes cry en base a su secuencia y no a su funcidn, permitiendo de esta manera que las
toxinas cercanamente relacionadas sean colocadas juntas, eliminando asi la necesidad de
parte de los investigadores de realizar bioensayos de cada nueva protefna antes de asignarle
un nombre. Su definicién de proteina Cry dice que es una protefna cristalina de inclusién
parasporal de B. thuringiensis que presenta algin efecto téxico experimentalmente
verificable a un organismo blanco, o cualquier protefna que tenga similitud en la secuencia
a una proteina Cry conocida, sin embargo este criterio excluye a las protefnas cristalinas
que no sean tdxicas, tal es el caso de la protefna cristalina de 40 kDa de B. thuringiensis
var. thompsoni, pero incluye a la proteina cristalina de 34 kDa activa contra lepidopteros
que es codificada por un gen adyacente.

Modo de Accion de las toxinas de B. thuringiensis.

La mayoria de los estudios del modo de accidn del cristal de B. rhuringiensis se han
Ilevado a cabo en larvas de lepidopteros, sin embargo existen reportes recientes en este
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aspecto en coledpteros (Bravo ef al., 1992a; Lambert ef al., 1992).) y en dipteros (Lu ef al.,
1994).

El modo de accién de las S-endotoxinas propuesto es el siguiente: los cristales
proteicos liberados durante la esporulacion de B. thuringiensis son ingeridos por los
insectos, los cristales son solubilizados en las condiciones alcalinas del intestino medio del
insecto, las proteasas presentes en el intestino medio transforman los monémeros de
protoxina en la toxina activa (8-endotoxina). La toxina activa se une a receptores presentes
en la microvellosidad apical de las células epiteliales intestinales para posteriormente
insertarse en la membrana celular y formar canales idnicos, que permiten el libre flujo de
iones y liquidos, lo cual constituye finalmente la causa de muerte del insecto (Hofle y
Whiteley, 1989). Durante el proceso de intoxicacidn, tanto en lepidépteros como en
coledpteros, se observan cambios histopatolégicos que incluyen el rompimiento de la
membrana, vacuolizacibn del citoplasma, hipertrofia de las células epiteliales y
desintegracion de la célula. Después de la ingestién, los cristales se acummlan rédpidamente
en la membrana peritréfica, sin embargo la unién con esta membrana no se correlaciona
con la toxicidad (Bravo ef al, 1992a). Posteriormente las proteinas son solubilizadas y
procesadas proteoliticamente para liberar el fragmento téxico (Hofte y Whiteley, 1989).
Durante esta activacién proteolitica, los péptidos son climinados de los extremos amino
terminal y carboxilo terminal Para las protoxinas de 130 a 140 kDa, la activacién
proteolitica del extremo carboxilo terminal elimina la mitad de la molcula, resultando un
fragmento téxico de 60 a 70 kDa (Bravo, 1997). La toxina ya activada se une al receptor
localizado en las microvellosidades apicales de la membrana y ocurre un cambio en la
conformacién de la toxina permitiendo la insercién de la toxina en la membrana, a este
proceso sigue una oligomerizacién y este oligomero forma un poro o canal iénico, inducido
por un incremento en la permeabilidad catiénica en los receptores funcionales contenidos
en las vesiculas de las membranas con borde de cepillo (Lorence ef al., 1995), pero la
paturaleza de este proceso atlin se desconoce (Aronson et al., 1999). No se sabe si la
agregacién de las toxinas ocurren en la superficie de la membrana seguido de la uniéa al
receptor, o s6lo después de que las porciones de la toxina se inserten en la membrana.
Ademés la actividad del cotrasportador de K'/aminoécido es directamente afectada después

10
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de la unién de la 5-endotoxina, a la membrana de borde de cepillo (Parenti et al,, 1995),
esto es importante porque el consumo de ammodcidos en el epitelio intestinal depende de Ia
existencia de diferencias en el potencial eléctrico transepitelial y esta accién conduce a una
interrupcion en los gradientes eléctricos, de K’y de pH (Gill et al,, 1992).

De manera general, el modo de accién de la 3-endotoxina que se ha planteado, es
similar en los insectos estudiados, pero se han reportado variaciones como en el caso de
Chrysomela scripta, con el cual se utilizb B. thuringiensis var. san diego, en donde a las
dos horas de haber ingerido las esporas y cristales no se observd ningin efecto, pero
después de este tiempo las céhulas intestinales aparecieron alargadas e hinchadas.
Posteriormente aparecieron espacios citopldsmicos, disrupcién del reticulo endoplismico
rugoso, expansion del laberinto besal y desplazamiento apical del micleo. Después de 3
horas se observ6 ruptura cehular y vaciamiento de los materiales citoplismicos en el lumen
del intestino, B. thuringiensis proliferé en el intestino y produjo més cristales. Estas
diferencias incluyen carencia de lesiones en la membrana, microvellosidades u organelos y
una respuesta comparativamente lenta (Bauver y Pankratz, 1992). En el nematodo
Panagrellus redivivus se ha observado que las esporas de B. thuringiensis germinan en el
intestino, en presencia de antibi6ticos. La germinacién de las esporas en ¢l intestino
coloniza al nematodo completo en 24 horas y estas células crecen y producen células
vegetativas y esporas, pero se desconoce el mecanismo de la pérdida de actividad del
antibiético (Borgonie ef al., 1995).

Mwlns&ﬁudbshandemsuadoqmbswm“sontémsahsm&
ciertos insectos, se uncn con una alta afinidad a las vesiculas de la membrana de las
microvellosidades apicales. En contraste, s¢ ba observado, que los insectos que no son
susceptibles carecen de estos sitios de unién especificos para las toxinas (Van Rie e al,
1990; Denolf ef al., 1993a). Por otra parte se ha demostrado que ciertos insectos tienen una
beja susceptibilidad para los cristales de B. thuringiensis debido a la incficiente
solubilizacién de los mismos (Hofte y Whiteley, 1998). Por lo tanto S¢ piensa que los
factores més obvios que pueden influir en el rango de hospedero de uns proteina cristalina
son: a) la presencia de sitios especificos de unién de la toxina (receptores), en ¢l intestino
de los diferentes insectos y b) las diferencias en el intestino larval que afectan a

11



Ninfa Maria Rosas Garcia Antecedentes

solubilizacién y/o la eficiencia del proceso de la protoxina. Diversas investigaciones
sugieren que los receptores en la microvellosidades apicales del epitelio del intestino medio
son un factor clave en la determinacion de la especificidad (Van Rie et al., 1990; Bravo et
al., 1992a; Bravo et al 1992b; Lu ef al,, 1994; Estada y Ferré, 1994; Rajamohan ef al.,
1995). Por otra parte, estudios de competencia con toxinas marcadas y sin marcar han
demostrado que reconocen sitios de unién distintos en el intestino medio de Pieris
brassicae (Hofte y Whiteley, 1989). La especificidad del hospedero puede depender de las
diferencias en el ambiente del intestino medio y en las diferencias en la interaccién toxina-
receptor como es el caso de la toxina CrylB (Bradley ef al., 1995). Esta nueva evidencia
fue aportada en un estudio donde se probaron tres toxinas de B. thuringiensis igualmente
téxicas para Manduca sexta, pero diferentes en toxicidad contra Heliothis virescens. La
unién a un receptor especifico en la membrana de las céhulas del epitelio intestinal es un
factor muy importante respecto a las diferencias en el espectro imsecticida de B.
thuringiensis (Garczynski et al., 1991).

Se han encontrado diferentes tipos de receptores, una protecina de unién es la
aminopeptidasa N, es un péptido de 120 kDa y es especifica para la toxina CrylAc en
Lymantria dispar (Lee et al., 1996). Existe una protefna reccptora de alta afinidad que es
comun a la familia de las toxinas CrylA, la cual es una proteina de tipo caderina BT-R1
que se ha encontrado en Manduca sexta (Keeton et al., 1998), en este mismo insecto se ha
detectado otro sitio de unidn diferente al cual se une la biotina, evitando de esta manera la
unién de la toxina CrylAc, este sitio es totalmente diferente al de 120 kDa de la
aminopeptidasa N (Du y Nickerson, 1996). La biotinilacién de las protefnas cristalinas de
B. thuringiensis es un método que se utiliza para poder seleccionar cepas toxicas y
determinar sus receptores (Denolf ef al., 1993b).

Algunas toxinas pueden reconocer los mismos receptores, tal es el caso de las
toxinas CrylAb y Cryl Ac, que reconocen al mismo receptor en Osirinia nubilalis, la toxina
CrylB no compite por este mismo sitio, las toximas CrylD y CrylE, que no son téxicas
para Ostrinia nubilalis, no se unieron a ningin receptor en las microvellosidades apicales
de las células epiteliales del intestino medio (Denolf ef al., 1993a).

12
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Estructura de ia toxina.

Se ha visto que la estructura del cristal de B. thuringiensis var. kurstaki consta de
multidominios compactos, esto se determiné por su resistencia a la mayorfa de las
proteinasas y su susceptibilidad a la protedlisis mediante papafna y pronasas (Bietlot et al.,
1989). Después de extensas investigaciones se ha determinado que el fragmento téxico de
la protefna cristalina de B. thuringiensis consiste de tres dominios estructurales distintos. El
dominio I consiste de un rizo de a-bélices y se cree que es el responsable de la actividad
téxica en la membrana. En la protefna Cry3A activa contra coledpteros se ha determinado
por cristalograffa de rayos-x que el dominio I es un rizo de 7 a-hélices, comprendiendo 250
aminodcidos del extremo N-terminal. Estudios de mwtaciones sitio-dirigidas en las «-
hélices del dominio 1 han modificado la actividad insecticida y esto ha mostrado la
importancia de la hélice a-5 en la oligomerizacion y quizd en otras funciones, mientras que
la hélice a-4 tiene un pepel mds directo en establecer las propiedades del canal (Manoj-
Kumar y Aronson, 1999)

El dominio IT consiste de tres juegos de hoja B-plegada, cada una terminando en una
asa. Existen evidencias que sugieren que el dominio II sea el responsable de la unién al
receptor y especificidad de la toxina, Rang y col. (1999) remarcan la mmportancia del
dominio II en la especificidad de la toxina, pero ademéis sugieren que las interacciones
entre ¢l dominio I y los otros dos dominios son probablemente importantes para la
actividad de la toxina.

El dominio ITI es una B-sandwich e incluye una regién C-terminal conservada de la
toxina (Rajamohan et al., 1995) y se le ha atribuido la funcién de estabilizaciin de la
toxina, protegiéndola contra la protedlisis. En algunos insectos el dominio Il juega un
papel importante en la unién especifica en las membranas blanco (Ballester ef al., 1999;
Bravo, 1997). Un estudio de mutaciones sitio-dirigilas en el dominio III de CrylAa, indicé
que este dominic puede jugar un papel en la regulacién del poro o en la actividad de
formacion del canal (Woferberger ef al., 1996).

Varios autores han descrito el modo de accién de estos dominios, mostrando
evidencia de que hay competencia por sitios de unién de alta afinidad y de baja afinidad
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entre estas toxinas. El uso simulténeo de toxinas que comparten ¢l mismo sitio de unién
podria asociar a la resistencia con las modificaciones del sitio de unién (Fiuza ef al., 1996).

Toxicidad B. thuringiensis.

Muchos grupos de invertebrados son susceptibles a la accién téxica del cristal de B.
thuringiensis. Las toxinas CrylA, CrylB, CrylC, CrylD y CrylE han sido probadas en
forma de cristales puros o de cultivos esporulados (Van Frankenbuyzen et al., 1992; Van
Frankenhuyzen et al., 1993), la toxina Cryl1E ha mostrado actividad téxica contra larvas de
Spodoptera exempta (Bai et al., 1993). El uso de cultivos esporulados y protoxinas de las
cepas NRD-R y HD-1 de B. thuringiensis, provocé una mayor toxicidad en larvas de
Trichoplusia ni que en larvas de Spodoptera exigua (Moar et al., 1990). Las toxmas CrylB,
CrylC, CrylD y CrylE se han probado contra Choristoneura fumiferana, Orgya
leucostigma, Lymantria dispar, Malacosoma disstria, Lambdina fiscellaria fiscellaria,
Actebia fenica y Bombix mori (Van Frankenhuyzen ef al., 1993), las cepas HD y NRD-12
se han probado contra Choristoneura fumiferana, Lymantria dispar, Lambdina fiscellaria
fiscellaria y Orgya leucostigma (Van Frankenhuyzen et al., 1992). Algunas cepas de B.
thuringiensis han sido también probadas contra Gualleria mellonella y Spodoptera littoralis
(Jarret y Stephenson, 1990), la proteina Cry2A resulté nuy téxica contra Elasmopalpus
lignosellus (Moar et al, 1995), ¢l 4° instar de Choristoneura rosaceana resulté mury
susceptible a B. thuringiensis Berliner var. kurstaki (Li et al., 1995), Plodia interpunctella
y Ephestia cautella han sido combatidos también con cepas de B. thuringiensis (Kissinger y
McGaughey, 1979), Cochyiis hospes es muy susceptible a B. thuringiensis Berliner (Jyoti y
Brewer, 1999), la toxina Cry9C presenté una alta toxicidad contra Ostrinia nubilalis y
Diatraea grandiosella (Reed y Halliday, 2001), Ostrinia nubilalis es también altamente
susceptible a CrylAb y CrylAc y Helicoverpa zea presenta susceptibilidad a CrylAb
(Siegfried et al., 2000; Margon ef al., 1999) entre otros muchos existentes.

Un solo insecto puede ser simultincamente hospedero y ser afectado por uma
variedad de subespecies de B. thuringiensis que producen proteinas insecticidas diferentes
(Itoua-Apoyolo et al,, 1995). O bien una proteina cristalina puede ser téxica a una gran
variedad de insectos, como la protefna Cry9Cal, cuyo espectro de actividad inchuye a las
familias Pyralidae, Plutellidae, Sphingidac y Noctuidae, ademds es la primera proteina
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cristalina con actividad insecticida hacia gusanos cortadores (Lambert ef al, 1996), sin
embargo siempre debe tenerse en consideracién que ligeras diferencias en la estructura de
los toxinas, causan diferencias en el espectro de actividad (Yamamoto ¢ lizuka, 1983).

La manipulacién genética de B. thuringiensis y de la proteina cristalina insecticida
provee un medio de mejoramiento de la eficacia de este insecticida, asf como de sus costos
de produccién (Baum ef al, 1996), por e¢jemplo, la utilizacibn de baculovirus
recombinantes que expresan protefnas cristalinas de B. thuringiensis, es una altermativa ya
que la toxicidad de la proteina cristalina ¢s la misma que la de la cepa recombinante de
Escherichia coli y se ha utilizado exitosamente en Spodoptera frugiperda y Pieris
brassicae (Martens et al., 1990) también el uso de cepas recombinantes de B. thuringiensis
utilizando lanzaderas son de valor en estudios genéticos futuros asf como para el desarrollo
de cepas que sirvan como plaguicidas microbianos (Baum ef al., 1990). En otros estudios
realizados se ha colocado un gen de la proteina cristalina dentro de una cepa que contiene
nmiltiples genes de proteina cristalina (Kalman ef al., 1995; Delécluse ef al., 1995), un caso
estudiado es el del gen cryIC de B. thuringiensis ver. aizawai que fue insertado en B.
thuringiensis var. kurstaki, esta cepa ahors adquicre la nueva habilidad para producir
CrylC, muestra un alto nivel de actividad y esta cepa resulta muy (Gtil para el disefio de
cepas con un espectro insecticida més amplio (Kalman ef al., 1995). Las particulas de fagos
filamentosos tienen sistemas para la expresion de toxinas de B. rthuringiensis
biologicamente activas, son viables, infecciosos y tan letales como la toxina pura y causan
su efecto cuando son ingeridos por el insecto (Kasman ef al., 1998).

Se ha demostrado que las esporas incrementan significativamente la potencia de la
actividad de la toxina y matan a las larvas mds eficientemente que la toxina sola, aiin en
insectos tipo II, que son aquellos que no presentan perdlisis, pero dejan de alimentarse y
mueren gradualmente con dosis letales de la toxina. La germinacién de la espora coniribuye
al aumento de la actividad de la toxina y la importancia del uso de esporas viables en el
control eficiente de Plutella xilostella ha sido demostrado (Miyasono et al., 1994), tanto en
larvas resistentes como en susceptibles (Liu et al, 1998), asi como en Dacus oleae una
mezcla de esporas y cristales causé niveles de mortalidad més altos, més que las partes
fraccionadas (Karamanlidou et al., 1991). Sin embargo, se han observado casos en donde
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las esporas no presentan ningin efecto sobre la toxicidad del cristal,. en un estudio
realizado en Simulium vittatum no se observd accibn aditiva de las esporas y los cristales de
B. thuringiensis HD-255, la mortalidad causada fue debida tinicamente al cristal (Lacey et
al.,, 1978)

Ademés de las mezclas de cristales y esporas, se han ideado mezclas de
entornopatégenos, sin embargo un estudio reportado por Pingel y Lewis (1999) indica que
las mezclas de entomopatdgenos no tienen un efecto en la mortalidad como cuando se
compara con los patégenos por separado.

Existen diversos factores que intervienen en el efecto tdxico de los cristales de B.
thuringiensis. En 1977 Nishiitsutsuji y col. encontraron que el efecto del tiempo, de la
temperatura y del pH afectan fuertemente la actividad de Ia toxina. El efecto del pH sugiere
que ¢l ambiente altamente alcalino del intestino medio de los lepidopteros es importante no
sélo para la solubilizacidn y digestién de la protefna, sino para la expresién completa de la
actividad de la misma (Gringorten er al., 1992), ya que una reduccitn en el pH de 10.5 a
8.0 suprime fuertemente la toxicidad in vitro (Gringorten ef al., 1992). Un ejemplo claro es
la toxina de B. thuringiensis var. kurstaki que es soluble a valores alcalinos mayores de 9.5
y a valores &cidos debajo de 3.5 (Bietlot ef al., 1989).

Por otra parte, 1a presencia en los cristales de los enlaces disulfuro desestabilizados
y distorsionados, les permiten ser solubilizados a valores de pH de 9.5 a 10.5, lo cual es
caracteristico del intestino medio de larvas de lepid6pteros y dipteros. La solubilidad de los
cristales que no tienen actividad insecticida, fue hasta valores de pH mayores o iguales a
12, este hallazgo permite correlacionar Ia falta de solubilidad con la falta de toxicidad (Du
et al, 1994).

Es indudable que la composicidn de la protoxina presenta un efecto en la solubilidad
y toxicidad, tal es el caso de la cepa de B. thuringiensis HD-133 var. aizawai, que pierde
espontineamente un plismido que codifica para Cryl Ab, las inclusiones que produce esta
cepa difieren entonces en la composicion de Ia protoxina, solubilidad y toxicidad, como
resultado de esta pérdida la inclusién requiere de un pH més alto para su completa
solubilizacién, esto trae por consecuencia una toxicidad mds baja para estas inclusiones en
cicrtos insectos. Esta heterogeneidad puede proveer flexibilidad hacia un amplio rango de
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insectos y podria ser un importante mecanismo adaptativo para la superviviencia de estas
bacterias. (Aronson, 1995).

La falta de toxicilad de los cristales de B. thuringlensis puede deberse no sélo a la
alteracién de los receptores 0 a una unidn significativamente reducikia de la toxina (Lu ef
al., 1994), sino también a un proceso proteolitico inadecuado, en donde en la protoxina no
s¢ puedan continuar los pasos subsecuentes, como se observé en Spodoptera litura donde el
jugo intestinal degradé completamente la toxina (Inagaki ef al, 1992), o el caso de Ia
mosca Musca domestica cuyo jugo intestinal produjo el fragmento téxico, pero éste fue
completamente insensible al insecto sugiriendo que éste carece de los sitios de unién para el
centro activo de la toxina (Ogiwara ef al., 1992).

La toxicidad de B. rhuringiensis también se ve afectada por una glucosilacién no
enzimdtica que ocurre preferentemente en la cadena lateral de la lisina a pH alcalino, la cual
podria ocurrir en el intestino medio de los insectos. La glucosilacién de los grupos amino
de la lisina podria alterar el modelo de rompimiento proteolitico, mediante la creacién de
un dominio resistente a proteasas, protegiendo de esta manera el sitio de rompimiento
critico que contiene a la lisina (Bhattacharya et al., 1993).

Existe otro factor que influye en la actividad téxica de uma cepa determinada, la
motilidad, ya que la presencia de flagelos en estas bacterias les permite unirse a las células
del epitelio intestinal del insecto para causar la muerte (Zhang ef al., 1995).

Muchas cepas de B. thuringiensis se han estudiado y se ha observado que aunque
presentan cristales, no han mostrado toxicidad contra una buena variedad de insectos
(Lépez-Meza ¢ Ibarra, 1996; Galin-Wong, 1994), sin embargo esto no significa que no
sean téxicas, posiblemente no se ha encontrado el insecto susceptible a estos cristales.
Algunas cepas de B. thuringiensis presentan muy poca toxicidad, especialmente contra
larvas de Plutella xilostella, se cree que esta baja toxicidad es debida a que estos aislados se
diferencian en células formadoras de esporas y formadoras de cristales Gnicamente
(Zelazny et al., 1994).

Genética de B. thuringiensis.

El material genético de B. thuringiensis consta de un cromosoma de entre 2.4 y 5.7
Mb y de elementos extracromosémicos (plismidos) cuyo tamafio y mimero es variable
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entre distintas cepas de esta bacteria (Pocar y Caballero, 2001), La presencia de pldsmidos
es caracteristica de las cepas de B. thuringiensis y su tamafio oscila entre 2 kb a varios
cientos de kb. Los plasmidos se pueden clasificar en dos grupos: plasmidos menores de 15
kb y plismidos de clevado peso molecular, mayores de 45 kb.

Los genes cry estin localizados en plismidos y las protefnas que codifican tienen un
rango de masa molecular de 50 a 140 kDa (Bravo, 1997). Muchas cepas de B. thuringiensis
acarrean diferentes genes cry. Esta amplificacién natural de genes cry debe contribuir a Ia
alta produccién de toxinas, sin embergo, las cepas que albergan un solo gen cryl tal como
la HD-73 var. kurstaki, sintetizan cristales bipiramidales los cuales no son més pequefios
que aquellos producidos por cepas que albergan 3 6 4 genes cryl diferentes, tal como la
HD-1 var. kwrstaki. En base a estas observaciones, la produccion de toxinas en B.
thuringiensis no es estrictamente proporcional al mimero de copias de los genes cry. Esto
sugiere que la capacidad de las cepas de B. thuringiensis para producir la proteina
cristalina, es limitada. (Agaise y Lereclus, 1995).

El perfil de toxicidad de uma especie no depende solamente del arreglo de los genes
cry, sino de la expresién relativa de los genes (Cheng ef al., 1999). B. thuringiensis ha
desarrollado un fascinante arreglo de mecanismos molecuiares que producen grandes
cantidades de toxinas durantie la fase estacionaria (Schnepf e al., 1998), lo cual es una
caracteristica comin entre ellos. Sus productos generalmente se acummlan en el
compartimiento de la célula madre para formar la inchusién, la cual corresponde al 20 6 al
30% del peso seco de las células esporuladas (Schnepf ef al., 1998). Sin embargo las cepas
de B. thuringiensis han desarrollado por Jo menos dos rutas diferentes en respuesta a la
tensién de nutrientes: un perfodo de semiquiescencia sin division y un programa de
desarrollo de formacién de la espora. Por lo tanto es conveniente distinguir entre los genes
de la fase estacionaria que son dependientes de la esporulacién y aquellos que no lo son. El
gen crylAa que codifica para toxinas activas contra lepiddpteros, es un tipico ejemplo de
un gen cry dependiente de la esporulacién y solamente es expresado en el compartimiento
de la célula madre de B. thuringiensis, en este caso han sido mapeados 2 sitios de inicio de
la transcripcion (Btl y Bdl), definiendo dos promotores activados secuencialmente
traslapados. Btl esté activado entre T2 y T de la esporulacién y Bt est4 activado desde Ts
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(T es ¢l mimero de n horas después del final de la fase exponencial). Por otra parte el gen
cry3Aa aislado de B. thuringiensis var. tenebrionis activo contra coleSpteros, se expresa
durante ¢l crecimiento vegetativo y mury poco durante la fase estacionaria. Esto se ha
observado mediante andlisis de fusiones transcripcionales de lacZ y experimentos de
extensién de iniciadores, los cuales indican que el promotor de cry3Aa es débil pero
significativamente expresado durante el crecimiento vegetativo y es activado desde ¢l final
de la fase exponencial hasta la etapa II de la esporulacion (T5) y permanece activo hasta la
etapa IV de la esporulacién (T7) (Schnepf ef al, 1998; Agaisse y Lerechus, 1995). La
transcripcion del gen cnMdD de B. thuringiensis var. israelensis es inducido 9 horas después
del comienzo de la esporulacién y tiene un promotor fuerte y otro débil reconocidos
respectivamente por la RNA polimerasa asociada a los factores 6™ y o®® (Dervyn ef al,
1995).

Actualmente existe un gran mimero de colecciones que se componen de miles de
aislados de B. thuringiensis, muchos de estos aislados pueden contener genes cry que
codifiquen para proteinas con nwevas actividades biologicas o con una mayor potencia, por
lo que las colecciones se someten a diversas técnicas con el fin de ilentificar las cepas de
interés (Porcar y Caballero, 2001) o que permitan utilizarlos como marcadores para la
prediccién de actividades insecticidas (Chak ef al., 1994a). Una de las técnicas mids
novedosas que se han usado en este caso ha sido el andlisis de Ia reaccion en cadenn de la
polimerasa (PCR), el cual rdpidamente identifica y clasifica Ias cepas que pueden albergar
cualquicra de los genes cry (Carozzi ef al., 1991; Brousseau ef al, 1993; Bourque ef al.,
1993; Masson et al, 1998; Ben-Dov ef al, 1999), ademés de que pucde detectar ln
presencia de genes cry nuevos y conocidos en cepas de B. thuringiensis (Kuo y Chak,
1996). Una caracteristica de esta técnica es que los productos de PCR tienen pesos
moleculares precisos, este hecho hace evidente que nuevos genes productores de cristales
puedan ser identificados (Cerén ef al., 1994; Cerén et al., 1995; Jusrez-Pérez et al., 1997).
Algunos ejemplos de la utilidad y aplicacién clara del andlisis de PCR son: ¢l estudio
realizado en México de Bravo y col. (1998) en el cual reportaron que el 49.5% de las cepas
de B. thuringiensis estudiadas alberga genes cryl, el 21.5% alberga gencs c73 y el 7.9%
alberga genes cryl1 y cyt, este trabajo contribuye para una seleccidn de las cepa en base a
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sus toxicidades y asi poder desarrollar mxevos insecticidas y ampliar el espectro de accién y
otro estudio es ¢l descubrimiento del un gen tipo cry1C en B. thuringiensis var. galleriae
(Kalman et al, 1993).

Sistemas de intercambio geaético.

En los sistemas de intercambio genético, existen los procesos de tipo conjugativo,
en donde dos cepas de B. thuringiensis crecidas juntas en un mismo cultivo pueden
intercambiar plésmidos con una alta frecuencia (Porcar y Caballero, 2001). Los métodos de
transferencia conjugativa, en los cuales se movilizan uno o més plasmidos de una cepa a
otra, se producen de modo matural en suclo y las cepas recipientes son capaces de matar
insectos susceptibles (Thomas et al., 2000) ya que se producen muevas combinaciones de §-
endotoxinas dentro de las poblaciones becterianas (Jarret y Stephenson, 1990) y
especialmente en el interior de las larvas (Porcar y Caballero, 2001).

Los procesos de transformacibn se¢ llevan 2 cabo mediante técnicas de
electroporacion, con los cuales se alcanzan hasta 10° transformantes por pg de DNA y
permiten usar una gran cantidad de vectores y cepas receptoras (Porcar y Caballero, 2001),
las técnicas de ingenieria genética permiten que los genes productores de toxinas de dos
microorganismos puedan combinarse en un solo microorganismo y ampliar de esta mancra
el espectro de hospederos (Bourgouin ef al., 1990). Un ejemplo evidente es el uso del
vector de expresion PE G434 con el cual se mejora el potencial del cristal insecticida y
permite que la produccién de la 3-endotoxina no dependa de la esporulacién (Mettus y
Macaluso, 1990). En otro trabajo a nivel de laboratorio, se transfirieron genes productores
de toxinas de B. sphearicus 1593 en B. thuringiensis var. israelensis, teniendo un alto nivel
de expresién y la misma toxicidad hacia mosquitos (Bourgouin ef al., 1989). Chang et al.,
1993 reportaron que la expresion de una protefna cristalina en una cepa de B. thuringiensis
acristalifera, es més eficiente cuando una chaperonina estd presente. La presencia de esta
proteina de 20kDa no se requiere para la produccién de altos niveles de CytA o Cry4D en
B. thuringiensis, pero en la cepa acristalifera aumenta grandemente la produccién. La
fusion de dos genes truncados pertenccientes a las clases crylAb y erylC, dio como
resultado la expresién de una protefna bioldgicamente activa con un espectro insecticida
que sobrepas® a aquella de ambos cristales contribuyentes (Honde ef al, 1990). La
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imtroduccion de genes de la proteina cristalina que codifican para proteinas especificas a
varias plagas de importancia agrondmica en organismos que pueden sobrevivir en la
filosfera de plantas de cultivo blanco por perfodos prolongados, es una buena alternativa
(Bora ef al., 1994). Otro estudio de esta misma fndole es el que se realizbé en Clavibacter
xyli var. cynodontis al cual se le introdujo ¢l gen cryl Ac para combatir a Ostrinia nubilalis
con excelentes resultados, demostrando que el uso de bacteria endofiticas mediante
ingenieria genética es una alternativa plausible para el control de insectos (Lampel ef al.,
1994). En otro estudio se demostrd que c7y2A puede ser expresado en Escherichia coli, B.
thuringiensis y B. cereus, debido a que muchas bacterias evaluadas para el filoplano son B.
cereus, esta investigacidn podria ayudar a establecer ¢l rango de posibles transformaciones
(Moar et al., 1994). La trasformacién mediante la infeccién con Agrobacterium tumefaciens
es actualmente ¢l método més usado para la introduccién y expresion de genes foréineos en
células vegetales y la posterior regeneracién en plantas transgémicas. Agrobacterium
tumefaciens es una bactreria fitopatégena que infecta naturalmente a las dicotiledéneas y
que tiene la particularidad de transferir una parte de su DNA al genoma de la planta,
Actualmente los cultivos transgémicos que se han comercializado son ¢l algodén que
expresa la toxina CrylAc, la papa que expresa Cry3A y el mafz que expresa la toxina
Cryl Ab (Gonzilez-Cabrera, 2001).

Desde un punto de vista general, la clonacién, expresion y caracterizacidn de los
genes que codifican para las proteinas cristalinas en otras bacterias u organismos (Von
Tersch ef al., 1991; Chak et al., 1994; Chang ef al., 1992) han resultado muy exitosas en la
construccién de nuevas cepas de B. thuringiensis presentando una pluralidad en sus
especificidades del hospedero (Lecadet et al,, 1992).

Resisteacia.

La resistencia es una disminucién en la susceptibilidad con bases genéticas de una
poblacién a un insecticida, es por defnicidn un fendmeno evolutivo.

Para validar la resistencia, se debe demostrar que los tratamientos repetidos con un
insecticida han causado un incremento significativo en la cantidad de insecticida necesario
para matar a Cierta proporcion de una poblacién (Ej: LCy), 0 una disminucién significativa
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en ¢l porcentaje de mortalidad por una determinada cantidad de insecticida (Tabashnik
1994a).

Los insectos en los cuales se ha observado el problema de la resistencia han sido
principatmente Plutella xilostella y Plodia intercpuntella, en prucbas de laboratorio y en
campo causada por plantas transgénicas (Bolin ef al., 1999; Venette er al., 2000), sin
embargo a nivel de laboratorio se ha podido inducir resistencia en Spodoptera exigua,
Heliothis virescens (Gould ef al., 1995; Lee 1995b), Ostrinia nubilalis (Bolin et al., 1999;
Venette et al., 2000) y Lymanitria dispar (Rossiter ef al., 1990). En este proceso la edad de
las larvas juega un papel significativo, resulando més susceptibles las larvas de los
primeros fnstares (Liu et al, 1995). La ripida respuesta a la seleccién en laboratorio,
muestra variacion genética entre la poblacién en la susceptibilidad a B. thuringiensis y
sugiere que la intensa seleccién puede producir niveles mucho més altos de resistencia a B,
thuringiensis que aquellos que se reportan en campo (Tabashnik ef al., 1991).

El mecanismo principal de resistencia que ha sido identificado, es la unién reducida
de ta toxina de B. thuringiensis a la membrana de borde de cepillo del epitelio del intestino
medio en el caso de Plodia intercpuntela y Plutella xilostella (Tabashnik, 1994b), quizi por
las alteraciones en las proteinas de umidn (Lee ef al., 1995a) o la reducida conversién de
protoxima a toxina (Liu ef al., 2000).

La resistencia cruzada existe cuando dos cepas de B, thuringiensis comparten ¢l
mismo gen, aiin cuando se use una protefna diferente para atacar al insecto (Tabashnik et
al., 1993; Tabashnik ef al., 1994b).

Existen programas del manejo de la resistencia. El desarrollo de estrategias para
manejar la resistencia requiere del entendimiento de la herencia de la resistencia en una
pobiacién de plagas. La mejor estrategia que retrasa més la resistencia debe hacerse en base
al nimero de alelos y la herencia de este rasgo dentro de la poblacién (Bauver 1995;
Kennedy y Whalon, 1998). Los estudios de la genética de la resistencia tipicamente
involucran la determinacién de la susceptibilidad de Ia progenic de cruzas entre individuos
de poblaciones seleccionadas y sin seleccionar. En Phaella xilostella y Plodia
intercpunsela, la resistencia es autosémica, parcialmente recesiva y aparentemente debida a
uno o unos pocos loci, en Heliotis virescens es parcialmente recesiva y debida a un solo
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locus o loci fuertemente ligados (Gould et al, 1995), en Leptinotarsa decemlineata, la
resistencia también es autosémica y conferida por un gen de dominancia incompleta
(Bauer, 1995).

Desafortunadamente, la resistencia en una poblacibn es probablemente la
consecuencia inevitable del uso de insecticidas. Las estrategias involucradas en ¢l manejo
de la resistencia son: 1) la diversificacién de las fuentes de mortalidad para evitar la
seleccién por un solo mecanismo (Bauer, 1995), como la combinacién de B. thwringiensis
con parasitoides, ya que estos Gitimos pueden disminuir la evolucidén de la resistencia al
plaguicida (Chilcutt y Tabashnik, 1999), 2) la reduccién de la presién selectiva, 3) el
mantenimiento de individuos susceptibles por medio de refugios y el fortalecimiento de la
inmigracién, 4) ¢l monitoreo del incremento de Ia resistencia a cualquiera de los agentes de
morialidad y 5) la respuesta a la resistencia a través de estrategias de manejo disefiadas a
reducir la frecuencia de la resistencia (Bauer, 1995). Estas estrategias inchryen: 1) mezclas
de toxinas con diferentes mecanismos, 2) sinergisticos para incrementar la toxicidad, 3)
rotaciones de toxinas alternativas, temporalmente, para reducir la frecuencia de individuos
resistentes (Leibee ef al., 1995; Bauer, 1995), 5) dosis bajas de toxinas que produzcan
efectos subletales, tales como fecundidad reducida o desarrollo lento, favoreciendo otros
factores de mortalidad, 6) dosis ultra-altas de toxinas para matar homocigotos y
heterocigotos resistentes (Huang ef al., 1999; Bauer, 1995), 7) regulacién de genes para
dosificacién de la toxina, localizacién e induccién (Bauer, 1995), 8) refugios para proveer
una fuenie de individuos susceptibles que puedan cruzarse con individuos resistentes y
ascgurar una descendencia heterocigota (Huang et al., 1999).

La utilizacién de protefnas Cyt puede ser muy Wtil en el manejo de la resistencia a
Cry3A y posiblemente a otras toxinas Cry usadas en los insecticidas microbiales y plantas
transgénicas, tal es €l caso de CytlAa cuya toxicidad se ha demostrado en Chrysomela
scripta (Federici y Bauer, 1998). Bentur y col. (2000) determinaron que la frecuencia de
alelos que confieren resistencia a cryl Ab en Scirpophaga incertulas se acerca a un valor de
0.001 como un valor miximo que puede hacer posible la implementacién exitosa de
estrategias de dosis altas/refugios.
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Formulaciones.

El descubrimiento de B. thuringiensis como insecticida microbiano permitié que en
la década de 1930 se imiciara en Europa el uso de éste como agente de control de insectos.
Durante las dos siguientes décadas se realizaron prucbas de campo contra varios insectos
lepid6pteros en Europa y Estados Unidos (Cerén, 2001). El Sporeine® fue el primer
producto comercial y estuvo disponible en Francia en 1938 para el control del gusano
barrenador de harina (Aronson ef al., 1986). Esto condujo a la investigacién, desarrollo y
comercializacién de productos a base de B. thuringiensis.

Actualmente existen una gran variedad de formulaciones de B. thuringiensis que
estén comerciahmente disponibles y la mayor aplicacion de estos productos se dirige al
control forestal y agricola de lepid6pteros (Rhodes, 1993).

Diversas cepas de B. thuringiensis han sido formuladas utilizando una gran variedad
de soportes y de técnicas. El mercado de estos bioinsecticidas ha sido dominado por
productos que contienen como ingrediente activo una mezcla de cristales y esporas y la
cepa HD-1 ha sido muy utilizada para el control de plagas agricolas y forestales.

Los productos insecticidas a base de B, thuringiensis se clasifican en: productos de
primera generacién, que son aquellos cuya formulacion incluye como ingrediente activo
una mezcla de cristales y esporas de una cepe nativa de B. thuringiensis. Estos constituyen
la mayor proporcién de productos comerciales y corresponden al 84% de un total de 75
productos registrados (Tabla 1). Los productos de segunda generacién son aquellos que
estén constituidos por una mezcla de esporas y cristales provenientes de una cepa de B.
thuringiensis a la cual se mtrodujeron por conjugacién o trasformacién, los genes que
codifican para las 5-endotoxinas presentes en varias cepas nativas (Tabla 2) ampliando asi
su espectro de actividad hacia otros insectos plaga. Los productos de tercera generacion,
que son aquellos cuya formulacidn contiene bacterias recombinantes muertas consistentes
en Pseudomonas fluorescens que han sido transformadas con genes que codifican 8-
endotoxinas de B. thuringiensis, los cuales se conocen como CellCap® (Tabla 3) (Cerén,
2001).

Las d-endotoxinas de B. thuringiensis, las cuales actian exchisivamente por
ingestion, han adquirido un inusitado protagonismo en el campo de la sanidad vegetal, por
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su manifiesta especificidad pars insectos € inocuidad para depredadores y parasitoides.
Ademds como su toxicidad para vertebrados es casi nula (Santiago-Alvarez y Quesada-
Moraga, 200]1; Quintero, 1997), B. thuringiensis es considerado como uno de los
insecticidas més seguros autorizindose su empleo sobre los més diversos cultivos, incluso
sin imposicion de plazo de seguridad. Esto ha conducilo a la produccién de insecticidas,
sujetos a continuos avances tanto por la inclusién de cepas cada vez mds activas o con
nuevas especificidades, como por el desarrollo de formulaciones asequibles, sin embargo su
empleo se ha visto limitado por el rdpido descenso de la eficacia en aplicacién foliar, a
causa de la inactivacion de los rayos UV y otros factores, ademds de su baja persistencia en
suelo debido a la degradacion microbiana (Santiago-Alvarez y Quesada-Moraga, 2001).

En el afin de encontrar una formulacién adecuada de B. thuringiensis y teniendo
como finalidad ponerlas en contacto con las células epiteliales del intestino medio de los
insectos, se han estudiado y disefiado una gran cantidad de formulaciones. Uno de los
polimeros que se ha utilizado con més éxito para estas formulaciones, es el almidén de
mafz (McGuire y Shasha, 1990; McGuire y Shasha, 1992; McGuire ef al,, 1996; Guillespie
et al., 1994; Tamez-Guerra ef al, 1996; Dunkle y Shasha, 1988; McGuire ef al., 1990;
Bartelt et al., 1990), ya que éste presenta ventajas sobre otros soportes como las particulas
de maiz quebrado, de arcilla o de salvado de trigo, debido a que €stas no se adhieren a las
superficie de las hojas y estdn restringidas a usarse en el cogollo del maiz, o en la superficie
del suvelo para el control de plagas de esta 4rea (Guillespie ef al., 1994). Otro soporte
utilizado con éxito ba sido la harina de maiz (McGuire et gl., 1996; Tamez-Guerra et al.,
1996; Ridgway et al., 1996), al igual que la gelatina y la pectina (Morales-Ramos ef al.,
2000). Estos tGltimos han demostrado una retencidn de la actividad téxica de B.
thuringiensis por 12 meses (Morales-Ramos ef al., 1998). La quitina y el alginato también
se han utilizado como soportes, en formulaciones contra Trichoplusia ni sin embargo éstos
no fueron tan aceptados por las larvas de este insecto (Morales-Ramos ef al., 1998). La
harina de mafz nixtamalizada que también se utilizd como soporte, retuvo la actividad
téxica de B. thuringiensis por dos afios (Tamez-Guerra ef al., 1998).

Estas formulaciones han tenido que ser ampliamoente mejoradas debido a que el
comportamiento de los insectos es un fendmeno complejo. Se han hecho muchos esfuerzos
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para aumentar la efectividad en campo de los insecticidas microbianos y estos avances
tienden a enfatizar el uso de materiales especificos 0 métodos para alcanzar un efecto
particular deseado. Los adyuvantes son el tipo de sustancias utilizadas y las caracteristicas
que deben de tener son: estimulante del gusto, proteccidn a la luz solar y retardo en la
evaporacion (Ignoffo ef al., 1976).

En base a esto, diversos quimicos han sido utilizados por el efecto que causan en el
insecto. A continuacin se describe la clasificacion propuesta por Dethier ef al., 1960:

Atrapante: es aquel quimico que hace que Jos insectos se pongan en contacto con él.
El mecanismo de agregacién tiene un componente cinético.

Estimulante de la locomocién: es un quimico, ¢l cual por un mecanismo cinético,
hace que el insecto se disperse desde una regién, més répidamente que si el drea no
contuviera dicho quimico. este efecto puede incrementar la velocidad de locomocion.

Atrayente: es un quimico que hace que el insecto tenga movimientos orientados
hacia su fuente.

Repelente: es un quimico que hace que el insecto se aleje de su fuente.

Estimulante: es un quimico que favorece o ayuda a la oviposicion, el cruzamiento o
la alimentacién. Estimulante alimenticio es sindnimo de fagoestimulante.

Inhibidor: €s un quimico que bloquea la alimentacion o la oviposicién cuando estd
presente en un lugar, dondc los insectos en su ausencia podrian alimentarse y ovipositar
normalmente.

Los mhibidores alimenticios han sido estudiados por su potencial para proteger a las
plantas, mediante la reduccidon de la alimentacibn por parte de los insectos. Los
fagoestimulantes tienen el uso contrario, sin embargo su uso ha sido limitado debido a las
dudas que han surgido sobre su persistencia en campo y costo, pero indiscutiblemente, el
uso de fagoestimulantes aumenta la eficacia de tales productos mediante el incremento en
la cantidad de insecticida ingerido o a la tasa a la cual es ingerido (0 ambos) (Farrar y
Ridgway, 1994).

Desde hace varias décadas se ha demostrado la utilidad de los fagoestimulantes en
las formulaciones, debido a que la palatabilidad es un factor muy importante cuando el
entomopatigeno tiene que ser ingerido para ser efectivo (Guillespie ef al,, 1994). Los
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extractos de algodén mostraron potencial como fagoestimulantes en Anthonomus grandis
(Keller er al., 1962; Maxwell et al., 1963). Guerra y Shaver (1968) demostraron que el
extracto acuoso de granos de maiz estinmlabe més la alimentacién por parte de las larvas de
Heliothis virescens, comparado con los extractos acuosos de algodén, pelos de maiz y
pétalos de flores de algodén, los extractos de mafz dulce adicionados a insecticidas
quimicos mostraron su efectividlad como fagoestimulantes (McMillian et al,, 1968). Las
larvas de Lymantria dispar prefirieron el follaje tratado con melazas al follaje sin tratar
(Yendol et al,, 1975), otro fagoestimulante que dio buenos resultados consistid de una
mezcla de harina de semilla de algoddn, azicar, aceite de semilla de algodén y Tween 80
(Bell y Romine, 1980), esta mezcla estd ahora comercialmente disponible con el nombre de
Coax®.

Otros estudios se han encaminado al establecimiento de metodologias con e fin de
seleccionar fagoestimulantes adecuados (Guerra y Shaver, 1968; Bartelt ef al., 1990).
Un estudio que demmestra claramente ks seleccion de un fagoestimulante es el realizado por
Guillespie, et al, 1994 donde observé que el uso de hojas de algodén y el Coax®
(fagoestinulante comercial) son fagoestimulantes ampliamente aceptados por las larvas de
Ostrinia nubilalis, 1a melaza usada como fagoestimulante causa una palatabilidad
intermedia y aquellas formulaciones que contenian CaCl; fueron totalmente rechazadas por
este insecto (Guillespic ef al, 1994). Otros compuestos que se han utilizado como
fagoestimulantes son el aceite vegetal (Tamez-Guerra ef al., 1999) como el aceite de maiz
(Bartek et al., 1990) o, el aziicar pulverizado, el follaje de mafz deshidratado, el germen de
trigo, la caseina, las mezclas de saks, los suplementos vitaminicos, el hexano y el etanol
(Bertek et al., 1999), Aparte del Coax® existen algunos otros de tipo comercial como
Pheast®, Gusto®, Entice® y Mo-Bait®. Estos junto con el Coax® han sido comparados en
el comportamiento alimenticio que causan a varias especies de lepidpteros, provocando
una alta respuesta aquellos que contienen altos porcentajes de proteina en lugar de aquellos
que contienen azicares principalmente (Farrar y Ridgway, 1994). El Coax® y el Gustol®
tuvieron un claro efecto en la mortalidad de Heliothis sp (Jonson, 1982), ya que causaron
u efecto en la alimentacién de la larva y en las caracteristicas de aspersion del formulado
(Luttrel et al., 1983). Pero esta respuesta puede variar de un insecto a otro.
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Existen ademds otros factores que influyen en la efectividad de un bioinsecticida, la
iz solar es indudablemente unos de los factores més importantes que afectan la estabilidad
de los principales grupos de entomopatégenos tales como bacterias, hongos, virus y
protozoarios, s¢ ha observado que entre los agentes entomopatégenos, los virus son de los
més sensibles a la luz solar (Ignoffo et al, 1997). La vida media de estas especies
expuestos a la luz solar es menor a 3 dias (Ignoffo y Garcia, 1978).

Algunos estudios al respecto realizados hace algunas décadas indicaron la presencia
de alguna sustancia producida por la radiacién del ultravioleta cercano que reducia tanto la
visbilidad como la patogenicidad de estos agentes biolégicos y sugirieron que esta
sustancia podria ser el perdxido de hidrégeno resultante de la fotooxidacién de uno o més
aminoécidos (Ignoffo y Garcfa, 1978; Ignoffo et al., 1977). El espectro de actividad de 290-
400nm de la radiacién ultravioleta es el factor mis destructivo (Ignoffo et al, 1997). Sin
embargo en el caso especifico de B. thuringiensis, la temperatura de la hoja y la deficiencia
en la presion de vapor afectan la viabilidad y patogenicidad de la espora, inclusive Ia huz
reflejada en el envés de las hojas es suficiente para causar mortalidad en las esporas de B.
thuringiensis. 1a temperatura en conjunto con la radiacién solar tienen un influencia
negativa en la viabilidad de las esporas (Leong ef al., 1980).

E! surgimiento de estos problemas ha conducido al uso de diferentes quimicos
orgéinicos que tengan la funcién de protectores contra la huz solar. El rojo congo ha dado
magnificos resultados ya que tiene una absorbancia excelente en un rango de 280-400nm,
por lo que ba sido considerado para brindar proteccién cfectiva contra la inactivacién solar
de los entomopatégenos (Shapiro, 1989), este colorante demostré su efectividad al proteger
Ia actividad insecticida de las esporas, cuando se utilizé en formulaciones granulares hechas
a base de gelatina, pectina o almidén (Morales-Ramos et al,, 2000). Ignoffo y Batzer, 1971
utilizaron como agentes protectores de huz solar una mezcla del colorante bifalo negro més
aceite, otra mezcla de Carbo-Jet negro més agua, cehulosa, carbén, polvo de atuminio y
6xido de aluminio, proporcionando buenos resultados el carbon, la mezcla de bifalo negro
mis aceite y ¢l polvo de aluminio. En unas formulaciones que se desarrollaron para el virus
de la polibedrosis nuclear, se incotporaron protectores contra Ia radiacién ultravioleta,
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resultando notsblemente tolerantes el dibxido de titanio y el negro carbén (Bull er al.,
1976).

Una oportunidad para mejorar ia supervivencia en campo es eliminar los pldsmidos
cripticos ya que se ha visto que provocan sensibilidad de la célula a Jos rayos UV y mover
los genes de las protoxinas al cromosoma, sasmentando de esta manera la supervivencia de
las células y esporas sin perder su capacidad para producir la toxina (Benoit ef al., 1990).

Otros aditivos como los abrillantadores 6pticos se han utilizado como protectores
conira la radiacién ultraviolta, Shapiro y Robertson (1992), al trabajar con un virus para el
control de Lymantria dispar, postularon que los abrillantadores dpticos inhiben o alteran la
membrana peritréfica quitinosa, creando una rasgadura en el revestimiento del intestino, de
esta manera el virus puede penetrar la membrana dafiada, pasar desde el lumen del intestino
hasta el hemocele ¢ infectar a las células susceptibles. Existen muchos otros aditivos que se
han utilizado en las formulaciones con diferentes finalidades, por ejemplo, el #cido tdnico
ha sido aplicado como un aditivo barato que ncrementa la eficacia de las concentraciones
subletales de B. thuringiensis var. kurstaki, el écido ténico simula los constituyentes activos
contenidos en el extracto acuoso rico en taninos de la corteza de Taxus baccata, que retarda
el desarrollo de las larvas de Heliothis virescens (Gibson et al.,, 1995), sin embargo hay
discrepancia entre autores, Lord y Undeen (1990) comentan que los taninos tienen la
habilidad de unirse a proteinas como las L-emdotoxinas y las enzimas, lo cual puede causar
una pérdida de la eficacia. La presencia de taminos en ciertos ambientes puede disminuir la
toxicidad de B. thuringiensis haciendo que se requieran aplicaciones més fuertes, Las
formulaciones a base de agua, que contienen el virus de Ia polibedrosis nuclear de Heliothis
sp, ha producido mortalidades significativarnente més altas en Heliothis zea en pruebas de
laboratorio cuando se adiciona harina de soya, mafz 0 componentes de semilla de algodén y
aziicares. (Smith ef al., 1982). Otros componentes como ¢l almidén de mafr pregelatinizado
combinado con azicar pulverizado agregado como aditivo para soluciones asperjables, ha
dado buenos resultados para la proteccibn de B. thwringiensis (McGuire et al., 1996). La
mezcla de harina de mafz nixtamalizada, aceite vegetal (afladido como fagoestimmlante),
azicar pulverizado, 2-propanol, verde de malaquita y formaldehido y secada por aspersion,
demostré en bioensayos con plantas de algoddn, una mejor proteccién contra la radiacién
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solar comparada con las mismas mezclas que no fueron secadas por aspersion (Tamez-
Guerra ef al.,, 1999), también la técmca de encapsulacién en matrices de arcilla-alginato ha
sido empleada para la liberacién de agentes de control bioldgico dando buenos resultados
(Fravel et al, 1985). Estas técnicas junto con los componentes empleados influyen
grandemente en la estabilidad del producto. La cafefna al 0.1% es un Gtil adyuvante para
suspensiones asperjables de B. thuringiensis var. kurstaki, ya que incrementa la toxicidad
del organismo y reduce la actividad alimenticia de las larvas de Mamestra configurata, en
plantas de canola y con un bajo costo (Morris ef al, 1994). En un estudio se observé que el
girasol tiene altas cantidades de &cidos fendlicos, como el 4cido p-cumdrico o cindmico y Ia
presencia de éstos incrementa la efectividad de B. thuringiensis como un agente para el
control de Homoeosoma electelium, que es la palomilla del girasol, lepidoptero de Ia
familia Pyralidae, 1a presencia de estos icidos permite bajos niveles de aplicacion (Brewer
y Anderson, 1990).

La persistencia de B. thuringiensis en campo depende mucho del tipo de
formulacion, es decir, de los soportes o aditivos utilizados para tal fin, ademds de la lluvia y
de la radiacién solar. Van Frankenhuyzen y Nystrom (1989) observaron que aunque el
Thuricide 48LV® es una formulacién acuosa de alta potencia, tiene una toxicidad residual
menor a dos dias, a pesar de la fuerte aspersibn del follaje, indicando que una alta
concentracién de ingredientes activos no mejora la residualidad en las hojas o 1a adherencia
deseable, por otra parte Behle y col (1997), reportaron que la actividad téxica de
formulaciones como el Dipel 2X® y de otras a base de caseina, gluten y harina/sacarosa, se
pierde a los dos dias de estar expuesto a la luz solar, pero la cascins utilizada en
formulaciones asperjables, aplicadas en hojas de algodén resistieron el lavado de la lluvia
simulada y retuvieron més del 60% de la actividad insecticida original de tratamicntos no
expuestos, comparado con menos del 20% de la actividad original para preparaciones de B.
thuringiensis no formuladas o formuladas comercialmente. Ademds la casefna brinda cierta
proteccion contra la degradacién inducida por la luz (Behle ef al., 1996). Se ha visto que las
formulaciones a base de B. thuringiensis encapsuladas en almidén, tienen uma actividad
residual mayor, aiin en temporada de lluvias, lo cual puede ayudar mucho cuando se trata
de cultivos de campo (McGuire ef al., 1994). La harina de mafz pregelatinizada con lignina
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se ha utilizado en formulaciones de B. thuringiensis y baculovirus mejorando la actividad
residual y evitando el lavado por la lluvia (Tamez-Guerra ef al., 2000a y b).

Cafia de azicar.

La cafia de azicar es originaria de Nueva Guinea (Isla del norte de Australia), en
donde se le ha encontrado en semicultivo, de ahi se dispers6 por los primitivos viajeros en
Oceania, hacia la India, donde tuvo dos consecuencias importantes. La primera fue la
invencién del proceso de convertir el jugo de la cafia en azicar, desde hace unos 3000 afios,
y que la transformé de un alimento primitivo a un cultivo industrial El segundo
acontecimiento fue el cruzamiento de Saccharaum officinarum con tipos silvestres de
Saccharum spontaneum, dando origen a las cafias del norte de la India; estos hibridos
permitieron extender el cultivo de la cafia de azficar a las regiones subtropicales. Por este
proceso de hibridacién se obtienen plantas superiores en produccién y resistencia,
incrementando notablemente su valor comercial.

Descripcién botémica,

La cafia de azicar es una planta herbdcea que llega a medir 4 m 0 més de altura, con
un tallo central del cual brotan tallos secundarios (a partir de la yemas de los entrenudos) y
de éstos, terciarios, formando una macolla; los tallos son sélidos y actian como 6rganos de
reserva, estén constituidos por mudos y entrenudos; los nudos son tabiques de separacién
formados por fibras més externas; los entrenudos generalmente son cilindricos, lisos o con
grictas longitudinales y con un surco vertical, corto en la parte inferior, en cuya base esté la
yema, la longitud y el mimero de los entrenudos es muy variable; la coloracion superficial
varia entre el blanco, amarillo, verde, rojo y plrpura, con distribucién uniforme o con
bandas longitudinales. Las hojas est4n compuestas de vaina, cuello y Mmina. La vaina es
cilindrica y abierta hasta la base, termina hacia los lados en prolongaciones cortas,
triangulares, de dpice redondeado, llamadas auriculas. El cuello de la hoja forma la unién
entre ia vaina y la limina, en la linca interna de uni6n se localiza la lgula, una estructura
membranosa, transparente, que se divide en fragmentos irregulares. La limina delgada,
paralelinervia, con un nervio central fuerte, en la base enscguiia del cuello, presenta dos
dreas triangulares a ambos lados del nervio central, estas reas son méds transparentes y
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delgadas que el resto y su forma es una caracteristica distintiva de cada cultivar. Las hojas
son verdes en diferentes tonos, purpireas o con bandas de diferentes colores.

La inflorescencia es una panicula, lo mis [lamativa de ésta son los pelos largos y
sedosos que salen de la base de las espiguillas, éstas Gltimas se insertan en pares en las
ramillas (primarias, secundarias, terciarias); una espiguilla es sésil, la otra lleva un pedicelo
corto. Es frecuente la carencia de polen frtil o el desarrollo defectuoso del gineceo y en
consecuencia se impide la formacién normal de frutos (la forma comin de propagacion es
la vegetativa). El fruto o cariépsis cuando se desarrolla es muy pequefio, de 2-3mm de
largo, elipsoidal y amarillento (INEGI, 1991).

En México, ¢l cultivo de cafia de aziicar ocupa el cuarto lugar en importancia
econdmica, después del mafz, frijol y sorgo. La superficic sembrada es de un poco més de
600,000 hectireas, con una produccién de casi 45,000,000 de toneladas al afio (Tabla 4). La
zafra del periodo 2000-2001 produjo 4,923,000 de toneladas de azicar y se molieron
44,977,000 de toneladas de cafia (Quintero-Ramirez, 2001).

Diatraea saccharalis.

La cafla de aziicar es atacada por diversas plagas, y entre ellas Diatraea saccharalis,
el barrenador de la cafta de azicar, es una de las plagas més importantes de esta graminea.
No hay duda alguna de que cuando Colén llegé al Nuevo Mundo ya este insecto existia en
los diferentes paises de América, de donde es nativo (Pérez-Labour, 1981), tales como las
Antillas, América Central y Sudamérica (Davidson, 1992). Originalmente se alimentaba
exclusivamente de las gramineas silvestres, pero al infroducir y sembrar la cafia, prefiri a
esta nueva y dulce graminea como planta hospedera favorita (Pérez-Labour, 1981).
Algunas otras plantas hospederas que con frecuencia son dafiadas gravemente, son el maiz,
gorgo, arroz y algunos pastos silvestres. El dafio se debe a que las larvas cavan galerias
dentro de los tallos, lo que reduce el crecimiento y debilita Ia planta, hasta ¢l punto en que
algunas pueden quebrarse o morir, especialmente con vientos fucrtes. Bésicamente el dafio
a la cafia de azicar causado por D. saccharalis se caracteriza por el corazén muerto en las
plantas jovenes, punta muerta en las plantas mds vicjas, tallos rotos, pérdida de peso en
azicar y dafio a la cafia que se utiliza para semillas (Davidson, 1992).
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Los barrenadores de la cafia de aziicar invernan como larvas en las galerias de la
planta hospedante. Las larvas completamente desarrolladas tienen unos 25 mm de longitud
y son de color amarillo pélido a blanco con manchas color castafio, aunque en el invierno
estas manchas estdn casi ausentes y el color amarillo es més intenso. Cuando la temperatura
aumenta en la primavera se vuelven activas y extienden sus galerias hacia la superficie de
la planta hasta que la cubierta de tejido restante ¢s muy delgada. Las larvas pasan por 6 6 7
instares y barrenan verticalmente los tallos, despwés de 20 a 30 dfas de alimentacién se
completa el desarrollo de las larvas y sigue la pupacién. Las pupas miden aproximadamente
18mm y tienen numerosas proyecciones 0 pelo en el drea abdominal Los adultos emergen
entre 7 y 9 dias después. Las palomillas son de color paja, ticnen una envergadura de
25mm, sus alas estdn marcadas con puntos negros y tienen un arreglo en “V”, emergen del
interior de los tallos. Tras aparearse las hembras, depositan sus huevos sobre las hojas de
las plantas Estos huevos estdn cubiertos, son de color crema, ovales y aplanados, se
encuentran en filas o en racimos con un promedio de 25 6 més por masa. La eclosién ocurre
en 4 a 9 dias. Las diminutas larvas se alimentan al principio de las hojas o del verticilo y
después barrenan en los tallos. Al final de 20 a 30 dfas se completa ¢l desarrollo de las
larvas, después sigue la pupacion y prosigue la siguiente generacidn. Existen 4 6 §
generaciones al afio en zonas templadas. En el campo, el ciclo de vida dura de 30 a 45 dias.
Pocos barrenadores logran pasar el invierno si prevalecen condiciones de baja temperatura
Y lluvias copiosas, las cuales afectan a los barrenadores durante el perfodo de eclosion. Las
heladas tardfas y los periodos prolongados de clima seco también afiectan a los barrenadores
(Davidson, 1992; Legaspi ef al., 1984).

Existen varias especies de Diatraea, entre ellas se encuentran: D. grandiosella
(Dyar) que es el barrenador sudoccidental del maiz, este insecto es nativo de México, pero
s¢ ha dispersado a los estados del Cinturén del Maiz en Estados Unidos, D. crambidoides
(Grote) es el barrenador del tallo del maiz del sur y también ataca al sorgo y otros pastos
relacionados, D. considerata (Heinr) se localiza en México (Sinaloa y Las Huastecas), D.
saccharalis (F.) es nativo de las Antillas, América Central y Sudamérica y es la plaga
principal de la caBa de azicar (Davidson, 1992). La distribucién de las especies de
Diatraea que se encuentra en México se muestra en la Fig 1.



“erayed ugroonpod ap

SBAIR UD SEX3 ], 9P I[[BA [2 A 0IIXPIN UD pav4iv1(] 3p sAdadsa sesiaAIp ap eonypid0ad ugroezifeso] | ‘81

YOIdANY )40

duagce Op WS ()
[Pto1aes ugtonposd op vary

DuUOIuy

{
UILINN © owsopen

5ajuapadaiuy

D]24D5) SDSOY DIIDI DJUIN

41



Ninfa Maria Rosas Garcla Antecedentes

Los reportes encontrados hasta la fecha indican que las plagas de Diatraea sp. son
combatidas con quimicos o bien con control bioldgico utilizando parasitoides. El
parasitismo se define como €l niimero de hospederos que producen progenie del parésito o
el mimero total de hospederos atacados. La introduccién de este tipo de control involucra
una serie de eventos independientes que incluyen colonizacién y dispersién en un nuevo
hébitat y hallazgo y utilizacidn del bospedero para el incremento de la poblacién de los
parésitos (Wiedenmann y Smith, 1993). Existen algunos factores que afectan el nivel de
control alkcanzado por los parasitoides como son: densidad del pardsito, densidad del
hospedero, &rea de blisqueda, presencia de qufmicos que modifican la conducta, métodos de
liberacién o dispersién, calidad del pardsito, uso de insecticidas en o los alrededores del
érea de liberacién y especies parésitas (Mertz ef al., 1995). Un requisito importante para la
colonizacién en el campo es la determinacién de la compatibilidad fisiologica entre el
hospedero y el enemigo natural de nueva asociacién (Wiedenmann y Smith, 1995).

Cotesia flavipes, hymenbptero de la familia Braconidae (Mcagher et al, 1998),
{Wiedenmann y Smith, 1995), ha sido producido a nivel de laboratorio en pequetia escala y
utilizan del tercer al sexto instar de D. saccharalis como hospederos, la encapsulacién del
pardsito y la muerte del hospedero es causada por la asociacidn no co-evolucionada entre
un parésito del Viejo Continente y un hospedero del Nuevo Mundo (Weidenmann ef al.,
1992). Cotesia chilonis (Wiedenman y Smith, 1995) también ha sido utilizado en el control
de esta plaga, otros hymendpteros de la familia Trichogrammatidae como es Trichogramma
pretosium se utiliza actualmente en México comra D. saccharalis (Canale, 1998),
Trichogramma brassicae se ha utilizado contra otros micmbros de la familia Pyralidae
como Ostrinia nubilalis (Mertz et al., 1995) y Trichogramma minutum se usan contra
lepiddpteros en general en frutales (Canale, 1998).

Se ba observado parasitismo en D. crambidoides de Macrocentrus cingulum, ¢l cual
es un hymendptero de la familia Braconidae, mientras que en D. grandiosella no se ha
observado ningim tipo de parasitismo, en este caso se ha observado més bien que aislados
de Bacillus, Beauveria, Enterococcus, Nosema, Pseudomonas y Serratia han sido
patogénicos a D. grandiosella bajo condiciones ambientales controladas y con la excepcion
de B. bassiana, el cual ya se ha fornmlado contra D. saccharalis (Sénchez et al., 1992)
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todos éstos son patégenos nuevos para las especies de Diatraea (Inglis et al,, 2000). Otra
de las alternativas més viables al uso de insecticidas para el control de esta plaga, es el uso
de plantas resistentes. Para D. grandiosella y D. saccharalis se han probedo lineas
experimentales de maiz, derivadas de un programa de retrocruzas. La bese qufmica de este
maiz resistente se ha identificado como Maysina, que es uma C-glucosil flavona y
compuestos relacionados (4cido clorogénico, apimaysina y 3’-metoximaysina) que confiere
resistencia mediante I inhibicién del crecimiento larval (Abel ef al., 2000).
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MATERIALES Y METODOS

Implementacién de la Cria de D. saccharolis.

La cria de D. saccharalis fue establecida utilizando la misma dieta artificial
reportada para ITrichoplusia ni (Shorey, 1963), con algunas modificaciones en los
ingredientes que consistieron en la adicidn de 18 g méds de azicar y 12.5 g mds de agar.
Debido a la larga duracién del ciclo larvario, fue necesaria la transferencia a dieta fresca a
partir de la mitad del ciclo, para ¢l buen desarrollo de las larvas. Las pupas fueron
recolectadas manualmente (Fig. 2A) y colocadas en copas de plistico dentro de cubetas
tapadas con gasa, para la emergencia de los adultos (Fig. 2B). Los adultos se transfirieron a
cubetas forradas con pldstico en la parte interior y tapadas con gasa (Fig. 2C). Para la
alimentacién de los adultos se utilizaron copas rellenas de algodén impregnado de una
solucién de agua con azicar al 15%, las copas se cubrieron completamente con plistico y
s¢ les hicieron 4 perforaciones en la parte superior, de las cuales se extrajeron porciones de
algodén para que los adultos se alimentaran (Fig. 2D). Las hembras ovipositaron sobre el
plistico de la cubeta o de la copa, facilitando de esta manera el desprendimiento de los
huevecillos. El plistico se raspé suavemente con una espitula para desprender los
huevecillos y se colocaron en un colador para lavarse con agua corriente durante unos 3
minutos. Una vez secos los hucvecillos se colocaron en la base de una copa (Fig. 3A), ka
cual & su vez fue colocada en una copa con dieta y tapada hasta antes de la eclosién de las
larvas con tapa de cartén, es decir, hasta la etapa de cabeza negra; posterior a la eclosion se
utilizaron tapas de plastico (Fig. 3B). Las larvas nconatas se transfirieron a copas con dicta
fresca, colocando de 10 a 15 larvas por copa (Fig. 3C). Para el mantenimiento de la colonia
s¢ utilizaron 400 larvas, este niimero se incrementé segin el nimero de larvas necesarias
para la realizacion de los bioensayos (Fig. 3D).

Obtencién del complejo espora-cristal.

Se utilizaron 12 cepas de B. thuringiensis HD y nativas de la coleccion del
Departamento de Microbiologia ¢ Inmunologia de la F.C.B., las cuales fueron: HD-2
var.thuringiensis, HD-9 var, enfomocidus, HD-29 var. galleriae, HD-37 var. dendrolimus,
HD-59 var. thuringiensis, HD-73 var. kurstaki, HD-133 var. aizawai, HD-137 var. aizawai,
HD-551 var. kenya, GM7 var. aizawai, GM1Q var. aizawai y GM34 var. kurstaki. La
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obtencidn del complejo espora-cristal se realizé por el método de Iactosa-acetona
(Dulmage, 1970).

Las cepas se activaron durante 18 h en tubos con agar inclinado a pH 7.0, se
tomaron varias asadas para mocular 50 ml de caldo triptosa fostato (CTP) contenido en
matraces Erlenmeyer de 250 ml, los matraces estuvieron en agitacion a 200 rpm, a 30°C
por 18 h. Del medio CTP se tomé 1 ml ¢l cual se inoculé en 100 ml de medio a base de
melaza (melaza 20 g/, harina de soya 20 g/l, liquido de remojo de mafz 10 g/l y carbonato
de calcio 1 g/I) a pH 7.0-7.2, en matraces Erlenmeyer de 1000 ml con agitacién a 200 rpm y
30°C. Los cultivos fueron monitoreados hasta observar un 80% de esporulacidn, en este
punto se detuvo la fermentacion y se ajusté el medio a pH 7.0. Para la recuperacidén del
complejo espora-cristal, el medio de cultivo se someti$ a centrifugacién a 10,000 rpm por
30 min y se determin$ el peso del precipitado mediante la siguiente ecuacién: PP = P,-Py,
donde P1 (peso 1) correspondid al peso del bote mds el medio de cultivo, P2 (peso 2)
correspondié al peso del precipitado en el bote, descartando el sobrenadante y PP (peso del
precipitado) correspondié al peso del precipitado obtenido de la diferencia de los pesos.
Para obtener ¢l volumen de lactosa al 5% necesario para la coprecipitacién, el PP se
multiplicé por un factor de 1.71 y al volumen obtenido de lactosa se le sumb el PP, de esta
manera se obtuvo ¢l volumen total, esta cantidad se nmbtiplic por un factor de 3.34 para
obtener el volumen de acetona necesario para la coprecipitacion, segin lo reportado por
Dulmage (1970). El precipitado se coloct en un vaso de precipitado con los volamenes de
lactosa y acetona en agitacién durante 30 min, posteriormente se dejé reposar por 10 min.
Toda la mezcla se filtré en un matraz Kitasato utilizando papel Whatman #1, el precipitado
se lav6 con 3 volimenes de acetona. El filtrado se dej6 secar y se molié finamente con un
mortero y se guardd en frascos herméticos hasta su utilizacidn.

Bioensayos de tozicidad contra larvas de D. sacchkaralis.

El complejo espora-cristal (extracto) obtenido de cada una de las cepas, se utiliz) en
bioensayos de toxicidad contra larvas de dos dias de edad de D. saccharalis Las dosis
utilizadas fueron de 50 y 500 pg del extracto de B. thuringiensis por ml de dieta Con el
txtracto se prepard una solucién stock utilizando 250 mg aforados a 50ml de agua destilada
Para obtener una solucién con una concentracién de 5000 pg/ml De esta solucion se
tomaron 12.5 ml los cuales se incorporaron a 112.5 mi de dicta para obtener la
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concentracién de 500 pg/ml de dieta y 1.25 ml + 11.25 ml de agua destilada se
incorporaron a 112.5ml de dieta para obtener la concentracién de 50ug/ml de dieta. Por
cada copa del nimero cero con dieta artificial para cada dosis, se transfirié una larva de dos
dias de edad, cerradas con tapa de plstico y colocadas en bolsas de papel, se incubaron a
28°C y 65 £ 5% de H.R. Se probaron un total de 75 larvas para cada dosis y extracto de B.
thuringiensis. Como controkes se utilizaron copas con dieta sin extracto de B. thuringiensis.
La mortalidad se registr$ a los 7 dias. Se seleccionaron aquellas cepas que presentaron una
actividad toxica arriba del 50% con la dosis de 50ug/ml

Deteccion de gemes crylAa, crylAb, crylAce, crylB y crylC de las cepas de
Bacillus thuringiensis mediante andlisis de PCR ¢ inmunodeteccién de proteinas Cry.

Se utilizaron las cepas de B. thwringiensis, que resultaron téxicas contra D.
saccharalis y dos cepas adicionales como controles, estas cepas se mantuvieron en agar
nuiritivo hasta su utilizacién

La identificacién de los genes crylAa, cryl Ab, cryl Ac, crylB y cry1C fue realizada
utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), de acuerdo a lo reportado por
Cerdn y col. (1994).

Las cepas de B. rhuringiensis se dejaron crecer por 12 h en agar mutritivo,
posteriormente una colonia se transfirié a 0.1 ml de agua mQ estéril en un tubo eppendorf
de 600 pul de capacidad, la suspension fue agitada y colocada en un bafio de agua por 10
min para lisar a las células. El lisado resultante se centrifug6 brevemente (10,000 rpm, 10 s)
para, posteriormente tomar la muestra conteniendo el DNA. A un tubo de reaccién de PCR
de 200 pl se agregaron 5 pl del buffer de reaccién + Mg?*, 1 pul de cada uno de bos
iniciadores (primers) y 2 ul en total de los cuatro desoxinucle6tidos trifosfato 2.5 mM, la
muestra de DNA se agregd en cantidad suficiente para completar un volumen de 49.5 pl,
estd mezcla se calenté a 94°C por 2 minutos, posteriormente se agregaron 0.5 pl de la
enzima Tag DNA polimerasa de SU/ul, para tener un volumen total de 50 pl La
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR (Modelo
System 2400) con un programa de 25 ciclos, con un paso inicial de 94°C por S min y un
ciclo constante de desnaturalizacién a 94°C por 2 min, anillamiento a 55°C por 2 min, y
una extensién a 72°C por 2 min y un paso de extensién adicional a 72°C por 7 min. S¢

utiliz$ una cepa control para probar los juegos de iniciadores (primers). Los productos de I
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amplificacién se sometieron a un anilisis electroforético utilizando gel de agarosa al 3% en
buffer TAE 1X. De 10 a 13 pl de los productos de amplificacién se mezclaron con 2 pl de
una mezcla de azul de bromofenol y xilencianol y se colocaron en el gel. La electroforesis
se corrid a 100V por 45 min. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio por 2 a 5§ min
y revelados con huz ultravioleta. Las fotografias se tomaron con una cémara Fisher-Biotech
FB-PDC-34.

La inmunodeteccion se realiz6 de la siguiente manera: Las cepas se inocularon en
cajas petri con agar CCY e incubaron a 20°C hasta la esporulacién (3-4 dias). Una vez
comprobada la produccién de los cristales caracteristicos, el cultivo se lavd y pasteurizd a
70°C por 30 min. La mezcla de esporas-cristales se lavd a 7000 Xg con NaCl IM. El
precipitado se lav6 dos veces con uns solucion de NaCl IM y EDTA 5§ mM frio. Para la
solubilizacién y activacién de las toxinas se resuspendié el precipitado en un buffer de
carbonatos (Na;COs 50 mM; NaCl 0.1M; DDT 10 mM) pH 11.5 durante 2 h en agitacién
constante 8 temperatura ambiente. Se centrifugé a 14,000 Xg y se decant6 para obtener el
sobrenadante. Al sobrenadante se le determind la concentracién de protefnas. El producto
de la digestién fue observado en geles de poliacrilamida-SDS al 10%. EI producto de la
reaccion 9e almacend para su uso posterior.

Las toxinas de las diferentes cepas se someticron a ensayos de immunodeteccién
para saber el tipo de toxina que sintetiza cada una. Se utilizaron los antisueros antiCry1Ac,
que reconoce CrylAa, Cryl Ab, CrylAc y el antiCry1B. El proceso se realiz6 de acuerdo a
lo reportado por Iracheta (1999).

Determinacién de ln CLy y TLe

Las cepas que presentaron una actividad t6xica arriba del 50% con la dosis de
50pg/ml se sometieron a un nuevo bioensayo utilizando 8 concentraciones para determinar
la concentracién letal media. Las concentraciones utilizadas fueron: 10, 15, 20, 25, 35, 55,
65, y 100pg/ml y los bioensayos se realizaron de la manera antcs mencionada, los
resultados obtenidos se sometieron al método estadistico Probit. En los bioensayos de
toxicidad con las dosis de SO y 500 pg/ml, la mortalidad se registré diariamente durante 7
dfas para determinar el tiempo letal medio.
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Propagacibm de Ia cepa efectiva y obtemciém del extracto a nivel de
fermentador.

La cepa seleccionada como més efectiva fue propagada en 6 biomreactores New
Brunswick Sc. Co. de 14 litros de capacidad con 10 litros de medio a base de melaza. Los
parémetros de fermentacién que se utilizaron fueron: 1% ndculo, temperatura de 30°C, pH
7.0, 1vvm de aereacidn y una agitacién de 500 rpm (Galin-Wong, 1993). La adicién de
HCl al 10% o de NaOH al 10% para regular el pH, asl como el antiespumante al 20%, se
realizb manualmente. Las fermentaciones tuvieron una duracién aproximada de 34 horas
cada una. La observacién microscépica del cultivo hasta llegar a la fase de esporulacién del
80% se realizd cada 4 horas y a partir de las 24 h se realiz6 cada hora. El extracto se obtuvo
por el método de lactosa-acetona (Dulmage, 1970).

Elaboracién de formulados gramulsres para biocasayos de preferencia
alimenticia

Los formulados granulares se elaboraron a base de Capsul® (almidén de mafz
modificado) gelatina bovina y pectina de limén. Los fagoestimulantes utilizados fueron
Coax® (fagoestimulante comercial), aziicar (sacarosa) y cafla de azcar en polvo (Fig 4A).
La cafia de aziicar se deshidrat en un homo de tiro forzado a 50°C por 3 dfas y después se
molié en un molino de perlas durante 24 h para obteneria como polvo fino. En total se
hicieron 12 tipos de grénulos. Los formulados a base de Capsul® se elaboraron mezclando
50 g del polfimero con y sin fagoestimulante al 4% + 25ml de agua destilada (por cada 50g
de polimero), los formulados de Capsul®-gelatina y Capsul®-pectina se elaboraron
mezclando los polimeros a razéa de 1:1 con y sin fagoestimulante al 4% + 25 ml de agua
destilada (por cada 50 g de polimeros), todas las mezclas se incorporaron con una espétula
hasta la aperiencia de sélido con forma de miga, las mezclas que contenian Capsul® como
nico polimero permanecieron en forma de pasta himeda. Las mezclas (excepto las de
Capsul®) se pasaron a través de una criba con maila nimero 6 para eliminar las particulas
més grandes y hacer uniforme el tamafio de los grimulos, sc colocaron en moldes de
aluminio recubiertos con papel encerado y se desecaron en un horno de tiro forzado a una
temperatura de 40 a 45°C por 24 h. Una vez desecadas, las mezclas de Capsul® se
molieron con un mortero, mientras que el resto de las mezclas se desmoronaron
manualmente Figs. 4B, C, y D). Los grémlos obtenidos se almacenaron en botes de
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plistico herméticos a temperatura ambiente para su uso posterior. La Tabla 5 muestra los
soportes obtenidos de la combinacién de polimeros y fagoestimulantes.
Bioensayos de prefereacia alimenticia.

Los bioensayos de preferencia alimenticia se realizaron para determinar ¢l polimero
y el fagoestimulante mds aceptados por D. saccharalis. El bioensayo de preferencia
alimenticia se realiz por ¢l método de dos alternativas descrito por Bartelt y col (1990),
para el cual se elaboraron formulados granulares sin extracto de B. thuringiensis.

Para el bioensayo se utilizaron cajas de petri desechables de 5 cm de dismetro con
el fondo cubierto con una mezcla de pasta de parfs y carbdn activado en proporcién 15:1.
En cada caja se depositaron en sitios opuestos 0.2 g de grinulos a comparar. Un total de 66
pares de grinulos se compararon (Fig. 5). Como control se utilizaron trozos de 0.2g de cafia
de aziicar fresca (Saccharum officinarum) los cuales s¢ enfrentaron contra todos los
granulos Se realizaron 5 repeticiones para cada comparacion. En cada repeticién se
trasfirieron 10 larvas de dos dias de edad de D. saccharalis a las cuales se les permitié
alimentarse durante 16 h a 28°C. en completa oscuridad. Al término de este periodo las
cajas de petri se congelaron a -30°C y el niimero de larvas sobre cada sitio se registr6. Los
resultados fueron analizados por ANOVA y prueba de Tukey para comparacién de medias
con una P<0.05.

Elaboraciba de los formuindos granulares y asperjables a base de B
thuringiensis para bioessayos de aboratorio

Segim los resultados obtenidos en los bioensayos de preferencia alimenticia se
desarrollaron formulados granulares y asperjables con el polimero y el fagoestimulante més
aceptado por D. saeccharalis. usando B. thuringiensis al 3, 7, 10% para prucbas de
laboratorio. Para la elaboracién de los formulados granulares se siguié la misma
metodologis que se utilizd para la elaboracién de los formmulados granulares en los
bioensayos de preferencia alimenticia, considerando en este caso la adicién de B.
thuringiensis a las concentraciones mencionasdas, Para la elaboracién de los formmlados
asperjables se utiliz6 el método reportado por Luna Seantillana (1998). Se hicieron las
soluciones acuosas con los polimeros correspondientes, en las cuales se dispersé el
fagoestimulante y el extracto de B. thuringiensis y se secaron utilizando un secador por
aspersibon. La Tabla 6 muestra las cantidades utilizadas en ks formulaciones. Las
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condiciones del secador por aspersién fueron: temperatura de entrada de 130-145°C,
temperatura de salida de 70 a 90°C, presién de 3.4-4.4 kp/cnr’, resistencia de 4-6 y flujo de
7 212 ml/min.

Determinacién de Ia actividad téxica de las formulaciones contra D. saccharalis
2 nivel de laboratorio.

Una vez obtenidos los formulados, se realizaron bioensayos en laboratorio para
determinar la retencion de la actividad toxica de B. thuringiensis. Para los formmlados
granulsres se utilizd el método reportado por Dunkle y Shasha (1988), para ello se
utilizaron cajas de petri desechables de 5 cm de didmetro con ¢l fondo cubierto con una
capa de pasta de parfs y carbén activado, se colocaron en el centro 0.2 g del formulado
dejando humedecer por espacio de 1 hora, posteriormente se colocaron 20 larvas de dos
dfas de edad y se les permitié alimentarse sobre el formulado por 24 h. Para cada formulado
se hicieron 5 repeticiones, después de las 24 horas de exposicion a los formulados, se
determind el porcentaje de mortalidad y se seleccionaron 5 larvas sobrevivientes de cada
caja (25 en total pera cada formulado) las cuales se transfirieron a copas individuales
conicniendo dicta artificial se determind la mortalidad a los 7 dias. Los formulados
asperjables fueron reconstituidos en agua estéril para incorporarse a la dicta artificial de D.
saccharalis ajustando las 3 concentraciones de los formulados a la dosis 50 pg/ml El
bioensayo fue realizado siguiendo la metodologia antes descrita para los bioensayos de
toxicidad de los extractos de B. thuringiensis.

Microscopia electrémica de barrido.

Los formulados granulares y asperjables, asf como los cristales y esporas de las §
cepas toxicas fueron fotografiados de la siguiente manera: Se utilizaron bases cilindricas de
alwninio, con un cubreobjetos cortado a la medida, en su superficie. Las muestras ahi
colocadas se recubrieron con oro en un recubridor idnico de capa fina. La observacion fue
realizada en un microscopio electrénico de berrido JEOL JSM-35C y se utiliz una pelicula
Polaroid Polapan Pro100 S4. Las muestras fueron sometidas a este proceso para determinar
su forma y tamafio y en el caso de los formulados, la textura y encapsulamiento.
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Pruebas de Campo

Las prucbas de campo se realizaron en una parcela con cultivo de cafia de azicar
Saccharaum officinarum, variedad MEX-801410, ubicada en la localidad de La Escalera,
sumicipio de Ameca, Jalisco, la cual se encuenira a 1,300 msnm. E) experimento se realizé
durante los meses de mayo a agosto de 2001, para evaluar la efectividad bioldgica de las
formulaciones a base de la cepa GM34 de Bacillus thuringiensis var. kurstaki,

La unidad experimental estuvo constituida por 10 surcos de 12 m con 1.2 m de
distancia entre surcos. El érea total por tratamiento fue de 672 m’ y ¢l experimento tuvo un
érea total de 6,720 or’ . Los tratanmientos aplicados se muestran en la Tabla 7.

Muestreo para In selecciéa del drea del experimento

Se tomd una muestra de 25 cafias individuales en un lote de 1 ba, tomando de cada
10 surcos una muestra de 6 caflas al azar, eliminando los efectos de orilla. Este muestreo se
realizb en lotes que ya presentaban los canutos formados. Si las cafias tenfan ya formada la
seccién 8-10, se cortaba la planta completa y si era menor de 9 meses, se cortabe la parte
superior a la mitad del tallo.

Las muesiras obtenidas fueron revisadas cuidadosamente, pera buscar larvas recién
eclosionadas presentes en las hojas jévenes o en la insercién de éstas con el tallo. También
se buscaron sefiales de dafio reciente (lesiones frescas o hoces que implicaran la presencia
de larvas), perforaciones recientes. Con cualquiera de éstos indicadores de la presencia de
larvas penetrantes fue considerada esa cafia como infestada. El indice de infestacion se
obtuvo registrando el total de la muestra como el 100%. La localidad donde el indice de
infestacién fue del 20% o mayor, se considerd adecuada para realizar las aplicaciones.

Momeato de ka aplicacién.

Las aplicaciones de las dosis insecticidas fueron realizadas cuando la poblacién de
barrenadores se encontré en estado de “larva penetrante”, esto es, en primer y segundo
instar, antes de que penctre los tallos. La cantidad de aplicaciones fue dependiente del
nimero de generaciones evaluadas en el experimento. Los formulados asperjables fueron
aplicados al follaje con aspersora de tiquidos y los formulados granulares fueron aplicados
con saleros, segiin la dosis correspondiente a cada unidad experimental (Fig. 6). Los
tratamientos se sortcaron en las parcelas y todas las aplicaciones se realizaron segtn el
croquis obtenido (Fig. 7). El 4rea donde fue establecido el experimento fue seleccionado en
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funcidn de la cantidad de larvas obtenidas en los muestreos. Se obtuvo informacion de la
densidad de poblacién plaga en el cultivo antes del establecimiento del experimento.

Muestreo y tamafio de muestra,

El muestreo para determinar ¢l nivel de infestacién inicial de larvas fue realizado
sin periodicidad fija en diversas localidades y sirvid para conocer las condiciones de
infestacién larval mas uniforme pera el establecimiento del experimento. Una vez que fue
establecido ¢l experimento y aplicados los tratamientos, se realizaron muestreos para
evaluar el efecto de las dosis de B. thuringiensis en la densidad poblacional de larvas. La
aplicacién fue realizada cuando ls poblacién de larvas se encontré como “larva penetrante”
esto es, en el exterior del tallo.

El tamafio de muestra utilizado pera los muestreos de dafio y de larvas se definié de
acuerdo a los resultados del muestreo para determinar el nivel inicial de infestacién de
plaga antes de la aplicacién y también por los resultados del primer muestreo después de la
aplicacién de los tratamientos. Se buscd dentro de cada unidad experimental sintomas
externos de dafio provocado por barrenadores en los tallos. Los tallos dafiados de cada
unidad experimental fueron partidos en forma longitudinal y se observaron los dafios.

Como perémetros de medicién fueron cuantificados para este estudio los siguientes
aspectos; fitotoxicidad al cultivo, cuantificacién de poblaciones plaga de barrenadores
cuantificacién del dafio en tallo y follaje y cuantificacién de la fenologia de la planta

Evaluscién de Is fitotoxicidad al cultivo.

La fitotoxicidad fue evaluada de acuerdo al ntmero de plantas sanas y con sintomas
de daflo, emergidas en toda la poblacién de cada unidad experimental, al 1° y al 5° dia
después de la aplicacién del bioinsecticida. Para determinar el grado de fitotoxicidad, se
aplico la escala de puntuacion propuesta por Ia European Weed Research Society (EWRS)
(Tabla 8). Para indicar que no existe efecto fitotéxico al cultivo, se consideré un valor de
aceptabilidad méximo de 4. Esto es, de ocurrir un valor de aceptabilidad mayor a 4.0, se
conchuiré que el producto es fitotdxico al cultivo.

Evaluacion de las poblaciones de barrenadores.

El tamafio de muestra consistié en revisar todos los tallos con sintoma de dafio por
barrenadores en 5 cepas dentro de cada unidad experimental. Los tallos muestreados en
cada unidad experimental fueron disectados longitudinalmente y se cuantificaron las larvas
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encontradas por especie a nive] de tallo y de entrenndo, los registros de poblaciones fueron
tomados a los 5, 38 y 64 dias después de la aplicacién de los tratamientos.

Evaluacién del dafio ocasionado por los barresadores.

En cada una de las unidades experimentales, fueron cuantificadas las cepas que
contenian tallos cosechables dafiados por barrenadores, esto es, el “corazdén muerto”, Se
tomaron tallos (uno por cepa) en plantas con competencia completa, que fueran tfpicas de la
parcela experimental.

Para evaluar los dafios en cada unidad experimental del experimento, fueron
realizados muestreos 2 horas antes de la aplicacién de Jos tratamientos y a los 5, 38 y 64
dias de la aplicacién y se evalud el niimero de cepas con tallos dafiados. A las cafias
muestreadas se les realizé un corte longitudinal para spreciar con precision los canutos
dafiados tanto por la mordedura directa de la larva, asi como por la coloracién roja que
produce la toxina del muermo rojo Physalospira tucumanensis, siempre que ésta sea
producida por el dafio del barrenador. (Fig. 8).

Registro de la fenologia de I planta.

Durante el periodo del experimento, se cuantificé el desarrollo fenolégico del
cultivo en relacién a: altura de planta y mimero de tallos cosechables.

Andlisis estadistico

Para analizar estadisticamente los resultados s¢ wutiliz6 un disefio de bloques
completos al azar. Cada tratamiento fue repetido 4 veces. La informacién obtenida fue
sometida a un andlisis de varianza para detectar diferencias debidas a los tratamientos.
Cuando el andlisis detectd diferencias significativas s¢ utiliz6 la técnica de contrastes
ortogonales para diferenciar efectos de los tratamientos y grupos de tratamientos (Tabla 9).

53



Ninfa Maria Rosas Garcia Materiales y Métodos

Fig 2. Proceso de cria artificial masiva de Diatraea saccharalis.

A) recoleccién manual de pupas de Diatraea saccharalis, B) mantenimiento de las pupas
hasta la emergencia de los adultos, C) transferencia y mantenimiento de los adultos, D) copa
de alimentaci6n con solucién de azicar para los adultos.
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Fig. 3. Proceso de cria artificial masiva de Diatraea saccharalis.

A) masas de huevecillos recolectados mediante raspadura, B) masas de huevecillos en estado
de cabeza negra, C) eclosi6n de huevecillos y larvas neonatas alimentindose a partir de la dieta,
D) cria masiva de Diatraea saccharalis.
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Fig. 4. Elaboracién de formulados granulares.

A)de izquierda aderecha y de arriba a abajo, polfmeros de gelatina, pectina y capsul,
fagoestimulantes, coax, azicar y cafia de azicar deshidratada, B) mezcla de ingredientes
secos, C) mezcla con agua para formar un sélido con forma de miga, D) grénulos obtenidos
después del secado en horno de tiro forzado.
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Fig. 5. Cajas de petri mostrando la colocacién de los grdnulos para la realizacién de
los bioensayos de preferencia alimenticia.
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Fig. 6. Aplicacién del bioinsecticida en forma asperjable y granular en cultivo de caiia de aziicar.
A), B) y C) aplicacién con aspersora; D), E) y F) aplicacién con salero.
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RESULTADOS
Establecimiento de la cria masiva de D. sacchkaralis.

El establecimiento de la cria de D. saccharalis dio como resultado una cria masiva,
suficierde para la realizacibn de bioensayos a mivel de laboratorio y de campo. Las
modificaciones realizadas a la dieta de T. ni aumentaron grandemente la produccién de
larvas de D. saccharalis. Con la dicta, las condiciones de humedad, temperatura y
fotoperiodo que se emplearon, se logré acortar el tiempo de generacion de 43 dias (Legaspi
et al., 1984), a 30-35 dias, o que permitid tener una geperacién por mes, facilitando la
realizacién de los bioensayos y este factor representd una gran ventaja comparado con las
poblaciones naturales que se presentan 4 6 5 veces al afio (Legaspi ef al., 1984), (Fig .9).

Bioensayos de toxicidad contra D. saccharalis.

En los bioensayos de toxicidad, se probaron 12 cepas de B. thuringiensis, con la
finalidad de seleccionar las cepas toxicas a D. saccharalis. En estos bioensayos se probaron
2 dosis del complejo espora-cristal, una baja de 50 pg/ml y una alta de 500 pg/ml. Las
mortalidades obtenidas en este experimento para ambas dosis se ruestran 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
seleccion 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 comparacién de medias por la prucba de Tukey, P<0.05. Estos snélisis
mostraron que no hay diferencia significativa en la mortalidad causada por estas 5 cepas
(F= 1.852, g= 4, P< 0.05). En la Fig.11 se muestra el dafio causado a las larvas de D.
saccharalis, Ias larvas control se observan sanas y con un crecimienio adecuado, rmientras
que por otra parte, las larvas expuestas a B. thringiensis murieron o bien se intoxicaron de
tal manera que dejaron de alimentarse y no se desarrollaron.
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Deteccién de gemes cryl Aa, cryl Ab, arylAc, crylB y crylC mediante andlisis de
PCR ¢ inmunodeteccion de proteinas Cry.

Se determmé la presencia de los genes cryl Aa, cryl Ab, crylAc, crylB y crylC en
todas las cepas téxicas. Estos resultados se esquematizan en la Tabla 11 y en las Figs. 12,
13 y 14. La cecpa se seleccionada, GM34, posee los genes cryl Aa, crylAb y arylAc. El
andlisis de inmunodetecci6n mostré que las 5 cepas téxicas sintetizan alguna de las
proteinas Cryl A y (micamente Ia 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 po se observd 1a proteina correspondicnte a este gen (Fig. 15).

Determinaciéa de Ia concentraciéa letal media y tiempo letal medio.

Los resultados obtemidos de los bioensayos en los cuales se utilizaron 8
concentraciones diferentes fueron sometidos al andlisis estadistico Probit y se muestran en
la Tabla 12. La cepa que presenté la menor CLsp (33.21 pg/ml) fue la GM34.
Adicionalmente se hicieron mezclas de los complejos espora-cristal de las cepas HD y GM
con la fmalidad de observar si disminufa la CLsg, ésta dismimuy$ con respecto a las Cls
individuales, pero no mejord con respecto a la CLso de la GM34. En la misms Tabla se
observa que la cepa GM34 es 3 veces mis téxica que la GM10, casi 3 veces més que la
GM7, 2.6 veces mas toxica que la HD-133 y 2 veces miés t6xica que la HD-551. El tiempo
letal medio para Ia 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 difcrencia
significativa (F= 24.6526, gF= 1, P<0.01). Sc observé también uma alta diferencia
significativa entre los fagoestimulantes utilizados en cada soporte. La cafia de azicar en
poivo fue el fagoestimulante m#s aceptado por las larvas, seguido por ¢l azicar y
finalmente por el Coax®, como se muestra en la Tabla 13.

La comparacion de medias mostrd que las formulaciones B3 y C3 son ampliamente
aceptadas por las larvas y las formulaciones & base de Capsul® (almidén de maiz
modificado) exclusivamente fueron las menos aceptadas por las larvas, Tabla 14 ,
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Determinacién de la actividad tézica de los formulados contra D, seccharalis a
nivel de laboratorio.

En funcién de los resultados obtenidos, se selecciond el soporte B3 y la cepa GM34
para elaborar el fornmiado 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 observd que la mortalidad se increment$ en todas las dosis, causando
hasta 81% de mortalidad con la dosis de 10%. La Fig. 17 muestra la mortalidad causada por
Jlos formulados asperjables en bioensayos de laboratorio, en este caso, cada una de las dosis
fue ajustada a una concentracién de 50 ug/ml. La mortahdad causada fue similar para las
tres dosis a Ias 24 horas, prescntado 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 comparacién con la causada a las 24 h.

Microscopia electrémica de barrido.

Las fotografias al microscopio electronico de barrido en la Fig. 18, mucsiran al
forrmiado asperjable en forma de grinulos ligeramente colapsados, de superficie lisa y se
observa un buen encapsularmento, 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 pequefios. 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 tamaflo, los cristales de la cepa GM34 miden 3.5 p + 0.27, los de ka HD-551
miden 4.5 p % 0.17, los de Ia 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 estuvieron 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 fucron consideradas como un compiejo para
efectos de la evaluacion.

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

Evaluacién de Ia fitotoxicidad.

La evaluacidn de la fitotoxicidad de las dosis de B. thuringiensis aplicadas al cultivo
fue realizada a las 24 h y a los 5 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 fitotdxico al cultivo.

Evaluacioa de dafios.

Los sintomas de la presencia de barrenadores de tallos son el secamiento de hojas
ubicadasenhpomiénmpabrdchphmadebidoahdwnmiénddmbtmnpﬁmrb,
tomséndose las hojas centrales de color pajizo (Bounet, 1983), en México este tipo de dafo
es conocido como “corazén muerto”. Este fue el criterio utilizado para ka seleccién del sitio
experhmmdyenbsmmsdelefeaodebsmmuosevahmdosmddaﬁombs
tallos. Los datos obtenidos en los muestreos de dafio fue sometido a un anslisis de varianza
y se observa en Ia Tabla 16.

La Tabla I7presentabspmmedbsdehsccpascondaﬁodebeﬂemdorpor
tratamiento. Se apreciathsnmyoracamidndesdeoepaconincidmciadedaﬁo
ocmicmnmhaapamichlddexpainnno,ma,ddhdehapﬁmciénysm
mEnMWabs38y&dhsm&hQMmhmﬁemh&
mﬂosdafhdosﬁlemuybaja,moocmﬁﬁmddebiloathinﬁemhpobhciomldc
barrenadores no se incrementd.

Alapﬁcarlatécnimdcoomnstesabsnatmiemoseldiudehaplicacién,cl
anéﬁs’sdevmiamhﬂicéthubodﬂbmﬁnmmmclwmdehdoshbaja
delwuc(3%)oomhsdos’nnndiayalmdelaspajnbbﬂle%)Tabhl&De
acmrdoconmeresuhadosepodr&vaqwhdosismsadeamdamapﬁcummnpo
mhhdosisnwdhdem&aspujabk,yaqw&eiglmlahdelmaspajahh
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Los tratamientos granulares tuvicron los niveles de dafio més altos, superando
incluso al testigo sin aplicacion. Al realizar contrastes entre los tratamientos granulares y
los asperjables hubo diferencias altamente significativas (contraste 3). También fue
significativo ¢l contraste entre los tratamientos con bese en los granulares, 3, 7 y 10%
conira ¢l testigo comercial (contraste 8) esto sc observa 5 dias después de la aplicacion,
Tabla 19.

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

El dafio causado en la cafia puede observarse en la Fig. 20 y el procesamiento de la
cafia s¢ aprecia en la Fig. 21.
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C D

Fig 11. Larvas obtenidas después de la realizacién de los bioensayos. En cada
una de cllas se 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

316pb 216 pb

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

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

Panel B) deteccion de crylAa. Carril 1, HD-133; 2, HD-551; 3, GM7; 4, GM10; 5, GM34.
Panel C) deteccion de cryl Ab. Carril 1, HD-133; 2, HD-551; 3, GM7; 4, GM10; 5, GM34.
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180 ph 180 pb

Fig 13. Deteccion del gen cryl Ac en diferentes cepas de B. thuringiensis txicas contra

D. saccharalis.
Panel A) carril 1. HD-1 para crylAc; 2, HD-73, para cryl Ac.
Panel B) carril 1. HD-133; 2, HD-551; 3, GM7; 4, GMI10; 5, GM34.
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1 2 1 2 3 4 5 6
367 pb 367 pb - -
L 4
130pb | = 130 pb -—
A B

Fig. 14. Deteccion de los genes crylB y crylC en diferentes cepas de B. thuringiensis
téxicas contra D. saccharalis..

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

Panel B) carril 1, HD-551; 3, HD-133; 4, GM7; 5, GM10; 6, GM34.
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1 2 34 56 7 8 9101112 I 2 3 45 67 8 91011 12

-

A

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12

Fig. 15. Perfil de proteinas e inmunodeteccién de la mezcla espora-cristal de las cepas
téxicas a D. saccharalis. Panel A) gel de electroforesis en poliacrilamida y deteccién con
poliantiCryl A. 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
poliantiCry 1 B. Carril 6, HD-551; 12, toxina cryB digerida.
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Fig. 18. Fotograffas al microscopio electrénico de barrido. A) y B) corresponden al formulado
asperjable al 10%. C) y D) comresponden 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 GMI10, y E) cepa GM7.
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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
apancién del muermo rojo Physalospira tucumanensis. 94
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Fig. 21. Cultivo de cafia de azicar y su procesamiento. A) caiia 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 I 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 producidas pueden ser cuantiosas,
considerando que arriba del 15% se cataloga como grado de infestacién alto. Su combate ha
representado uno de los principales problemas, debido a que casi Ia totalidad del periodo
larval lo pasa en el interior de los tallos de la caffa, protegiéndose de esta manera de las
condiciones climéticas y de los insecticidas. A través de los Gltimos 40 aflos se han
realizado importantes esfierzos para encontrar altcrnativas 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 contima, lo que hace imprescindible una
cria masiva del insecto en estudio, en este caso D, saccharalis. La cria masiva que se
obtuvo en ¢l laboratorio proporcioné el mimero de larvas suficientes para todos los
bioensayos requeridos. Debido a que las condiciones para la cria fueron mejoradas, ya que
la adicién de una mayor cantidad de aziicar permitié que éstas se alimentaran més y una
mayor cantidad de agar mejord la consistencia firme de la dieta, facilitando la formacion de
los tineles, dentro de los cuales las larvas viven la mayor parte de su vida, se logrd obtener
una generacién al mes, lo cual proporciond disponibilidad del insecto para las pruebas
necesarias, ademdis representé una ventaja comparado con las poblaciones naturales que se
presentan 4 6 5 veces al aho (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 seleccionadas cinco, entre las cuales
no hubo diferencia significativa respecto a la mortalidad, pero la CLso fue variable y se
selecciond 1a de menor valor que en este caso correspondié a la cepa GM34.

Existe una relacién de Ia toxicidad con la presencia de los genes cry y las proteinas
queshncﬁnmoepahachtmhsecwapecfﬁcamemg,Algumsmmmponmth
toxicidad de cepas de B. thuringiensis hacia larvas de Diatraea, se debe a las toxinas CrylB
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(Bohorova et 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 Ia presencia de las esporas pudo aumentar Ia actividad de la toxina, asf como ya se
ha reportado en algunos otros imsectos (Miyasono ef al, 1994; Lin er al., 1998;
Karamanlidou ef al., 1991).

De acuerdo al andlisis genético realizado, las cepas con actividad toxica albergan
genes de los tipos crylA, crylB y crylC, Las cepas toxicas como la HD-133 y Ia GM10
albergan el gen crylC, 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 toxicidad de pucstras cepas posiblemente deriva de estos
genes, sin embargo no se determiné si la toxicidad deriva de los genes erylB o crylC
precisamente 0 es el resultado de Ia expresién de los genes crylA, ya que por lo menos 2
subtipos de este gen estdn presentes en todas las cepas téxicas. Arencibia y col. (1997)
(citado por Gonzhlez-Cabrera, 2001), indica que la cafia de aziicar transgénica expresa la
toxina CrylAb de B. thuringiensis y ésta tiene su accion sobre D. saccharalis, muestros
resultados estin més acordes con este reporte ya que Ias 5 cepas toxicas albergan genes
crylAb; por lo tanto la actividad t6xica de estas cepas puede provenir de este gen y no
necesariamente derivarse de la expresidn de los genes crylC o ¢rylB, esto puede
corroborarse en b cepa GM7, la cual alberga e] 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
Digtraea grandiosella, al ser muestro insecto del mismo géncro, es cuestionable si la
toxicidad de las cepas proviene de algim otro gen diferente a s que se detectaron, la
posibilidad queda abierta, sin embargo se considera que la toxicidad de estas cepas esth
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 adici6n 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 ingrediente 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 aceptacidn 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 utifizados en la elaboracién de los soportes afectaron en cierta proporcién la
ingestién por parte de las larvas, ya que ellas se alimentaron muy poco de los grénulos que
contenfan solamente Capsul® y prefirieron ampliamente los grénulos que contenian
gelatina y pectina combinados con el Capsul®.La cafia de azicar en polvo y el azicar
actuaron como fagoestimulantes en este estudio, pero el fagoestinmlante comercial Coax®
no mostrd los resultados esperados con D. saccharalis ya que el Coax® se ha reportado
como un fagoestimulante efectivo en diversas formulaciones utilizadas contra insectos
lepiddpteros (Bartelt er al., 1990; Ridgway ef al., 1996; Gillespie et al., 1994), sin embargo,
D. saccharalis tavo una respuesta mary baja hacia ] Coax®

El aziicar utilizado como fagoestimulante mostr$ una palatabilidad intermedia para
D. saccharalis. Bartelt y col. (1990), reportaron que la glucosa causa in incremento
significativo en la palatabilidad de las larvas de Ostrinia nubilalis , mientras que el follaje
de malz Fofilizado causé una actividad intermedia, Gillispie y col (1994) reportaron que
les larvas de Ostrinia nubilalis prefirieron las formulaciones que contenian hojas de
algodén, mientras que las melazas causaron una palatabilidad intermedia en este insecto,
sin embargo ambos autores concuerdan en que la formulacién més aceptada fue la que
inchifa Coax® como fagoestinmulanic En este estudio las larvas de D, saccharalis aceptaron
aquellos soportes que contenian cafia de azicar en polvo, el aziicar causb una palatabilidad
mtermedia, 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 mostrd los resultados
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esperados, porque fue el menos aceptado. Esto sugiere que diversos imsectos 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
seleccién de Ia formulacién més adecuada para facilitar la ingestién por la larva.

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

Ademis, Ia 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 seleccién del fagoestimulante va a depender en gran medida del
insecto y de sus habitos alimenticios.

Los formulados ya preparados en base a los polimeros, fagoestimulantes y cepa
adecuados fueron probados a mivel de Iaboratorio, 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 causd una mortalidad cercana al 100% con las
3 dosis, estos resultados alemtaron la continuacién de los estudios de estos fornmlados a
nivel de campo.

Las especies enconiradas en campo fueron Eoreuma loftini y D. considerata. Ante
E. Lofitini no se tiene 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 ¢n la mortalidad de las larvas y en Ia incidencia de dafios en tallos, por parte de
B. thuringiensis probablemente fue sobre Diatraea considerata solamente.

Uno de los factores midis importantes, en ¢l 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 ptimo ocurre cuando las
larvas pequeiias 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 ¢l éxito de esta formulacién, es que ficiimente recubre el follaje de la planta,
quedando ésta bien protegida. Los tratamientos granulares tuvieron los niveles de dafio més
altos, superando incluso al testigo sm aplicacidn, estos resultados pueden deberse a varias
causas, una de cllas es, posiblemente, la falta de adherencia del grinulo a la hoja de Ia
planta, esto pudo causar que ias larvas se alimentaran del grénmlo 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 fornmiaciones granulares
(McGuire y Shasha, 1992) evitando de esta manera que las larvas mgirieran dosis letales y
provocando que la larva barrenara, otra causa posible es que las parcelas no hayan
presentado una infestacién homogénca y que algunas parcelas tuvieran una mayor
incidencia de larvas, otra cuestidn mportante 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
dispormsble para aphcar forrmilados 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 &l surco, esto dificulta cuslquier labor con equipo de
aplicacién. Debe considerarse el uso de adherentes para mejorar estas formulaciones.

El formmlado asperjable mostré caracteristicas adecuadas para ser utilizado
campo y competir con los insecticidas comerciales. El testigo comercial utilizado fue el
Lepinox que es un insecticida elaborado a base de una ccpa de B. thuringiensis var.
kurstaki, la cepa de muestro formulado pertenece a Ia misma variedad, en este aspecto existe
cierta igualdad, pero dificren 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 sc observd que la persistencia en campo para el formulado
asperjable fue de S dias, comparado con 2 o 3 dfas de persistencia en otras formulaciones.
De acuerdo con estudios realizados por Arévalo-Nifio, (1990), la cepa GM34 no sintetiza la
B-cxotoxina, también llamada thuringiensina, que es una molécula soluble téxica de un
espectro mucho més amplio 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 descables para su inclusién en formulaciones insecticidas (Iriarte

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

2
| 2

¢ ¢

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 inmunodeteccidén puede utilizarse como
una herramienta 1til en la seleccién de cepas con actividades t6xicas especificas,
La seleccibn de una cepa con actividad téxica especifica hacia un insecto en
particular, D. saccharalis en nuestro caso, junto con los soportes adecuados asegura
¢l éxito de la formulacidn.
La cepa GM34, no obstante a ser una ccpa nativa, proveniente de una regién no
cafiera, mostré una alta toxicidad hacia D. saccharalis.
El formulado claborado fue ampliamente aceptado por las larvas.
El uso de un fagoestimulante adecuado incrementa grandemente la toxicidad de un
formulado.
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
mMENor.
El uso de formmlados granulares no es recomendable para el cultivo de cafia de
azicar.
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SUGERENCIAS PARA PROXIMAS INVESTIGACIONES

Realizar pruebas de adherencia al formulado efectivo.

Determinar con mayor exactitud 1a residualidad del formulado efectivo.

Evaluar la eficacia de otros fagoestimulantes al ser incorporados al formulado.
Probar bsﬁgooailmﬂantesadiﬁmnteseomentraciommopﬁnﬁmh
aceptacion del formulado.

Probar diferentes concentraciones de los polimeros para mejorar la recuperacién
después del secado por aspersion.

Inchuir en el formmlado protectores de luz UV con la finalidad de aumentar la
residualidad en campo.

Mejorar la adherencia de los formulados granulares y optimizar su aplicacién en
campo para el cultivo de cafla de azicar.

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

Compietar el perfil de los genes cry! para la cepas téxicas.

Investigar més ampliamente In presencia de otros genes c7y que pucdan estar

relacionados con la toxicidad de las c€pas.
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